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A la memoria de mon pare.
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Agraiments i disculpes.

INTRO.
Lo litwrgior de Loy despedidas, Lo balo perdidae gue viene o por mi,
Ll nostalgio gue amarga Lo hwnide, la banda sonora de Lo- gue vinvd'

La cancion de los (buenos) borrachos. Joaquin Sabina y Fito Pdez. ENEMIGOS INTIMOS. 1998.

TRACK 01.
"Nadie te habri contado gue o veces vivo inundado en decisiones tan vivas gue
beben del ver venir, st a veces me disconformo y parezco- vuestro- iwitado:
nadie oy habri contado nada bueno de mi!

A los que. La Pegatina. ViA MANDARINA. 2009.

Suposo que esta és I"inica escletxa on quedara alguna cosa de la persona, i, per tant, deixeu-me ser
correcta i comencar pel comengament: Gracies a esta societat meua que, malgrat els temps térbols que
corren, continua esforgant-se cada dia per sostindre beques com la que he tingut el privilegi de fruir.
Des del principi vaig ser conscient de la responsabilitat que suposava gaudir d’'una beca com esta en una
Universitat Publica. Tot i que no sé si m’ho mereixia, podeu estar segurs que he fet tot el que he pogut
per tal de resultar una mica atil i que, pel cami, he aprés tantes coses que, d’'una manera o altra, algun
dia tindré I'oportunitat de saldar el deute que vaig adquirir amb tots vosaltres quan vaig acceptar este
repte.

TRACK 02.

“And now-the end iy near and so-| face the final curtain

My friend, I'W say it clear: I'W state my case of wiich I'm certain
I've Lived a Life that's full; I've traaeled each and every highway,
But more, much more than this, | did o my way.”

My way. Frank Synatra. My wAy. 1969.

Gracies a la Universitat Rovira i Virgili, no només pel fet d’haver-me permes fer de la ciéncia el meu
sostre i el meu plat a taula durant els Ultims quatre anys assignant-me una beca predoctoral, sind per
haver estat la nau del meu viatge a itaca per les mars de la ignorancia durant més d’una década. Aqui he
apres a fer les coses a la meua manera, i esta etapa comprén tota la meua época universitaria, compren
tot el que he apres en esta casa i tot el que he crescut com a persona emprant els seus passadissos com
a escenari i els seus docents com a mestres; emmarca els dies interminables de classes i els llibres que hi
he llegit entre hores; inclou les cares familiars, les salutacions timides i els somriures de complicitat...
Per este motiu, a més a més de donar les gracies al Departament de Bioquimica i Biotecnologia, on s’ha
cuinat esta tesi a foc lent, em veig en la necessitat de donar les gracies a les Facultats de Quimica i
d’Enologia per la formacié que m’han donat, sense la qual hauria sigut impossible arribar fins aqui i ser
la persona que sdc.

TRACK 03.
“Sorry to- dsappoint yow but 'm real’’
Real. William Shatner. HAS BEEN. 2004.

A Fernando, perqué em vas dir que ens ho passariem bé. M’ho vaig creure i tenies tota la rad: crec
gue mai oblidaré aquell “No vull que estiguis trista” que em vas regalar la primera verema abans de
posar-te al meu costat a fer el kit de glucosa i fructosa que no sé per qué no em sortia bé. | a JoanMi per
ser tan resolutiu (tant de bo al diccionari de I'lEC hi hagués un superlatiu que em permetés ser més
explicita), pel nick del Twitter i per I'esperit de MacGyver. A tots dos: gracies per I'oportunitat. Gracies
per la confianga. Gracies per obrir una porta que no formava part del meu imaginari particular. Si al fet
que séc conscient que no he sigut mai molt bona en res (no us ho prengueu com a falsa modestia;
també reconec que, a canvi, em defenso en bastantes coses) li sumem la idea que sempre havia pensat
gue aixo era un privilegi reservat a una elit intel-lectual de la qual no formo part, resulta evident que

‘@c®
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esta aventura no hauria tingut lloc sense vosaltres. Només lamentaria no haver estat a I'algada de les
vostres expectatives, i malgrat que mai he trobat el coratge per preguntar-vos per qué em vau escollir,
espero que a I’hora de fer balang no acabeu pensant que us vau equivocar.

TRACK 04.
“Ses fulles més seques es tren dels orbres per ovdre de veteranio. | alegriot”

..Alegria. Antonia Font. ALEGRIA. 2008.

A tots els companys de viatge: gracies per les converses a I'hora del café i per aguantar-me les
cabories als ratets del cigarro. Pels esmorzars, els sopars, les paelles, les aventures de congrés i per totes
les vegades que m’heu fet plorar de riure. Als que ja heu passat, perqué vaig fer una mica meua la vostra
experiencia, i als que encara us quedeu, perque sé que continuareu sent —malgrat que hi ha dies per a
tot— I'alegria d’estos passadissos.

TRACK 05.
“No- vine agui poro hacer amigos pero sobpes que siempre puedes confor conmigo,
dicen de mi gue soy un fanto- animal, pero en el fondo soy wn sentimental’’

Feo, fuerte y formal. Loquillo y los Trogloditas. FEO, FUERTE Y FORMAL. 2001.

A tota la gent encantadora que habita el tercer pis, mil gracies per no haver tingut mai un no per
resposta ni haver defugit les meues cabories. A los castellano-manchegos con quien he tenido el placer
de colaborar codo con codo los ultimos afios: ha sido genial contar con vuestro criterio analitico y la
visita fue estupenda (gracias a I@s tomelloser@s por la alegria, por los cubos de los jueves y los
almuerzos de los viernes). A la gente del ICVV de Logrofio, porque a pesar de mi visita fugaz aprendi un
montén de cosas que creo que seran extremadamente Utiles.

TRACK 06.
“I wna miseellinio de gent sense freo?”

Mitocondris i citoplasmes. Estanislau Verdet. L’ALL HO ES TOT PER ALS ANGLESOS. 2008.

A la gent de la finca: gracies per la practicitat, per les ganes d’ajudar i per aquells esmorzars dels
d’arreglar el mdn. Als técnics, tant de docencia com de recerca, per la saviesa humil esta que teniu que
tot ho soluciona. Al personal de la secretaria del departament per vestir sempre un somriure, per la
paciéncia i les ganes d’ajudar. A la gent de Juvé i Camps per les experiéncies de verema i les converses
dels tastos. Als conserges, a les senyores de la neteja, al personal de la biblioteca, als técnics
d’informatica i a la gent de seguretat i de manteniment per la salutacid afable, i per la tasca diaria que
ens facilita la vida a tots plegats.

TRACK 07.
“Supongo gue nadie se vo del todo, espero gue existo alginm lugar
donde Loy chicoy escnchen miy canciones, anngue no- Loy escwncire opinar”

Los chicos. Andrés Calamaro. LA LENGUA POPULAR. 2007.

Als (deixeu-me dir) alumnes de la llicenciatura i del grau pels ratets d’experiencia docent que m’heu
regalat al laboratori. Jo, que séc alumna des que tinc Us de rad, us diré que he gaudit de I'experiéncia
d’intentar transmetre allo que préviament i amb una paciéncia infinita m’havien ensenyat a mi. | als
estudiants de master: només espero haver estat a |'algada i que hagiu aprés coses pel cami.
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COMPUESTOS FENOLICOS

TRACK 08.

“Diw gue des del porro- es vew wn cel gue no-te Vacabes, gue a les nity
sempre sut o fumar U pensa en nosaltres, L que per més Unny que
estigul no- hem de teninr por; guan Yhi hagi de ser i sera

(diw gue win diar i hem danar, gue Lavisem amb temps perd- gue 16

Wiks de sobresy”

Louisiana o els camps de cotd. Els Amics de les Arts. ESPECIES PER CATALOGAR. 2011.

Als putos kimix, a les okupes, a la familia cristiana i a les senyores i respectius per totes les hores de
convivencia i per haver sigut la meua familia durant tot este temps a Tarragona: quan me n’adono de
com us he vist créixer entenc quant he degut créixer jo durant estos anys d’abocar cabories al
Mediterrani des del balco estant. | a la colla del poble: gracies per les perletes, pel pregd, i per ser d’esta

manera que sou que m’encanta.

TRACK 09.

“Al pais de les rialles i ha roim o ley porrades, ametlers U olives negres ©
wv arroy fet amdy costelles, ol pais de ley costeres, hi ha Uaguty L guitorrons

Ul vew de les rondalley pessigont les emociony’’
Al pais de I'olivera. Obrint Pas. CORATGE. 2011.

Crec que és de Rilke la reflexid que I'Unica patria verdadera és la infantesa... Potser el que m’ha dut
fins aqui ha estat el record de la coa de tractors caramullats de raim des de la bascula fins a la era o del
delit de mirar pel refractometre com si d’un calidoscopi es tractés. Vist amb perspectiva, fins i tot podria
ser la cara de pau que feia mon pare tancat al laboratori, fent graus i volatils quan ma mare m’enviava a
preguntar-li si trigaria molt a pujar a sopar... El que si que és clar és que no seria qui séc sense tot el que
m’ha aportat el meu poble i la seua gent. Gracies a tots els amics i familiars d’Orta per la vostra

paciéncia i espero saber fer-me perdonar totes les absencies dels darrers anys.

TRACK 10.

“A menudo Loy hWijos se noy parecen y asi noy dan Lo primera sotisfocelon’’

Esos locos bajitos. Joan Manuel Serrat. EN TRANSITO. 1981.

A ma mare, espero que em perdoni per no escollir mai feines on s’ha d’anar ben vestit, per esta
mania meua de comprar-me els pantalons grans i les samarretes de propaganda i per esta aparent falta
d’interés a traspassar els mitocondris de la iaia Dolores. A mon pare, gracies per educar-me en la cultura
de I'esforg i per haver fet mans i manigues per donar-nos estudis; crec que estaries content de veure
gue ens en anem sortint i que he arribat fins aqui. No puc deixar de pensar —sabent com t’agradava
fantasiejar a sumar la teua experiéncia i la meua formacié— com hauriem xalat fent vi... perd també
m’agrada pensar que, si em poguessis veure per un foradet des d’una altra dimensié assegut al costat
del iaio Rodrigo, riurieu per sota del nas en veure com parlem de com ha anat la campanya amb el tio

Elias fent un quintet a la plaga.

TRACK 11.

“Sigo- ereyendo- en tU, por eso- cada mariana justo antes de
salir, me pongo- la buena coara y las ganas de reir poro gue no-
me vean Worar, auwngue no- serde por gonas’’

La buena cara. Transfer. JENTES. 2004.

Als meus germans, gracies per la paciéncia i per aguantar-me, perque ningu coneix tan bé els meus
defectes... A Rodrigo, perqué tots dos sabem que sense el teu esfor¢ mai hauria pogut jugar esta
partida, i a I'lgnasi, perqué pensar que de vegades em pots prendre com a referent m’obliga a fer bé les

coses per no esdevindre un mal exemple.
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TRACK 12.
“Com wn pein corregot despines,
emv perdo- entre correnty marunes

L woblido de nedar.”’

Una mandra per llevar. El fill del mestre. AQUELLA ESTRANYA MANIA DE CREURE EN LA VIDA. 2007.

A tota la gent que s’ha anat quedant pel cami... lamento haver deixat que anés passant massa temps
sense fer una cerveseta, i que es perdés el costum de fer (com a minim) un soparillo a I'any per evitar
que la distancia ens fes desconeguts... Suposo que fer-se gran és aixo; tot i que no perdo |'esperanga

que, algun dia, el desti torni a creuar les nostres vides i puguem retrobar temps per compartir.

TRACK 13.
“Sempre venies darrere gue fensenyara congons,
U ara gue en saps de boniques famagues pels carrerons

De la flor de la farina. Quico el Celio, el Noi i el Mut de Ferreries i Pep Jimeno “Botifarra”. LA BARRACA. 2011.

A tots els professors que he tingut i he admirat des de preescolar fins a I'actualitat en tots els ambits
immaginables del coneixement: si este document té algun meérit us en podeu atribuir una part
important, perqué no hauria arribat enlloc sense vosaltres.

BONUS TRACK.
“Bermvolgut ho deiro aqui gue sé gue ety un home ocupat:
Suposo gue iy moment dlocomiodor-me esperant

no- hower-te emprenyat massa, no- haver semblot un boig,
que o forga eny acompanyi, adéw! fing semprel sort!”

Benvolgut. Manel. 10 MILLES PER VEURE UNA BONA ARMADURA. 2011.
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Obro els ulls, veig l'espectacle del mdn
i, és clar, me'n meravello. Llavors, per
pensar la meravella, considero les dues
opcions que se'm presenten. Una: el mdén
és un mén de preguntes i la meva tasca
és buscar les respostes. L'altra: el mdén
és un mén de Trespostes i a mi em toca
descobrir de quines preguntes. Les dues
actituds sdém acceptables, pero molt
diferents.

Jorge Wagensberg, traduccié a carreg de Marius Serra. 2003. Si la natura és la
resposta, ¢Quina era la pregunta? Tusquets Editors: Barcelona.
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1.1. LAviD.

La vid es el nombre comun que se le da a diversas plantas de la familia de las vitaceas
cuyo fruto es la uva. Esta familia de las vitaceas estd integrada por doce géneros y alrededor de
setecientas especies. La Unica especie autdctona europea es Vitis vinifera, la especie principal
de cultivo para la elaboracién del vino. Esta especie, a pesar de ser la especie europea por
antonomasia, llegd a estar en verdadero peligro de extincidon debido a la irrupciéon en Europa
de la filoxera a finales del siglo XIX. La filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) es un homdptero
procedente del continente americano que arrasé los vifiedos europeos de Vitis vinifera, muy
sensibles a su ataque por no estar adaptadas. A partir de ese momento, se generalizd el
empleo de especies americanas (resistentes al ataque de la filoxera) como portainjertos para la

vid europea.’

Como ser vivo, la vid debe cumplir bdsicamente dos funciones fundamentales: La
primera formar brotes y hojas cada aiflo que aseguren el desarrollo de la cepa, el sistema
radicular asi como el crecimiento en diametro del tallo. La segunda comprende la formacién y
desarrollo de las inflorescencias, su fecundacion y el crecimiento de bayas y semillas. De algun
modo podriamos decir que la primera funcién es la que se ocupa del desarrollo de la cepa
como individuo (y esta relacionada con el metabolismo primario de la cepa, y con el que
llamaremos ciclo vegetativo de la vid), mientras que la segunda funcidén es la que asegura la
perpetuacion de la especie (relacionada con el metabolismo secundario de la cepa y con el que
llamaremos ciclo reproductor de la vid). Como en nuestras latitudes la vid es una planta
caducifolia (sucumbe a un reposo invernal durante los meses mas frios del afio), todavia debe
cumplir una tercera funcidn para permitir una nueva brotacidn el afio siguiente: debe tener
obligatoriamente una fase de almacenamiento de reservas (principalmente en forma de
almidén) en el interior de los tejidos de raices, tronco, brazos y sarmientos (fenédmeno
conocido como agostamiento) que le permitan brotar al afio siguiente, después del reposo

invernal.

Uno de los hitos de la viticultura reside en la busqueda del equilibrio a mantener entre
el depdsito de sustancias de reserva hacia el aparato vegetativo (ciclo vegetativo) y las
emigraciones destinadas a las bayas (ciclo reproductor); puesto que ambos procesos se
realizan simultdneamente (tal y como veremos mas adelante). Si la vid invierte demasiados
esfuerzos energéticos en madurar la uva, puede que la energia acumulada en sus partes

lefiosas sea insuficiente, debilitando ciclo tras ciclo la cepa, pudiendo comprometer la
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supervivencia de la misma. En cambio, si la vid invierte muchos recursos en forma de reservas

para su futuro desarrollo, crece el

ZARCILLO

SARMIENTO vigor de la planta y el fruto no

madura correctamente,

3 H . .

ol A2y HO3AS obteniendo uvas de baja calidad.
| ‘Q‘v ?

A = ’)

En la Figura 1 se muestran los

6rganos de la vid, pudiendo

RAGIMO distinguir los 6rganos vegetativos:

L— Parte aérea

r Parte subterranea

TRONGO , .
raices (ubicadas en la parte

subterrdnea, que habitualmente

<7 corresponden al portainjerto),
RA1z tronco, brazos, pdmpanos o

sarmientos, hojas y zarcillos, asi

203Wad]®)

como los érganos reproductores:

inflorescencias o racimos

- - - - (dependiendo del momento del
Figura 1. Organografia de la vid, mostrando su parte subterrdnea y

su parte aérea. ciclo en que nos encontremos).

En los siguientes apartados se va a analizar cémo funcionan los ciclos vegetativo y
reproductor de la vid, asi como las funciones que los distintos érganos de la cepa realizan para

el correcto desarrollo del ciclo anual

1.1.1. El ciclo vegetativo y sus érganos.’

El ciclo vegetativo se repite anualmente en climas frios y templados. En el hemisferio
norte, dicho ciclo se desarrolla a lo largo de los meses del afio tal y como se muestra en la
Figura 2. Empezaremos a explicarnos el ciclo vegetativo desde su etapa de REPOSO INVERNAL,
cuando la vid resta profundamente dormida y solo conserva tejidos lefiosos en la parte aérea
(tronco, brazos y varas o pulgares). Al final del periodo de reposo invernal, es la parte
subterranea de la vid, llamada portainjerto o pié, la primera que se activa. El portainjerto, que
conforma el sistema subterraneo y radicular de la vid, realiza basicamente cuatro funciones: La
fijacion de la vid en el suelo y la estabilizacién de su estructura aérea; la absorcién de agua y

materias minerales contenidas en el suelo (que envia en forma de savia bruta al resto de la

1 T s . .
Las fuentes bibliograficas consultadas para el desarrollo de esta seccidn corresponden a las referencias
2-6.
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planta mediante un sistema bascular llamado xilema); la formacién de hormonas de
crecimiento (como giberilinas y citoquininas) y; finalmente, actia como 6rgano de reserva en
donde se acumulan nutrientes (fundamentalmente granos de almiddn y cristales de oxalato
calcico). A finales del periodo de reposo invernal, cuando el suelo o las raices adquieren
temperaturas alrededor de los 10°C, el portainjerto moviliza sus reservas y va recuperando la

funcién de absorcion de agua y de elementos minerales del suelo.

Llegados a este punto, el portainjerto empieza a enviar todos esos recursos nutritivos
hacia la parte aérea, que en ese momento todavia consta Unicamente de sus partes lefiosas: el
tronco, los brazos (madera vieja) y las varas o pulgares (madera formada durante la campana
anterior). Entre las funciones del tronco y los brazos constan la de dar soporte estructural a la
planta, realizar la respiracion; actuar como 6rgano para almacenar nutrientes; conducir la savia

bruta a los érganos verdes y, una vez transformada en savia elaborada, nutrir toda la planta.

La primera manifestacion externa de actividad en la vid después de su reposo invernal es un
fendmeno conocido como el lloro, que consiste en la exudacién de un fluido (los recursos
nutritivos enviados por el sistema radicular) por las heridas y cortes de poda de la parte aérea
que, en climas templados y en el hemisferio norte, suele ocurrir a principios de marzo. A partir
del momento del lloro, la planta entra en un proceso de MOVILIZACION DE RESERVAS que envia
desde los érganos de almacenamiento hacia las yemas formadas durante la campafia anterior
(que se encuentran encastadas en los pulgares o varas), que guardan en su interior los conos
vegetativos que se desarrollaran formando tejidos y dérganos nuevos. Para que las yemas
inicien su desarrollo, originando el fenédmeno conocido como brotacion, la vid dispone
exclusivamente de sus reservas, ya que sus érganos vegetativos no estdn aun en condiciones
de elaboracidn y transformacién de nuevos alimentos. A partir del fenédmeno de brotacion (o
inicio del desarrollo de las yemas), la vid entra en un proceso de CRECIMIENTO. Durante esa fase
de crecimiento se irdn desarrollando los pdmpanos o sarmientos que soportan el resto de
drganos o tejidos que se formaran durante esta etapa: las hojas, los zarcillos y las yemas, asi
como las inflorescencias (que seran discutidas durante la seccidn siguiente, ya que conciernen
al ciclo reproductor). Todos estos 6rganos se desarrollan simultdneamente. Los pampanos son
las ramas nuevas formadas durante la campafia vigente, inicialmente verdes que, a medida
gue envejecen, se van suberificando vy lignificando, convirtiéndose en un tejido lefioso y
marrén; momento en el que pasamos a llamarlos sarmientos. Los padmpanos o sarmientos

estdn organizados en distintas secciones longitudinales (entrenudos) separadas por unos
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pequeios abultamientos llamados nudos. Es justamente en los nudos donde se insertan el

resto de drganos vegetativos de la vid: las hojas, los zarcillos y las yemas.

Las hojas realizan tareas de una gran complejidad, ya que es en ellas donde los
elementos minerales absorbidos por el sistema radicular en forma de savia bruta (que
asciende mediante el xilema) se transforman en savia elaborada que nutrird el resto de
organos de la planta (mediante un sistema de vasos conductores llamado floema). Las tres
funciones principales de las hojas son: la fotosintesis, la transpiracidon y la respiracion.
Mediante la fotosintesis, se elaboran carbohidratos a partir de elementos inorgdnicos simples
(diéxido de carbono y agua) utilizando para ello la energia procedente de la radiacién solar y
produciendo oxigeno molecular como residuo. El agua para realizar la fotosintesis procede de
la savia bruta que las hojas reciben del sistema radicular, y la hoja elimina en forma de vapor el
exceso de agua absorbida por las raices mediante la transpiracion, a través de los estomas
(una especie de poros que regulan el intercambio de gases y agua entre la planta y el medio).
También a través de los estomas se intercambian los gases con el aire: asimilando el didxido de
carbono necesario para realizar la fotosintesis y expulsando el oxigeno molecular que esta
genera. Finalmente las hojas también realizan la respiracién, proceso mediante el cual se
transforman los alimentos complejos sintetizados durante la fotosintesis en sustancias simples
para liberar energia que alimente el metabolismo de la cepa, en un proceso inverso a la
fotosintesis en el que se consume oxigeno del aire y se expulsa didxido de carbono a través de

los estomas.

Durante la etapa de CRECIMIENTO, a partir del brote, la vid desarrolla los pampanos y las
hojas. En su primera edad y hasta fecha bien avanzada, ese desarrollo se realiza a expensas de
las reservas. Mads tarde se sustentard con la savia elaborada: cuando entran en funcionamiento
las hojas adultas situadas en la base de los paAmpanos. Las hojas comienzan a exportar glucidos
cuando alcanzan un tamafo del orden del treinta por ciento e importan al mismo tiempo estas
sustancias procedentes de las hojas mas grandes. En cuanto las hojas del pampano alcanzan el

cincuenta por ciento de su superficie, la importacidn cesa y solamente exportan glucidos.

De manera simultdnea al crecimiento y el desarrollo de pampanos y hojas, se forman los
zarcillos y las yemas que quedaran latentes hasta la campanfia siguiente. Los zarcillos se pueden
considerar inflorescencias estériles, y su extremidad se curva formando una especie de espiral
que, cuando encuentra un soporte, se enrosca sobre este antes de lignificarse intensamente,
dando sujecién al pampano. Las yemas son en esencia pequeios brotes en miniatura

recubiertos por érganos protectores, y tienen por mision el asegurar la perennidad de la vid de

10
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Movilizacion Acumulacion
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Figura 2. Diagrama anual del ciclo de la vid en climas templados del hemisferio norte. Los periodos mostrados
en el interior del diagrama corresponden a las distintas fases del ciclo vegetativo. Los periodos mostrados en la
parte exterior del diagrama entre los meses de mayo y setiembre corresponden a las distintas fases del ciclo
reproductor. A: Lloro. B: Brotacion. C: Parada de crecimiento. D: Caida de las hojas. E: Floracién. F: Cuajado. G:
Envero. H: Vendimia.

un afio a otro. Cuando se desarrollan dan brotes con hojas, inflorescencias y nuevas yemas.
Estas yemas se empiezan a desarrollar durante la etapa de CRECIMIENTO y van perfeccionando
su organizacién a lo largo de esta etapa, hasta que, coincidiendo con la llegada de la parada de
crecimiento, dejan de desarrollarse y entran en una fase de dormicién. Estas yemas dormidas
(que albergan los primordios de los tejidos a desarrollar) no se desarrollaran hasta la siguiente
campania, cuando la cepa salga de su reposo invernal y vuelva a iniciar su ciclo anual. Con la

parada de crecimiento llega el periodo de ACUMULACION DE RESERVAS O AGOSTAMIENTO, que en
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nuestras latitudes suele suceder en el mes de agosto (de ahi el nombre agostamiento). Como
ya se ha comentado anteriormente, el agostamiento es necesario para asegurar la perennidad
de la planta de un afio a otro, ya que el crecimiento inicial se lleva a cabo a merced de las
reservas. Los tejidos vivos perfeccionan su estructura y se enriquecen en materias de reserva
(fundamentalmente almiddn), especialmente en las raices y las partes lefiosas, en donde no
solo serviran para la brotacion del préximo afio, sino que ademas ayudan a proteger a la planta
de las heladas invernales y primaverales mediante la disminucién del punto de congelacion de
los tejidos en los que se acumulan. El agostamiento se observa exteriormente mediante un
cambio de color y estructura en los pampanos (generalmente avanza desde la base hasta la
extremidad del brote), que, como consecuencia del enriquecimiento en reservas, pierden la
clorofila, modifican su color de verde a marrdn, adquieren consistencia y se convierten en
sarmientos. Durante el comienzo del invierno hay un transporte de materias hidrocarbonadas,
nitrogenadas y también de fésforo y potasio hacia las raices. A principios de primavera, esas

reservas se volveran a movilizar hacia los sarmientos.

Este periodo de agostamiento se prolonga hasta la caida de la hoja; momento en que la
vid empieza su periodo de REPOSO INVERNAL, cerrando el ciclo vegetativo. El fendmeno de la
caida de la hoja, entendido como la caida natural de las hojas al finalizar el ciclo vegetativo, se
produce después de haberse vaciado la hoja de los productos de fotosintesis. Desaparece la
clorofila y la hoja pierde la coloracién verde, la respiracidn se reduce y la transpiracion se
detiene. Finalmente la hoja cae y la vid entra de nuevo en periodo de reposo invernal, para

volver a iniciar el mismo ciclo anual la primavera siguiente.

1.1.2. El ciclo reproductor y sus 6rganos.’

El ciclo reproductor se desarrolla simultdneamente al ciclo vegetativo vy, al igual que
este, necesita dos ciclos consecutivos para desarrollarse completamente (tal y como se
muestra en el diagrama de la Figura 2). Durante la primera campafia, y mientras la cepa se
encuentra en la fase de CRECIMIENTO del ciclo vegetativo, los pampanos se desarrollan y crecen,
dando lugar a las hojas y a las yemas que quedaran latentes hasta pasado el reposo invernal.
En el interior de dichas yemas en formacion es en donde se empieza a desarrollar el ciclo
reproductor, mediante unas pocas células que pasan del estado vegetativo al estado

reproductor, lo que permitird la diferenciacion y la formacién de los llamados esbozos florales

2 RT] e .2 .
Las fuentes bibliograficas consultadas para la elaboracion de esta seccidon corresponden a las

referencias 2,4,7-11.
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en el interior de la yema. Este complejo proceso es conocido con el nombre de induccion floral.
No sera hasta después del invierno, con la llegada de la brotacion que los esbozos florales

estardn completos y listos para su desarrollo.

Simultdneamente a la fase de CRECIMIENTO vegetativo de la cepa que sigue al desborre,
con el desarrollo de todos los tejidos formados durante el ciclo anterior en el interior de las
yemas, se desarrollan las inflorescencias. Estas inflorescencias pasan por una etapa de
CRECIMIENTO HERBACEO (durante esta etapa la inflorescencia es verde y, por lo tanto, un érgano
activo fotosintéticamente hablando) dénde se van desarrollando las flores hasta la llegada de
la floracion. Durante la floracidn, las flores completamente desarrolladas se abren, liberando el
polen que permite la fecundacién de los évulos florales. Las flores correctamente fecundadas,
empezaran a desarrollar los évulos (que se convertirdn en semillas) asi como los ovarios (que

se convertiran en las uvas), en un proceso conocido como cuajado. A partir del momento del

cuajado, empieza el proceso de DESARROLLO ‘
Fasel | Fasell

Faselll
del fruto. Este proceso de DESARROLLO O

crecimiento de la baya de uva (al igual que en
muchas otras bayas) sigue un patron tipico,
presentando una curva doble sigmoidea
como la que se muestra en la Figura 3.
Gracias a este patron caracteristico de
crecimiento, el proceso de desarrollo de la

baya de uva se suele dividir en tres etapas;

Volumen de la baya

una fase inicial de crecimiento rapido (fase 1),

una fase de latencia, sin crecimiento o con un

crecimiento muy lento (fase ll), y finalmente

Tiempo >

una fase final de crecimiento que finaliza con Figura 3. Diagrama del crecimiento de la baya de uva.

L, llustracion adaptada de 9.
la completa maduracién de la uva (fase Ill).

La fase |, de entre 45 y 60 dias de duracion, se caracteriza por un crecimiento herbaceo
rapido de la baya, que en este periodo tiene una actividad metabdlica frenética, caracterizada
por una elevada intensidad respiratoria y una rapidisima acumulacidn de solutos
(especialmente acidos tartarico y malico) que contribuyen a la expansion de la baya. Al inicio
de esta etapa se forman los embriones de las semillas, y de estas dependera en gran medida la
intensidad de la multiplicacion celular, ya que la concentracién de hormonas de crecimiento es

directamente proporcional al nimero de semillas. El crecimiento rdpido de esta fase,
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inicialmente se debe a la divisidn celular, y posteriormente a la elongacién o expansion de las
mismas. Durante esta primera fase de crecimiento, las semillas son verdes, al igual que sucede
con las bayas, que son verdes y duras. Esta primera fase de crecimiento herbdceo termina
cuando las células de la piel de la baya dejan de dividirse; en ese momento, la baya ha

alcanzado al menos la mitad de su volumen y su peso fresco final.

La fase Il corresponde al final del periodo herbaceo de la baya. La duracién de esta fase
gue se caracteriza por la ausencia de crecimiento es especifica para cada variedad y depende
de las condiciones de cultivo. Durante esta misma fase Il las semillas completan su madurez y
alcanzan su tamafio final entre 10 y 15 dias antes del envero. A su vez, empieza la lignificacion
de la superficie de las semillas, y la formacion de una cuticula en su superficie exterior. El
fendmeno conocido como envero, que se sucede dentro de esta segunda fase del crecimiento
de la baya, es un fendmeno abrupto en el que la piel de las uvas tintas empieza a colorearse (o
se vuelve translucida en el caso de uvas blancas), indicando cambios a nivel hormonal que
afectan a la quimica de la pared celular que, a su vez, provocan un ablandamiento y pérdida de
turgencia de la baya. Aunque el envero es un proceso abrupto, critico y rapido a nivel de baya,
no todas las bayas del mismo racimo enveran simultdneamente, por lo que el envero de una
parcela entera puede extenderse durante dias o incluso semanas. El final de esta etapa
caracterizada por la parada de crecimiento, indica el inicio del proceso de maduracidén de la

baya.

La tercera fase del desarrollo de la uva (fase Ill) corresponde a la etapa de maduracion,
dura aproximadamente entre 5y 10 semanas y en el hemisferio norte empieza hacia el Agosto.
En esta tercera etapa hay una segunda fase de crecimiento, durante la cual la baya
practicamente dobla su tamano. Aunque la baya experimente un enorme crecimiento durante
esta fase Ill, no hay que perder de vista la estrecha relacién que existe entre el nimero de
semillas y el tamafio final de la baya madura, y que al llegar a este punto de desarrollo, el
numero de semillas ya esta definido. Este segundo aumento del tamafio de la baya se debe
fundamentalmente al crecimiento celular, se estabiliza progresivamente a lo largo de la
madurez (pudiendo llegar incluso a decrecer durante las Ultimas fases de la madurez debido a
pérdidas de agua por evaporacidon) y va acompafiado de importantes modificaciones
fisioldgicas, como la reduccidon de la intensidad respiratoria y el incremento de algunas
actividades enzimdticas. Durante este periodo la turgencia de la baya se mantiene
relativamente constante, aunque es cuando se suceden los cambios mas dramaticos en la

composicion quimica de la baya y su piel. La baya empieza a acumular azlcares, cationes,
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aminoacidos, compuestos fendlicos y aromaticos, mientras las concentraciones de amonio y

acido malico decrecen sustancialmente. De esta Ultima etapa de crecimiento llamada MADUREZ

dependerd, en gran medida, la composicién quimica y la calidad de la uva en el momento de la

vendimia, y, a su vez, la composicidn y las propiedades organolépticas del vino que con ella se

elabore.

1.2. LAUVA.

La uva es la materia prima para la elaboracion del vino y, por lo tanto, su composicion es

un punto critico para la elaboraciéon del vino. En este apartado se va a describir la morfologia y

la composicidn de la uva madura, en el momento de la cosecha.

1.2.1. Morfologia de la baya de uva.

‘ "II|’

Figura 4. llustracion de un raspon de
uva y ejemplo de como se insertan
las bayas en él. Adaptado de 31.

A diferencia de lo que ocurre con otros frutos-baya, las
uvas se organizan en racimos, en los que cada uva esta unida
al raspén (Figura 4) mediante un pequeio pedunculo que
contiene los vasos conductores que alimentan la baya con el
agua y los nutrientes que la vid le envia. Si el peddnculo es
largo, los racimos adquieren una estructura abierta y suelta,
mientras que si el pedunculo es corto, los racimos se vuelven
compactos con el crecimiento del fruto. En las variedades de
uva destinadas a la vinificacion, la estructura del racimo suele
ser bastante compacta, lo que comporta una mayor
sensibilidad de este respecto a infecciones fungicas y otros

problemas fitosanitarios.***®

El raspdn, que adquiere su
tamafio definitivo alrededor del envero, se va lignificando a lo
largo del proceso de maduracién y representa entre el 3 %y
el 7 % del peso de un racimo de uva maduro. Estos raspones
contienen algo de azlcar (menos de 10 g/Kg) y una
concentracion importante de 4cidos (entre 180 y 200 meq/Kg)
que se encuentran en forma de sales debido a la gran

cantidad de cationes presentes. Ademas, el raspén es muy

rico en compuestos fendlicos, conteniendo mds del 20 % del

total de compuestos fendlicos del racimo de uva (a pesar de su escasa contribucion en el peso
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total del racimo).”® Mediante el raspdn se organizan las bayas de uva, y se comunican con el
resto de la planta, pero hay que tener en cuenta que todas las bayas de un racimo no
evolucionan exactamente a la misma
velocidad, originando una fuente mas

de variabilidad en el grado de

Pericarpio

madurez de la uva; en ese sentido

existen trabajos en donde se ha

podido observar que la posicidon que
una baya ocupa dentro del racimo es

un factor importante que puede

se|jwog |

afectar a su madurez y, por lo tanto,

14-16

a su composicion quimica.

Cada baya de uva (Figura 5)

consiste en una serie de tejidos que

Pedunculo

envuelven las semillas: el conjunto de

.

dichos tejidos recibe el nombre de

Figura 5. llustracién de una baya de uva mostrando sus partes: el PERICARPIO. A su vez, el pericarpio se
pedunculo que la une a la planta, y las semillas rodeadas por el

pericarpio, en el que a su vez se distinguen el mesocarpio (C) y el divide en tres zonas: el EXOCARPIO (la
exocarpio (B), sefialando también su parte mds externa o cuticula , .

(A). Adaptado de 203 parte mads externa de la baya: la piel
de la uva), el MESOCARPIO (el tejido carnoso entre la piel y las semillas: la pulpa de la baya) y el
ENDOCARPIO (la parte central de la baya que, sin distinguirse de la pulpa, contiene las semillas).™
A continuacién se detalla la estructura y la composicion de las distintas partes de una baya de

uva madura, en el momento de la recoleccién.

PIEL.

El EXOCARPIO, que como se ha comentado
anteriormente corresponde a la piel de la uva,
representa entre el 5 % y el 10 % del peso total
seco de la baya, y actia como una barrera
hidréfoba que protege la uva frente a

inclemencias climaticas, radiacién ultravioleta

. . ’ . 17 . .
Figura 6. Corte transversal de piel de uva, en donde se e infecciones fungicas.” El exocarpio consiste

puede observar |igeram§nte la cutlcula.que rect.Jbre la en una regién heterogenia constituida por tres
baya (A), la epidermis (B) Y la hipodermis (C).

Fotografia extraida de 55
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capas superpuestas diferenciadas: la cuticula, la
epidermis y la hipodermis, partes que se pueden
observar en la fotografia de la Figura 6.La cuticula es
la parte mas externa de la piel, compuesta
basicamente de cutina (una macromolécula

constituida por acidos grasos de cadena larga unidos

Figura 7. Estructura quimica del acido mediante enlaces de tipo éster), es una capa continua
oleandlico. . .
cuyo grosor depende de la variedad (en especies de
Vitis vinifera esta cuticula puede tener entre 1.5 um y 4.0 um de espesor, pudiendo superar los
10 um para ciertas variedades americanas). La cutina todavia esta recubierta por una capa
2 ey .
cerosa (alrededor de 100 pg/cm?) constituida de unas plaquetas superpuestas compuestas
esencialmente por acido oleandlico, la estructura del cual se muestra en la Figura 7."%"*° La
epidermis consiste en una o dos capas de células elongadas tangencialmente cuyo grosor

d.?®*! Finalmente la hipodermis, la capa mas interna de la

depende nuevamente de la varieda
piel y colindante a la pulpa, estd compuesta por algunas capas de células en las que se pueden
distinguir dos regiones: una regién externa con una o dos capas de células rectangulares y una

regidn interna con algunas capas de células poligonales.

Las células de la piel de uva
tienen una pared celular gruesa,
que forma una barrera para la
difusién de compuestos cémo

aromas y fenoles, y actia como

protector contra factores

Homogalacturonanos  Arabinznos &SP

22
externos. Esta ared celular o S puenves o coic ﬁ-
P ! "_D w =% Niloglucanos P _! w
vty

wnmaen MO-sterificados

W et esterificagos R —_—

consta bdsicamente de tres capas o

. . L. Celulasa Herucelulosas CCuras
zonas diferenciadas: la [ldmina

media, la pared celular primaria y la  Figura 8. Diagrama con la representacién de los dominios glucidicos de
. L la pared celular primaria.

pared celular secundaria. La ldmina

media, que ocupa el espacio intercelular y une a las células entre ellas, estd mayoritariamente

compuesta de pectinas (formadas por cadenas de acido galacturénico parcialmente

esterificado con metanol y algunas ramificaciones de otros azlcares neutros tales como

rhamnosa, galactosa y arabinosa). La pared celular primaria, mas gruesa que la ldmina media,

comprende tres partes estructuralmente independientes que interactiian entre ellas: las dos

primeras partes (Figura 8) son de naturaleza glucidica y corresponden a una matriz péctica (10-
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35 %) en donde se hallan incrustadas unas microfibras de celulosa (8-25 %) entrecruzadas con
xiloglucanos (25-50 %). La tercera parte estructuralmente independiente de la pared celular
primaria consiste en proteinas estructurales (10 %) muy ricas en hidroxiprolina. Finalmente, la
pared celular secundaria, mucho mas delgada que la primaria y adyacente a la membrana
plasmatica, estd compuesta principalmente de microfibras de celulosa (40-80 %), que contiene

también hemicelulosas (10-40 %), pectinas y algo de lignina (5-25 %). %

La celulosa estd compuesta por largas cadenas lineales de D-glucopiranosa enlazadas
mediante enlaces B-(1->4) que se asocian entre ellas mediante interacciones de tipo puente de
hidrégeno formando unas microfibras de celulosa que se hallan entrecruzadas por
hemicelulosas, en el caso de la uva basicamente xiloglucanos (que representan alrededor del 2
% de las paredes celulares en células de pulpa y pieles de uva). Los xiloglucanos ** consisten en
cadenas de B-(1->4) D-glucopiranosa, en donde hasta el 75% de residuos de glucosa pueden
contener ramificaciones de xilopiranosa en posicién 6. Se cree que los xiloglucanos
interaccionan con las microfibras de celulosa mediante interacciones por puentes de
hidrégeno, mientras que se pueden hallar enlazadas covalentemente a algunos de los
polisacaridos pécticos.”” En las pieles de la baya de uva, la red celulosa-xiloglucano puede
representar entre el 30 y el 40 % de la pared celular. Las pectinas pueden representar hasta el
20 % de la pared celular de la piel de uva, y hay casi el doble en la pared celular de las células

25,26

del mesocarpio que en las del epicarpio. Los

polisacaridos pécticos consisten bdasicamente en tres

OH OH
\E o e
wld N 74 NS familias: los homogalacturonanos (que corresponden
0, 0,

o fo ™ Sf=o practicamente al 80 % de las pectinas), los

o i
o\:o o\:c rhamnogalacturonanos de tipo | (alrededor del 15 % de las
Newd Seed 2 .~ pectinas) y los rhamnogalacturonanos de tipo Il (del orden
%:ﬁ\ %ooﬁ\ del 5 % del contenido total de las pectinas). Los
" ,,m%" . ,,\CO/CQO homogalacturonanos (HG) consisten en cadenas de acido

Figura 9. Estructura de dos cadenas de HG D-galacturdnico enlazados mediante uniones del tipo a-

entrecruzadas mediante puentes de

1->4), en los que la mayoria de grupos carboxilo se
Calcio. llustracion extraida de 23 ( 2 ) a v grup

hallan esterificados con metanol (pueden llegar hasta el
75 % de residuos metilados) o bien en forma de anidn carboxilato que, a través de cationes

divalentes como el calcio, permiten el entrecruzamiento de distintas cadenas de HG (Figura 9).
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Los rhamnogalaturonanos de tipo | (RG-I), consisten en una cadena formada por la
repeticion de un disacdrido de acido D-galacturénico y L-rhamnosa, de tipo [>4-a-GalpA-
(1->2)-a-Rhap-(1->] que se incrustan en las cadenas de HG. Entre el 20 y el 80 % de los
residuos rhamnogalacturdnicos estdn ramificados con cadenas que, en el caso de la uva,
contienen bdsicamente L-arabinosa y D-galactosa, fragmentos conocidos como arabinanos y
arabinogalactanos (que pueden llegar a representar el 25 % de las paredes celulares de la
pulpa y el 7 % de las paredes celulares de la piel), siendo los arabinogalactanos de tipo Il los
mayoritarios en la uva y pudiendo estar unidos a proteinas. Los rhamnogalacturonanos de tipo
Il (RG-II), cuya estructura se muestra en la Figura 10 corresponden a una cadena formada por
al menos ocho pirandsidos de acido D-galacturdnico, unidos mediante enlaces a-(1->4). Esta
cadena se halla ramificada con dos disacaridos distintos anclados en el carbono 3 del acido
galacturdnico (cadenas laterales Cy D), y con otros dos oligosacéridos que se anclan al carbono
2 del acido galacturdnico (cadenas laterales A y B) a través de un residuo de apiosa. A su vez, y
mediante el diol cis de los residuos de apiosa, se pueden entrecruzar dos moléculas de RG-Il a
través de un dtomo de boro, formando los llamados dimeros de RG-II, que se pueden observar

en la representacién esquemadtica de la Figura 10.

cadena lateral
B pares 2o ariap /
2 1O
A a(Galp r(Rha;J—sbm\}ap oﬁ b
2 i /
+2 cadena‘fateral

BGlepA 2-0-Me-uFucp —»pGalp
4

2-0-Me-oXylp 2 aFucp aAcefA
4 3 C D
fGalpA-Ly fRhap «2 aGalpA pRhap aRhap pAraf
k] 3 5 5
pApif PApif [Kdo pDha
2 2 3 3

—» aGalA-Sp-aGalA—» aGal A—tr 0Gal A-L e aGal A~ gGal A-Lw 0Gal A—tp-aGal A p 0Gal A b 0Gal A9 0Gal Ay gGalA—p

Figura 10. Diagrama de la estructura del fragmento péctico RG-Il. Los nimeros indican la posicion del enlace
de los residuos y sus abreviaturas corresponden a: aGalpA (a-D-galacturopirandsido); BGalp (B-D-

galactopirandsido); aFucp  (a-L-fucopirandsido);  PBAraf  (B-L-arabinofurandsido); aArap  (a-L-
arabinopirandsido);  BApif (B-D-apiofurandsido); BGlcpA  (B-D-glucuropirandsido); aRhap  (a-L-
rhamnogalacturondsido), BRhap  (B-L-rhamnogalacturondsido), 2-O-Me-aFucp  (2-O-metil-a-L-

fucopirandsido), 2-0O-Me-aXilp (2-O-metil-a-D-xilopirandsido), aAcefA (acido a-L-acérico), Kdo (acido 2-ceto-
3-deoxi-D-mano-otulosdnico), Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosdnico). llustracidon extraida de 23. En la
parte superior derecha de la figura se puede observar una representacion de la unién entre dos moléculas
de RG-Il mediante un dtomo de boro. llustracién extraida de 204

Las células de la piel tienen una concentracidn de azucares reductores muy baja, una
cantidad importante de 4cidos (salificados debido a la ingente cantidad de cationes presentes)
donde predominan el acido citrico y acido tartdrico esterificado con dcidos fendlicos
(mayormente p-cumarico y cafeico).'® El contenido de las células de la piel siempre tiene un pH
mas alto que las células de la pulpa, debido a la mayor cantidad de potasio presente en ellas.

La piel se caracteriza especialmente por contener cantidades significativas de metabolitos
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secundarios con una gran importancia enoldgica, tales como sustancias aromaticas vy
compuestos fendlicos que se van acumulando a lo largo de la madurez. El contenido fendlico
de la piel de uva se encuentra entre los 500 y los 3500 mg de fenoles por Kg de piel, aunque
estos datos hay que tomarlos con cautela, ya que dependen severamente de los métodos de
extraccién y andlisis utilizados. En las células de la epidermis y en la primera capa
subepidérmica de variedades blancas y tintas, podemos encontrar acidos benzoicos y
cindamicos, flavonoles, estilbenos (especialmente en el caso de uvas con infecciones fungicas) y
taninos. En variedades tintas, ademas, se pueden encontrar antocianos localizados
esencialmente en las células de la hipodermis. Todos estos fenoles se pueden encontrar
enlazados a los polisacaridos de la pared celular, confinados en las vacuolas celulares e,

incluso, asociados o muy préximos al nucleo celular.'”?"2°

PuLpA.

La pulpa, que podriamos decir que abarca el

% mesocarpio y el endocarpio (puesto que no existe

frontera alguna entre ambas regiones y, por lo

v -~ ~
~ / 4 R tanto, son indistinguibles), esta formada por entre
{ 25 y 30 capas de grandes células poligonales con
. A 2
' ‘é A l\ una pared celular muy delgada (en la Figura 11 se
Ll

. IB puede observar las células de la parte central del

Figura 11. Comparacién entre las células de la mesocarpio (A) en comparacion con las células de

pulpa (A) y las células de la piel (B), en donde se
puede observar que las células de la piel tienen las

paredes celulares mucf‘o mas gruesas (tefiidas de |35 células de la pulpa pueden llegar a ser 75 veces
color violeta). Fotografias extraidas de 55

la piel (B)). En una baya en época de recoleccion,

mas grandes que las células de la hipodermis. En
ese mismo momento, las paredes celulares de las células de la hipodermis son cerca de 20
veces mas gruesas que las paredes celulares de las células de la pulpa. De hecho, la uva se
caracteriza por su baja concentracidén de sustancias pécticas al llegar a la madurez (las pectinas
representan sélo entre el 0.02 % y el 0.6 % del peso fresco de la baya) en comparacién con

10,2
otros frutos.'**

La pulpa es la parte de la baya mds importante en peso ya que puede representar entre
el 75 % y el 85 % del peso total de la uva. Una gran parte del volumen de las células de la pulpa
es ocupado por grandes vacuolas que contienen el mosto: un liquido turbio, de base acuosa,
ligeramente coloreado, con una elevadisima densidad debida a la enorme cantidad de solutos

gue contiene. Los principales constituyentes del mosto son azlcares; esencialmente glucosa y
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fructosa (siendo esta ultima ligeramente predominante en el momento de la vendimia, con
una ratio glucosa/fructosa alrededor de 0.9), aunque también se han identificado otros
azucares como arabinosa, xilosa, rhamnosa, maltosa y rafinosa entre otros. La concentracion
de azlcares reductores en uva madura oscilaria entre los 150 y los 260 g/L. La acidez del mosto
(parametro importantisimo desde el punto de vista enoldgico) esta determinada bdsicamente
por tres acidos: el tartarico, el malico y el citrico, aunque también se pueden encontrar otros
acidos propios de los ciclos de la glicélisis y del acido shiquimico (tales como piravico, a-
cetoglutarico, fumarico, shiquimico, etc.) a niveles de trazas. La acidez de un mosto puede
oscilar entre los 4 y los 15 g/L expresados en acido tartarico, y su pH es encuentra
normalmente entre 2.8 y 3.5. Ademas, la pulpa es muy rica en cationes, entre los cuales
destaca el potasio (entre 0.8 y 2 g/L), muchisimo mas abundante que el calcio, el magnesio y el
sodio (el resto de cationes principales del mosto, que pueden representar algunas decenas o
centenares de mg/L). Ademas el mosto contiene sustancias nitrogenadas (del orden de 40 a
220 mM de nitrégeno, ya sea en forma organica o amoniacal), entre las cuales destaca la
fraccion de aminoacidos (de 2 a 13 mM en equivalentes de leucina), en donde la prolina, la
arginina, la treonina y el dcido glutdmico representan cerca del 90 % de la concentracion total
de aminoacidos (las uvas con mayor acidez suelen ser las mas ricas en aminodcidos). Dentro de
la fraccién de sustancias nitrogenadas, cabe afiadir las proteinas solubles, que en el mosto
pueden encontrarse en concentraciones entre 1.5 y 100 mg/L. A pesar de que la mayoria de
los metabolitos secundarios (tales como compuestos fenélicos y compuestos aromaticos) se
encuentran en la piel de la uva, en la pulpa también se acumulan algunos compuestos volatiles
tales como alcoholes, aldehidos y ésteres, que participan del aroma de la uva. En la mayoria de
variedades viniferas la composicion fendlica de la pulpa se basa fundamentalmente en acidos

hidroxicindmicos, gran parte de los cuales se hallan esterificados con &cido tartérico.™

Todos estos compuestos contenidos en la pulpa comentados en el parrafo anterior no se
encuentran distribuidos uniformemente por la pulpa de la baya, sino que se observan
gradientes radiales y axiales (estos ultimos considerando el eje del pedunculo).®® Esta
heterogeneidad en la composicion de la pulpa tiene sus repercusiones en uva de vinificacion,
puesto que es un factor a tener en cuenta a la hora del prensado de la uva, especialmente en

el caso de la vinificacién en blanco.

SEMILLAS.

Las semillas, que como se ha comentado anteriormente corresponden al desarrollo de

los évulos florales fecundados, constituyen el elemento encargado de perpetuar el individuo
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por via sexual. Anatdmicamente las semillas comprenden tres
tejidos principales: la envoltura externa o tegumento, el
albumen y el embridn, tal y como se muestra en la Figura 12. En
la envoltura externa se pueden diferenciar cinco zonas, que se

pueden observar en la Figura 13: una cuticula, una epidermis y

tres envolturas conocidas como tegumentos; el tegumento

Figura 12. llustraciéon de una €xterno (compuesto por largas células parenquimaticas), el
semilla de uva, mostrando el
tegumento (A), el albimen (B) y
el embrién  (C). llustracién
extraida de 31

tegumento medio (compuesto por un par de capas de células) y
el tegumento interno (con alrededor de tres capas de células).
Esta envoltura externa, lignificada y rica en taninos, rodea el
albumen: un tejido blando formado por células uniformes poligonales que contienen una gran
cantidad de aceite (esencialmente acidos oleico y linoleico, que pueden llegar a representar
entre un 13 % y un 20 % del peso de la semilla) y otros elementos nutritivos que van a
alimentar a la pequefia planta en el comienzo de su desarrollo a partir del embrién que,
situado en la parte central hacia el pico de la pepita, es el encargado de dar origen a tejidos de

tallo y raiz después de la germinacion.'®*!

Las semillas representan entre un 0
% y un 6 % del peso de la baya. Los
componentes mds importantes de las

semillas son el agua (25-45 %), compuestos

de naturaleza glucidica (34-46 %), aceite

(13-20 %), sustancias nitrogenadas (4-7 %),

minerales (2-4 %) y taninos (4-6 %). Estos

ultimos, de naturaleza fendlica, tienen una
importancia cabal en la elaboracién del
vino tinto; las semillas resultan una fuente
de compuestos fendlicos ya que pueden
llegar a contener entre el 20 % y el 55 % del

total de compuestos fendlicos de la baya,

dependiendo su concentracién y su

Figura 13. Fotografia de una seccidn transversal de semilla
de uva. ARRIBA: seccién transversal en donde se muestran COMposicion de la varieda
la cuticula (Cu), la epidermis (Ep), el tegumento externo
(OI), el tegumento medio (Ml) y el tegumento interno (I1).
AsaJo: fotografia de una seccidn transversal de semilla en
la que se ha realizado una tincion con DMACA, que tifie los

polifenoles de color azul. Imagenes extraidas de 35 epidermis, el tegumento externo y la capa

d.3*3*  Estos

taninos, tal y como se puede observar en la

Figura 13, se encuentran basicamente en la
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interior del tegumento interno.*>*®

1.2.2. Compuestos fendlicos de la uva.

Hasta el momento se ha hablado ya de los compuestos fendlicos de la uva, y de su
ubicacién en las distintas partes de la baya. Dichos compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios de la vid, cuya biosintesis parece estar relacionada con necesidades especificas
como la proteccion frente a la radiacion ultravioleta o a los ataques fungicos. En este apartado
se revisaran las principales familias de compuestos fendlicos de la uva, sus estructuras y la

nomenclatura que se utilizard en adelante para referirse a ellos en este documento.

Antes de entrar en las distintas familias,

cabe considerar algunas generalidades acerca de OH
los compuestos fendlicos de la uva, también
llamados fenoles o polifenoles. La caracteristica (A)

comun de los compuestos fendlicos es, como su
nombre indica, el hecho que poseen como
minimo un grupo fenol (estructura A de la Figura
14), o sea todos ellos contienen como minimo un
anillo bencénico unido, como minimo, a un C

(B)

grupo hidroxilo. Si consideramos la clasificacidn

de los compuestos fendlicos desde el punto de Figura 18, Estructura tipica de un grupo fenol

vista de su estructura, se puede hacer una (A) y esqueleto caracteristico de la familia de

los flavonoides (B).
primera distincion entre flavonoides y no
flavonoides. Los compuestos flavonoides se caracterizan por tener en comdn un esqueleto
como el que se muestra en la Figura 14 (B): que consistente en dos anillos aromaticos unidos
mediante un heterociclo de tipo pirano, conformando un sistema C6-C3-C6. De los
compuestos mencionados con anterioridad en el texto corresponden a la familia de los

flavonoides: los flavonoles, los antocianos y los taninos, mientras los acidos fendlicos

(benzoicos y cindmicos) y los estilbenos corresponden a los no flavonoides.

Una vez comentadas estas generalidades, vamos a considerar los distintos compuestos

fendlicos solubles de la uva por orden de abundancia.
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TANINOS.

En la seccidén anterior se ha mencionado la presencia de taninos en las pieles y en las

semillas de la uva. El término tanino, que procedente de su homdlogo francés tanin, se usaba

tradicionalmente para aquellas sustancias capaces de curtir las pieles para convertirlas en

H (OH)

(Flavan-3-ol), AN OH

\
HO\ o] A on

~on ) N

OH = fo)
HO- ~# ZoH

N “OH (G)

OH

(Flavan-3-ol),

Figura 15. Clasificacion de los taninos en funcién de su
(2) Elagitaninos. (3)
complejos. (4) Taninos condensados. (G): posiciones que pueden
estar esterificadas con dacido gdlico u otros sustituyentes.

estructura. (1) Galotaninos.

Extraido de 37.

Taninos

cuero. Si basamos la clasificacion de

los taninos en funcion de sus

caracteristicas estructurales, es

posible distinguir cuatro familias

principales que se muestran en la

Figura 15. Los galotaninos son
aquellos taninos en los cuales
unidades de acido gdlico estan

enlazadas a unidades de polioles o
triterpenoides. Los elagitaninos son
taninos en los cuales al menos dos
unidades de 4cido galico estdn
enlazadas mediante una unién C-C.
Los llamados taninos complejos son

taninos en los que unidades de

flavan-3-ol estan enlazadas a galotaninos o elagitaninos mediante un enlace glicosidico.

Finalmente, los taninos condensados consisten en cadenas en donde unidades de flavan-3-ol

se enlazan mediante uniones C-C entre el C-4 de una unidad y el C-6 o el C-8 de la unidad

siguiente.” Los taninos procedentes de las pieles y las semillas de uva son taninos del tipo

taninos condensados, o sea que se trata de polimeros y oligdmeros de flavan-3-oles. Puesto

que, tal y como hemos visto, el término tanino resulta muy genérico, de ahora en adelante se

utilizard el término proantocianidinas para describir estos compuestos.

En la Figura 16 se muestra un tetrdmero hipotético constituido por las subunidades

mayoritarias que componen las proantocianidinas de la uva: catequina (C), epicatequina (EC),

epigalocatequina (EGC) y galato de epicatequina (ECg). En dicho tetramero las unidades de

flavan-3-ol se hallan unidas mediante enlaces interflavdnicos C-4->C-8. Si nos fijamos en el

anillo B de las unidades monoméricas de dicha proantocianidina, se puede observar que C, EC

y ECg poseen dos grupos hidroxilo, mientras que la EGC contiene tres. Esta diferenciacion

estructural que, como se vera mas adelante tiene su importancia en enologia, permite hacer

una sub-clasificacién de las proantocianidinas: Las proantocianidinas formadas por unidades
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dihidroxiladas en el anillo B (C, EC y ECg) se llamaran en adelante procianidinas, mientras que
las proantocianidinas formadas por unidades trihidroxiladas en el anillo B (EGC) se llamaran
prodelfinidinas. Finalmente, en el mismo OH

\\Q (EC)

tetramero hipotético de la Figura 16, se puede OH

observar que una de las subunidades (ECg) se
halla esterificada con una molécula de 4acido
galico, donde el enlace éster se forma entre el
oxigeno del C-4 de la EC y el grupo acido del
acido galico. Esta galoilacion serd, como se vera
mas adelante, un pardmetro importante en la

composicion de las proantocianidinas de la uva,

OH

y en las propiedades organolépticas del vino. Se

Figura 16. Tetrdmero construido con los cuatro
mondmeros caracteristicos de las proantocianidinas de

pueden encontrar entre 1000 y 6000 mg de

proantocianidina por cada Kg de semillas, y '2uve.
entre 100 y 500 mg/Kg en el caso de las pieles.*®
ANTOCIANOS.
El término antociano, que R
etimoldgicamente deriva de los vocablos O OH
2]
griegos anthos (flor) y kyanos (azul), se utiliza HO SN Ry
para designar a una familia de pigmentos P
0
CH,0R3
ampliamente distribuida en la naturaleza, que OH \%
. OH
absorben la luz visible y son los responsables de HO  OH
Antocianidina-3-
muchos de los colores que se pueden observar ";ﬂ::;,:;a Ry R,
en tejidos vegetales, desde el rojo hasta el azul. Cianidina OH H
. Delfinidina OH OH
Los antocianos son, por lo tanto, los
Peonidina OCH; H
responsables del color de los hollejos de uva Petunidina OCH, OH
tinta, y del vino que con ella se elabora. Cuando Malvidina OCH, OCH,

se encuentran en forma de aglicona se habla de

o] [e] OH
o]
antocianidinas, mientras que si se hallan M >_\\_©70H >_\\—©70H

glicosiladas se las denomina como antocianinas.  Rj: acetil p-cumaroil cafeoil

Si nos centramos en los antocianos de Vitis — —
Figura 17. Estructura general de las antocianinas y
vinifera, hablaremos de cinco antocianidinas-3- Principales antocianinas de la baya de uva.

O-glucésidos, que se muestran en la Figura 17
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(aunque en otras especies del género Vitis, se pueden encontrar diglucésidos en posiciones 3y

5), siendo la malvidina-3-O-glucdsido la antocianina mayoritaria. Ademas, la glucosa puede

estar acilada en su posicién 6 con 4acido acético, acido p-cumadrico y acido cafeico. Una

molécula de antocianidina posee diferentes centros reactivos, tanto nucledéfilos como

electrdfilos,® que, a lo largo de la vida del vino, contribuirdn a la evolucién de estas moléculas

y, por consiguiente, a la evolucién del color del vino tinto.*>*

En las pieles de uva tinta, la

concentracion global de antocianos se encuentra en el rango entre 500 y 3000 mg/Kg,

dependiendo de la variedad.*

AciDOS HIDROXICINAMICOS.

Los acidos hidroxicindmicos son los compuestos 0
fendlicos no flavonoides mayoritarios de la uva. Este X
hecho se debe, tal y como se ha comentado
anteriormente, a que estos compuestos, ademds de HO
encontrarse en la piel de la uva se encuentran también R1

Acido
hidroxicinamico

en la pulpa (la parte que mads contribuye en el peso de

L. p-cumdrico H
la baya). Las estructuras de algunos de los principales
cafeico OH

acidos hidroxicinamicos de la uva se muestran en la
Figura 18 . Su forma natural es la forma trans (E),
aunque se pueden encontrar, en mucha menor
proporcién, algunos isdémeros cis (2).”* Ademas, estos
acidos hidroxicinamicos se suelen hallar esterificados
con 4cido tartarico; por ese motivo en la literatura se
pueden encontrar referencias a estos compuestos bajo

el nombre de hidroxicinamatos. De hecho, los acidos

hidroxicindmicos mas abundantes en la uva (que se

ferdlico

cutdrico

caftarico

OH

Figura 18. Estructura general de los &cidos

hidroxicinamicos
hidroxicinamicos de la uva.

Y

principales

acidos

hallan en concentraciones superiores en las pieles que en la pulpa) son los ésteres tartaricos

del acido p-cumidrico (acido cutarico) y del acido cafeico (4cido caftarico), que se hallan en las

pieles en concentraciones del orden de 20-150 mg/Kg de uva.*

FLAVAN-3-OLES MONOMERICOS.

A pesar de ser mucho menos abundantes que sus polimeros y oligdmeros, también

podemos encontrar flavan-3-oles monoméricos en la uva, especialmente en las semillas.** Los

principales flavan-3-oles monoméricos de la uva son la (+)-catequina (C), la (-)-epicatequina
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(EC), y el galato de (-)-epicatequina (ECg), cuyas estructuras se han mostrado al describir las

proantocianidinas.

FLAVONOLES.
R4 Los flavonoles corresponden también
OH una de las familias de flavonoides de la baya de
uva. Estos compuestos, de un ligero color
HO 0] P ’ 8
Ro .

| amarillo, parecen estar estrechamente
OR3 relacionados con la proteccion de la uva frente
OH O a la radiacion ultravioleta. Dicha relacion se
Flavonol R, R, deduce de su espectro de absorcién (con una
Kaempferol H H absorbancia aguda en las longitudes de onda
Quercetina OH H propias de las radiaciones ultravioletas de tipos

Miricetina OH OH .y
Ay B (UV-A e UV-B), y también del hecho que a

Isorhamnetina OCH,4 H . . ..
mayor iluminacién de la uva, mayor es la
Laricitrina OH OCH,4
Siringetina oCH, oCH, cantidad de flavonoles que en ella se
45,46 .
concentran.”™" En la Figura 19, se muestra el
Figura 19. Estructura general de los flavonoles vy 8 ’

principales flavonoles de la baya de uva. esqueleto caracteristico de los flavonoles y los

principales flavonoles de la uva. Los flavonoles sélo existen en la uva como glicésidos (cuando
el sustituyente R; es un carbohidrato), ya sea por unién con monosacaridos (en forma de
glucésidos, galacturdsidos o glucurdnidos) o por unién con disacaridos, originando moléculas
mas complejas como por ejemplo la rutina (quercetina-3-O-rhamnosilglucdsido). Las
concentraciones de flavonoles en la uva se hallan en el rango de 10 a 300 mg/Kg, dependiendo

de la variedad.*

ESTILBENOS.

Los estilbenos, compuestos no flavonoides cuya estructura se muestra en la Figura 20, a
pesar de encontrase en la uva en concentraciones muchisimo mas bajas que el resto de
compuestos fendlicos tratados en este apartado, han resultado ser un foco de atencidn en la
investigacion enoldgica de los Ultimos afios debido a los posibles beneficios que ejercen sobre

47-49

la salud humana. Esta familia de compuestos, que como se ha indicado con anterioridad se

halla en la piel de la uva, parece estar relacionada con la respuesta a ataques fungicos
(mayoritariamente de Botrytis cinerea) y otras fuentes de estrés como la exposicion a niveles

50

elevados de radiacion ultravioleta.”™ Los principales estilbenos de la uva son el trans-
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resveratrol (que se puede encontrar en concentraciones que rondan los 20 pg/g de piel fresca)

y su derivado glucosilado: el piceido.

OH
(A)
RO g
OH
(B)
RO
OH OH
Estructura Estilbeno R
A trans-resveratrol H
A trans-piceido Gluc
B cis-resveratrol H
B cis-piceido Gluc

Figura 20. Estructura de los principales estilbenos
de la baya de uva.

1.3. ELPROCESO DE DESARROLLO Y MADURACION DE LA UVA.

Una vez descrito el ciclo anual de la vid, la morfologia y composicién de la baya, y los
principales compuestos fendlicos que esta contiene, se va a proceder a la evaluacion de la
evolucidn de los compuestos de la uva a lo largo de la madurez, puesto que de dicha evoluciéon
dependerdn en gran parte la composicién y la calidad de la uva en el momento de la cosechay,
por consiguiente, la calidad del vino que con ella se elabore. Para ello se continuaran
distinguiendo tres zonas en la uva: la piel, la pulpa y las semillas. Aunque resulta obvio que se
producen una cantidad ingente de cambios en el fruto desde el cuajado hasta la madurez, en
esta seccion se van a describir los cambios mas relevantes en la composicidn quimica de la uva,
empezando por la pulpa debido a su mayor contribucién en el peso de la baya. De la evolucién
de los componentes de la pulpa surgird, como se verd mas adelante el concepto de madurez
tecnoldgica. Una vez descritos los cambios en la pulpa de la uva, se abordara el efecto de la

madurez en los componentes y la composicidon quimica de las pieles y, finalmente el efecto del
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mismo proceso en la composicion quimica de las semillas de uva. De la evolucién de los
componentes de pieles y semillas surgird, como veremos mas adelante, el concepto de

madurez fendlica.

El proceso de maduracién, es un proceso complejo que no tiene porque desarrollarse
siempre del mismo modo, puesto que alcanzar una correcta madurez depende de muchos

factores. Dichos factores se van a discutir también al final de este apartado.

1.3.1. Evolucion de los componentes de la pulpa durante el

desarrollo de la baya.

Los principales componentes quimicos de la

pulpa de la uva madura en orden de concentracion Envero

. ™ Azlcar
corresponden, tal y como se ha explicado en la 1

seccion 1.2.1, a los azucares, seguidos por los

acidos organicos y por las sustancias minerales Acidos

Concentracion ——

(especialmente el catidon potasio (K*)). A pesar de

que, como se ha descrito, hay muchos otros

Tiempo —

compuestos en la pulpa de la uva, esta seccidn se

Figura 21. Evoluciéon de los azlcares y los
centrard en la evolucion de estas tres familias de acidos organicos de la uva durante su
desarrollo y madurez.
compuestos, puesto que son las que se hallan en
mayor contenido y que, tradicionalmente, se han utilizado para evaluar el nivel de madurez de
la uva. En la Figura 21, se puede observar la evolucién de la concentracion de azlcares y acidos
organicos a lo largo del proceso de desarrollo de la baya descrito en la seccién 1.1.2. Cuando el
cociente entre la concentracion de azucares y la acidez alcanza su valor maximo, se considera
que se ha alcanzado la madurez industrial, también conocida como madurez de la pulpa. Esta
madurez industrial de la uva determinara el grado alcohdlico, la acidez total y el pH del vino

que se elaborara con ella: tres parametros importantisimos y bdasicos que pueden tener una

gran influencia sobre las caracteristicas organolépticas, la calidad y la evolucién de dicho vino.

AZzZUCARES.

Sin duda el proceso mas espectacular y significativo que se da en la baya durante su
desarrollo desde el envero hasta llegar a la madurez completa es la acumulacion de azucares

en el interior del fruto, especificamente en las vacuolas celulares de la pulpa de la uva. Esos
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azlcares que acabaran endulzando la uva proceden de los dérganos fotosintéticos;
especialmente de las hojas (por ser estas los drganos fotosintéticos mas productivos vy
eficientes), pero cabe recordar que todos los érganos verdes (incluyendo el fruto hasta llegar

al envero) son capaces de realizar la fotosintesis.

Las hojas contienen distintos tipos de carbohidratos que elabora gracias a la fotosintesis,
entre los que destacan especialmente la glucosa, fructosa, la sacarosa y el almidén. El almiddn
es una forma de reserva estable y no sufre prdcticamente alteraciones durante el periodo
vegetativo. La glucosa y la fructosa se utilizan en primer lugar para satisfacer las necesidades
de las propias hojas vy, los azucares que sobran se distribuyen al resto de érganos en forma de
sacarosa (la forma principal bajo la cual se realiza la migracion de azucares entre los diferentes
organos de la planta a través del floema). Los drganos receptores de los carbohidratos que
sintetizan las hojas pueden ser yemas, pdmpanos, tronco, raices y bayas. El orden de prioridad
es distinto segun la fase del ciclo vegetativo en el que se encuentre la planta. En la fase de
CRECIMIENTO del ciclo vegetativo, el érgano prioritario son las extremidades de los pampanos.
Desde la floracidn, y gracias a sus elevadas concentraciones de hormonas de crecimiento, las
inflorescencias empiezan a ejercer una fuerte demanda de nutrientes, que se mantiene hasta
la completa madurez (o hasta el momento de la vendimia). Una vez realizada la cosecha,
durante el AGOSTAMIENTO, los érganos lefiosos (raices, tronco, brazos y sarmientos) son los que

gozan de prioridad como receptores de los aztcares procedentes de las hojas.>

Durante el periodo de crecimiento herbaceo de la baya (fase 1), el fruto recibe sacarosa
procedente de las hojas adultas que realizan la fotosintesis, y mediante un complejo sistema
de invertasas de membrana la sacarosa penetra en las células vegetales en forma de glucosa y
fructosa. A pesar de ello, el incremento de la concentracidn de azucares en las bayas es
discreto, hecho que se debe a que los azlcares importados diariamente son parcialmente
metabolizados para el desarrollo del fruto y, especialmente para el crecimiento y maduracién
de las semillas. Durante esta fase de crecimiento herbaceo, la intensidad respiratoria
incrementa proporcionalmente a la multiplicacion celular, y la respiracion se produce
principalmente en la pulpa (donde se utilizan los azlcares y los acidos organicos como sustrato
de la respiracién) y especialmente en las semillas (dénde ademas se pueden utilizar acidos
grasos que contienen como sustrato de la respiracion). Durante la fase | de crecimiento
herbaceo, la concentracién de azlucares va aumentando progresivamente pero de una manera
discreta, ya que no excede los 20 g de azucares reductores por cada Kg de peso fresco de uva.

Mas del 85 % de estos azlcares reductores corresponde a glucosa (probablemente debido al
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uso de la fructosa como sustrato para la biosintesis celular, aunque también se ha postulado la
existencia de epimerasas que transforman la fructosa en glucosa), al inicio del crecimiento
herbaceo la relacidn glucosa / fructosa (G/F) se situa alrededor de 5, y decrece hasta 2 en el

envero.”

Durante el envero se producen cambios profundos en el metabolismo de la baya, y a
partir de este fendmeno, con el inicio de la fase de MADURACION, comienza una acumulacién
masiva de glucosa y fructosa en las vacuolas de las células de la pulpa. Una compleja y
frenética actividad enzimatica se mantiene activa a lo largo del proceso de maduracion
pudiendo llegar a acumular hasta 2.5 mmol de azlcar por hora y por baya, disminuyendo
progresivamente la velocidad de acumulaciéon a medida que avanza el periodo de maduracion,
al mismo ritmo al que se reduce la tasa respiratoria, que en esta fase Ill se desplaza hacia la
piel de la uva. Unos veinte dias después del envero, el contenido de hexosas en la baya se sitUa
cerca de 1 M, con una relacidén G/F cercana a la unidad, y una vez alcanzada la madurez la
pulpa puede contener de 150 a 250 g/L de hexosas, con una relacién G/F entre 0.9 y 1. En el
grano de uva maduro, ademds, pequefias cantidades de acido mdlico pueden utilizarse para
biosintetizar glucosa (como se discutirda mas adelante), lo que también puede contribuir a un

incremento discreto de aztcar en la pulpa de la baya de uva.*™

Resumiendo, se puede afirmar que la acumulacién de azlcares en la pulpa de la baya se
debe al balance positivo que resulta entre las hexosas importadas (azlcares procedentes de la
fotosintesis y azlcares procedentes de las sustancias de reserva acumuladas en la planta) y
producidas (la glucosa procedente de la degradacion del acido malico) y las hexosas
consumidas (catabolizadas durante la respiraciéon del racimo, o utilizadas por este para
biosintetizar otros compuestos), considerando también el efecto de dilucion debido a la

acumulacién de aguay el incremento del volumen de la baya.

AcIiDOS ORGANICOS.

Desde el cuajado hasta la madurez, la uva contiene la mayoria de los 4cidos involucrados
en las principales rutas metabdlicas de los seres vivos: la via del acido shiquimico, la glicdlisis,
el ciclo de Krebbs... aunque la mayoria de ellos se encuentran en cantidades muy bajas,
practicamente insignificantes, excepto el acido citrico, que puede llegar a encontrarse en
concentraciones de 500 mg/L en el momento de la vendimia. La acidez total de la uva viene
definida basicamente por las concentraciones de acido tartarico y acido mdlico, que

representan alrededor del 90 % de los acidos de la uva, y cuyas estructuras quimicas se
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muestran en la Figura 22. A pesar de la similitud de sus O OH

estructuras moleculares, estos acidos se forman en las bayas HO OH
, - iy 1
por vias muy distintas, y su evolucion a lo largo del proceso de @

OH

madurez difiere también significativamente, tal y como se

detalla a continuacion. )
HO

La uva es el Unico fruto cultivado de origen europeo OH
que acumula cantidades significativas de acido tartdrico, O OH

concretamente el enantiomero L-(+)-tartarico, molécula que 0 OH

o) O

se genera como producto secundario del metabolismo de los 3)

azucares, formandose principalmente en los granos de uva. HO OH
OH

Figura 22. Principales acidos organicos

de la uva. (1) Acido L-(+)-tartarico. (2)

Acido L-(-)-malico. (3) Acido citrico.

Durante el periodo de CRECIMIENTO HERBACEO (fase I), cuando
la multiplicacién celular es muy intensa, se acumulan
rapidamente en la baya grandes cantidades de acido
tartarico, pudiendo llegar a los 20 g/L. Después del envero la concentracidn de acido tartarico
disminuye ligeramente, y se mantiene mas o menos constante (entre 10 y 3.5 g/L) durante el
periodo de maduracién (fase lll), a pesar del aumento del volumen del fruto por la
acumulacién de agua. La cantidad de 4acido tartdrico en la uva suele mantener una
proporcionalidad directa con la humedad, mientras parece mantener una proporcionalidad

inversa con la temperatura.1°’3°

El 4cido malico de la uva consiste basicamente en el enantiomero L-(-)-malico. Durante
el periodo de crecimiento herbaceo (fase 1), el 4cido malico se acumula en las vacuolas de las
células del mesocarpio de la baya (pudiendo llegar a concentraciones superiores a 15 mg/g de
peso fresco de baya) como producto secundario del catabolismo de los azlcares, aunque
también se ha descrito una ruta de formacién del dcido malico en la baya por B-carboxilacidn
del acido piruvico. A partir del envero, la concentracion de dcido malico empieza a descender;
dicho descenso se debe por un lado a su utilizacién como sustrato para la respiracién celular,
asi como a su utilizacion para biosintetizar glucosa mediante la gluconeogénesis (aunque la
cantidad de madlico transformado en glucosa no excede el 5 % del malico acumulado en Ila
baya, lo que vendria a representar menos de 10 g/L de glucosa biosintetizada por esta via). La
concentracion de acido malico en el momento de la vendimia se sitla entre 2 y 3 mg/g de peso

fresco de pulpa (lo que vendria a representar entre 1y 5 g/L de mosto). %3

Ambos acidos, que como se ha comentado determinan la acidez total y el pH del mosto,

juegan también un interesante rol como reguladores idnicos, pues de algin modo, la
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importacion de cationes y el consumo de protones durante el desarrollo de la baya inducen o
favorecen la produccion de estos acidos a partir de los azlcares. A modo de resumen se puede
afirmar que la sintesis de estos acidos durante las primeras etapas del desarrollo del fruto
conduce a una gran acumulacién de estos en las vacuolas celulares. A partir del envero la
acidez empieza a disminuir (a pesar de que su biosintesis no se detiene) a causa de la
combustién del mdlico durante la respiracion, aunque la disminucién de la acidez total del
mosto durante la maduracién también se debe a la salificacion o neutralizacién de los acidos
por parte de los cationes importados a las bayas y el fendmeno de diluciéon debido al

incremento de volumen de las mismas por acumulacidn de agua.

SUSTANCIAS MINERALES.

Las sustancias minerales, que se hallan en la vid en forma de sales minerales (aniones y
cationes), proceden del suelo y son traslocadas principalmente a través del xilema. En funcion
de su concentracidon, se clasifican habitualmente en tres tipos: macroelementos,
oligoelementos y elementos traza. Los macroelementos acumulados, corresponden a los que
tienen una funcién plastica en la fisiologia vegetal, entre los que destacan nitrégeno, fésforo,
azufre, potasio, cloro, sodio calcio y magnesio. En cambio, los oligoelementos se caracterizan
por una actividad catalizadora de reacciones, y entre ellos se pueden contar el hierro, el cobre,
el zinc, el manganeso, el niquel, el cobalto, el boro y el aluminio. Cerca del momento de la
vendimia, los macroelementos se pueden encontrar en concentraciones que varian entre 20 y
400 g/Kg de peso fresco, (dependiendo de la cantidad de potasio del suelo, de las condiciones
metereoldgicas, del portainjerto y de la variedad entre otros factores) siendo el catién potasio
el elemento mds importante, pudiendo llegar a representar hasta el 50 % de las sustancias
minerales totales. Esa gran abundancia del potasio le confiere una importancia cabal en la
calidad de la uva y del mosto, ya que la proporcidn de acidos y cationes que contiene el mosto
determina su pH, vy, al ser el acido tartarico y el potasio el acido y el catién mayoritarios de

este, el pH depende fundamentalmente de la relaciéon entre ambos compuestos.

Debido a la gran importancia del potasio frente al resto de elementos minerales, vamos
a centrarnos en dicho elemento mayoritario. El contenido de potasio en el citoplasma de las
células es entre 5y 10 veces superior que el contenido del mismo en las vacuolas celulares:
este hecho tiene su importancia en la distribucién del potasio dentro de la baya. Puesto que en
la madurez de la uva, las células del hollejo son mds pequefias y tienen una mayor cantidad de
citoplasma que las células de la pulpa, en las que las vacuolas ocupan practicamente la

totalidad del volumen de las células, el contenido de potasio es mayor en la piel que en la
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pulpa: a pesar de ello, vamos a considerar la evolucidn del potasio a lo largo del proceso de
maduracién de la uva en esta seccidn, dedicada a la evolucién de los componentes de la pulpa,
por dos motivos: en primer lugar por ser uno de los componentes mas abundantes de la pulpa
y en segundo lugar per estar este catiéon intimamente relacionado con la madurez industrial,

debido a la gran influencia que el potasio ejerce sobre la acidez y el pH del mosto.

El potasio se acumula de forma continua en la baya durante su desarrollo, puesto que en
esta no se metaboliza. Dicha acumulacidn es especialmente notable a partir del periodo del
envero, pudiendo incrementarse la concentracion respecto del peso fresco, o en algunos casos
permanecer relativamente estable debido al aumento del volumen de la baya. Considerando
solamente la pulpa, cabe comentar que la mayor concentracién de potasio se encuentra en la
zona periférica de la misma junto al hollejo, asi como en la parte central (el endocarpio) junto
a las semillas, mientras que en la zona intermedia de la pulpa el contenido en potasio es

inferior.

Los macroelementos mas importantes después del potasio (que puede llegar a
encontrarse en cantidades superiores a los 2 g/L de mosto) corresponden al calcio y al
magnesio, que se encuentran en la baya en cantidades del orden de los 100 mg/L de mosto. En
el caso del magnesio, la pulpa se enriquece mas rapidamente que el hollejo a lo largo del
proceso de maduracién. En el caso del calcio, este elemento se acumula de forma importante
hasta cerca del envero; a partir de este momento, su contenido varia relativamente poco hasta
el momento de la vendimia. El calcio migra de la pulpa hacia el hollejo de manera que al
alcanzar la madurez, la mayor parte del calcio se localiza en las pieles (especialmente en las

paredes celulares, en donde ejerce una funcién estructural).

1.3.2. Evolucion de los componentes de la piel durante el

desarrollo de la baya.

En la seccién anterior se han abordado las modificaciones que sufre la pulpa de la baya
de uva a lo largo del proceso de maduracion; tal y como se ha indicado, de dicha evolucién
surge el término de la madurez tecnoldgica. Este concepto de madurez tecnoldgica, surge de la
relacidn entre los azlcares reductores y la acidez, pero no tiene en cuenta la composicidn de la
uva en metabolitos secundarios, tales como aromas y compuestos fendlicos, elementos
esenciales desde un punto de vista enoldgico. Para la elaboracion de vinos tintos de calidad, el

concepto de madurez tecnoldgica resulta insuficiente, pues los aromas y los compuestos
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fendlicos juegan un rol fundamental, y no tienen porqué alcanzar su maxima expresion en el
momento en que se llega a la madurez tecnolégica. En el momento en que la acumulacién de
metabolitos secundarios alcanza su maximo decimos que se ha alcanzado la madurez fendlica

0 madurez de la piel.

A pesar que como se ha comentado anteriormente, la piel de uva también contiene
acidos, sustancias minerales, e incluso algo de azlcares reductores, en esta seccién nos
centraremos en la evoluciéon de los compuestos de la piel que ayudan a determinar la madurez
fendlica de la uva, que condicionan su calidad y la del vino que con ella se elabora. Asi pues, en
esta seccidén se evaluaran fundamentalmente la evolucion de los componentes no volatiles de
la piel con interés enoldgico a lo largo del proceso de desarrollo y madurez del fruto, mientras
gue se obviara la evolucién de aquellas sustancias ya comentadas en la seccion de maduracion

de la pulpa.

EVOLUCION DE LAS PAREDES CELULARES.

La evolucion de las paredes celulares tiene una gran importancia desde el punto de vista
enoldgico por dos motivos fundamentales: en primer lugar por ser una de las fuentes
originaria de los polisacaridos del vino y, en segundo lugar por su implicacion en la

extractabilidad de compuestos fendlicos de la uva durante la elaboracion del vino tinto. Como

se ha comentado anteriormente, la pared
celular de las células vegetales consta (
40
basicamente de tres capas o zonas (pared
celular primaria, pared celular secundaria &5
£ 301
y ldamina media) que contienen diferentes
©
proporciones de microfibras de celulosa, =2
Y 20
hemicelulosas, pectinas y proteinas 3z \O—O\
—
estructurales. Estos elementos que & O\O\O—‘O
10
conforman la pared celular de las células Fase | Fase Il Fase Il
de la piel de wuva, sufren algunas
0 + + + + + + + } t +
modificaciones a nivel molecular a lo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

semanas
largo del proceso de desarrollo vy

Figura 23. Evolucion de la cantidad de pared celular durante
maduracién de la baya. el desarrollo de la baya de uva. Los circulos blancos
corresponden a los miligramos de pared celular seca por cada
gramo de uva fresca. Los cuadrados negros corresponden a
los miligramos de pared celular seca por baya. La flecha negra
indica el momento del envero. Grafico extraido de 54.

La sintesis de pared celular, que

evidentemente se produce en la misma
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baya, se mantiene activa a lo largo de todo el proceso de desarrollo de esta, aunque
(especialmente en la pulpa) la multiplicacion y la elongacion celular, no estd acompafnado de
un crecimiento proporcional de sus paredes, por lo que estas consecuentemente se debilitan.
Por este motivo, la cantidad de pared celular por baya aumenta durante el proceso de
desarrollo y maduracién de la uva, mientras se observa una disminucidn de las mismas si se
realiza un seguimiento de la cantidad de pared celular por cada gramo de peso fresco de

tejido, tal y como se puede observar en la Figura 23.>*

Durante la fase herbacea del desarrollo de la baya, las paredes celulares contienen una
gran proporcidn de celulosas y hemicelulosas, pero al llegar al periodo de envero, se activa la
sintesis de pectinas, que aseguran la cohesidon entre las fibras de celulosa y acabaran siendo los
componentes mayoritarios de la pared celular. Durante la etapa de maduracién de la uva, no
se detectan cambios importantes en el contenido de celulosas y hemicelulosas; en cambio, las
pectinas sufren modificaciones significativas a nivel molecular debido a la accidn de ciertas
enzimas.” La actividad enzimatica mas temprana en lo que se refiere a la modificacion de las
pectinas es debida a la accion de pectina metil esterasas, que actian sobre los
homogalacturonanos (HG) y cuya actividad se mantiene hasta el momento de la vendimia.>**®
Esta actividad provoca la ruptura de los enlaces éster de los HG, liberando metanol al medio y
dejando libres los grupos carboxilato, provocando que las cadenas de HG sean accesibles para
otras enzimas vy, a la vez, permitiendo el aumento del entrecruzamiento de cadenas mediante
puentes de calcio. El grado de metilacidn de los HG puede reducirse entre un 5y un 20 % a lo
largo del proceso de maduracion. A medida que se van desmetilando las cadenas de HG, estas
se vuelven un sustrato accesible para otras enzimas tales como poligalacturonasas y pectina
liasas, que provocan una despolimerizacion de dichas pectinas, liberando mondmeros y
oligdmeros de acido galacturdnico, que pasaran a engrosar la fraccién soluble de las paredes

56,57

celulares. Esta despolimerizacion de las pectinas va acompaiada de un incremento en la

cantidad de proteinas estructurales en la misma pared celular.*®

Ademas de la despolimerizacion de los HG, durante la maduracién también se observan
modificaciones en las zonas que contienen RG-I, debido a la acciéon de B-galactosidasas, que
actuan sobre las cadenas laterales de los RG-I formadas por galactanos y arabinogalactanos,
provocando una continua disminucién de la cantidad total de residuos D-galactopiranosa en la
pared celular desde el envero hasta la madurez.® Los RG-Il, en cambio, debido a su

complejidad estructural y a su composicion en azlcares extrafios, son resistentes a la actividad

36



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LA MADUREZ DE LA UVA Y DE CIERTAS PRACTICAS VITIVINICOLAS SOBRE EL COLOR, LOS COMPUESTOS FENOLICOS
Y LOS POLISACARIDOS DEL VINO TINTO

Mariona Gil Cortiella

Dipdsit Legal: T.183-2014 INTRODUCCION

enzimdtica y practicamente no sufren modificaciones estructurales durante el proceso de

maduracioén de la uva.

EVOLUCION DE LAS PROANTOCIANIDINAS.

Las proantocianidinas consisten, tal y como se ha explicado al describir los compuestos
fendlicos de la uva, en polimeros de flavan-3-oles. Las proantocianidinas de la piel de uva
difieren de las que se encuentran en las semillas en cuanto a su composicién monomeérica y su
grado medio de polimerizacién (mDP), conteniendo tanto procianidinas como prodelfinidinas,
un mDP mayor que el de las proantocianidinas de las semillas (pudiendo contener desde
dimeros y trimeros hasta oligdmeros con mas de 30 subunidades de flavan-3-ol) y una

proporcién menor de unidades galoiladas.®®*

Estos compuestos se pueden hallar
unidos o enredados con los polisacaridos
de las paredes celulares (generalmente

cooeH, con un mDP mas elevado y que tiende a
aumentar al final de la madurez) o bien
confinados en el interior de las vacuolas
celulares (con un mDP inferior y que se

?L coocH,  mantiene relativamente constante). En el

oo primer caso, se barajan dos hipdtesis para
_.--'C'
e, OH explicar la formacién de los complejos
HO
polisacarido-polifenol: la primera

Figura 24. Diagrama esquematico donde se muestra la hipStesis plantea la interaccion mediante

formacién de interacciones de tipo puente de hidrégeno
entre las proantocianidinas y los carbohidratos de la pared

celular. llustracion extraida de 23 hidroxilo de los compuestos fendlicos y

puentes de hidrégeno entre los grupos

los atomos de oxigeno de los polisacaridos de la pared celular (ya sean los oxigenos implicados
en el enlace glicosidico o los oxigenos de los grupos carboxilo de los HG), tal y como se indica
en la Figura 24. La segunda hipdtesis postula la formacion de cavidades hidrofdbicas
resultantes de la estructura secundaria de los polisacdridos de la pared celular en donde se
pueden encapsular polifenoles complejos mediante interacciones hidrofébicas. En el segundo
caso descrito, las proantocianidinas de los hollejos se pueden hallar dentro de las vacuolas
celulares, ya sea homogéneamente distribuidos en el interior de estas, o formando inclusiones
esféricas que pueden estar libres dentro de la vacuola o unidas a su membrana (llamada

tonoplasto), tal y como se muestra en la Figura 25. Finalmente, cabe destacar que en otros
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COMPUESTOS FENOLICOS

vegetales se han descrito recientemente compuestos fendlicos libres en el citoplasma celular e

incluso asociados o muy proximos al nucleo de la célula (lo que podria estar relacionado con la

posible habilidad de los compuestos fendlicos para atrapar radicales libres protegiendo asi el

ADN contra el estrés oxidativo). >’

La biosintesis de las
proantocianidinas esta relacionada
con el catabolismo de los azlcares, y
es muy activa durante el periodo

herbdceo de la baya (fase 1),

provocando un rdpido incremento de

su concentracién en el inicio del

Figura 25. Localizacion de los taninos en el interior de las células
de los hollejos de uva. IZQUIERDA: Polifenoles distribuidos

homogéneamente por toda la vacuola. DERECHA: polifenoles

desarrollo de la baya llegando a un distribuidos en inclusiones esféricas vacuolares.
tomadas de 27

maximo de acumulacion de estos

Fotografias

compuestos durante el envero (fase ll), a partir de este momento, durante la maduracién (fase

1), la acumulacidon de las proantocianidinas parece que se ralentiza, manteniéndose su

cantidad relativamente constante durante las ultimas etapas de la maduracién.

60,63,64
A lo

largo del proceso de maduracién, no se han descrito diferencias importantes en cuanto a la

composicion monomérica de las proantocianidinas de la uva, aunque si que se ha descrito una

evolucidén de su mDP, que aumenta desde el periodo herbaceo hasta el momento de la

vendimia.®”

EVOLUCION DE LOS ANTOCIANOS.

La biosintesis de los antocianos empieza durante el envero; de hecho las antocianinas

empiezan a acumularse en las pieles un par de semanas antes de que se pueda observar color

en las uvas (suceso indicativo que se ha alcanzado la fase Il o periodo de envero). La

concentracién de antocianinas en los hollejos se incrementa a lo largo del proceso de

maduracién, alcanzando un maximo (que suele coincidir con el punto que llamamos madurez

fenodlica) y disminuyendo levemente después, durante la etapa de sobre-maduracién.®®®’ Las

antocianinas se encuentran bdsicamente en las células de la hipodermis, y, pueden

encontrarse en solucién dentro de las vacuolas celulares o bien unidas a las proteinas de la

membrana vacuolar o tonoplasto, formando las llamadas inclusiones vacuolares, donde parece

ser que hay una mayor proporcién de antocianinas aciladas (acetiladas y p-cumariladas) que

de antocianinas no aciladas.”
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EVOLUCION DE LOS HIDROXICINAMATOS.

Tal y como se ha descrito al presentar las distintas familias de compuestos fendlicos de
la uva, los acidos hidroxicinamicos se encuentran tanto en las pieles como en la pulpa de las
bayas; hecho que los convierte en los compuestos fendlicos mas abundantes en mostos y en
vinos blancos. La cantidad de acidos hidroxicindmicos por baya incrementa durante el periodo
herbidceo de la baya (fase I) alcanzando su maximo justo antes del envero, decreciendo
posteriormente y manteniéndose relativamente constante durante las ultimas etapas de la
maduracién.®® Esta desapariciéon de &cidos hidroxicindmicos en las bayas durante la madurez
puede estar reflejando un catabolismo de dichos compuestos, o bien su utilizacion como
sustrato para la biosintesis de otros compuestos fendlicos, o, posiblemente, ambos procesos a

4
la vez.”

EVOLUCION DE LOS FLAVAN-3-OLES MONOMERICOS.

Los mondmeros de flavan-3-ol siguen un patrén comparable al de otros compuestos
fendlicos durante el desarrollo y la madurez de la uva: incrementando bruscamente durante
las primeras etapas de desarrollo de la uva (fase | o periodo herbaceo), llegando a un maximo
de acumulacién durante el envero y decreciendo posteriormente durante la madurez.®° La
disminuciéon de flavan-3-oles durante el periodo de maduracidn parece estar relacionada con
la incorporacion de dichos compuestos a las proantocianidinas, lo que resulta en el aumento

del mDP de las proantocianidinas descrito previamente.

EVOLUCION DE LOS FLAVONOLES.

El patron de acumulacién de los flavonoles en los hollejos de baya de uva es comparable
al de las antocianinas, incrementando rapidamente a partir del envero y ralentizandose
posteriormente su acumulacidn hasta alcanzar su maximo un par de semanas antes de la
vendimia, pudiendo decrecer ligeramente durante las ultimas etapas de la madurez, al igual
que ocurre en el caso de los antocianos.® A pesar de este patrén general, se ha observado una
estrecha relacion entre la concentracidén de antocianos en la uva y el nivel de insolacién de la
misma, aumentando significativamente la concentracidn de los flavonoles en uvas con mayor

. s 70,71
exposicion solar. o
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1.3.3. Evolucion de los componentes de las semillas durante

el desarrollo de la baya.

Al igual que sucede en el caso de las pieles de la uva, la evolucién de los componentes
de las semillas tiene importancia desde un punto de vista enoldgico ya que estos contribuyen
significativamente en la composicion fendlica de los vinos y, por lo tanto, también estdn
involucrados en la llamada madurez fendlica de la uva. Los compuestos fendlicos solubles
mayoritarios de las semillas de uva son proantocianidinas y, en menor proporcion, flavan-3-
oles monoméricos. Tal y como se ha apuntado al describir la evolucién de las
proantocianidinas en los hollejos de uva, la composicion de las proantocianidinas de las
semillas difiere de las de las pieles: mientras las pieles contienen procianidinas vy
prodelfinidinas, las semillas solo contienen procianidinas con un bajo mDP y con un elevado

porcentaje de subunidades galoiladas.®®

En general, tanto las procianidinas como los flavan-3- ‘ ’ " '
7 . . g = 3 4
oles monoméricos de las semillas se concentran durante el i
periodo herbdceo de la baya (fase I) alcanzando un mdaximo # ‘* f
'Y &

justo después del envero (fase Il), para posteriormente . A—

decrecer considerablemente durante la maduracién de la baya Figura 26. Evolucion del color de las
semillas a lo largo del proceso de

(fase 111).2*7*”* La diminucién de procianidinas y flavan-3-oles evolucién de la baya.

de las semillas va acompafiada de un cambio de color de las

semillas, que pasan de una coloracion verdosa a color marrén lefioso tal y como se muestra en

la Figura 26. Se cree que ambos fendmenos estan relacionados, ya que se ha postulado que el

cambio de coloracién de las semillas se debe a fenémenos de lignificacion de las semillas® o de

oxidacion®*’? de las procianidinas durante la maduracién, aunque todavia no se han descrito

las estructuras quimicas resultantes de esa presunta oxidacion.” Ademas de estos fenémenos

de oxidacion, la disminucién de procianidinas en las semillas también se ha relacionado con la

formacidon de interacciones covalentes entre estas y la matriz insoluble de las semillas, hecho

que los convierte en compuestos no extraibles durante el proceso de vinificacion.®

1.3.4. Factores que influyen en el proceso de maduracion de

la uva.

Una vez consideradas las generalidades de los procesos de maduracion de la baya de

uva, se abordaran los factores que ejercen influencia sobre el proceso de maduracion de la
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uva. Dejando a un lado los factores accidentales (tales como heladas, granizadas, infecciones

fungicas, etc.), destacan los llamados factores permanentes y los factores variables.

FACTORES PERMANENTES.

Se consideran como factores permanentes todos aquellos que quedan fijados en el
momento de la plantacidn de la vid; tales como el clima y el microclima de la parcela, el tipo de
suelo, la variedad y el portainjerto de vid, el sistema de conduccién, la orientacién y la
densidad de plantacidn. De algin modo la influencia de todos estos factores permanentes es
lo que define el término de origen francés terroir, considerando el terroir como la tipicidad de

un vino elaborado en una zona viticola concreta.

El clima es el resultado de las condiciones atmosféricas generales anuales donde se
asienta el vifiedo (considerando la latitud, la altitud respecto el nivel del mar, la distancia a
grandes masas de agua, etc.), mientras que el microclima afecta a las condiciones particulares
o locales que rodean el vifiedo (destacando entre ellas la orografia como de mayor
singularidad). En general, se puede afirmar que en climas calidos, la vid produce vendimias

ricas en azlcares y pobres en acidez, sucediendo lo contrario en climas frios.””®

Otro factor con gran incidencia sobre la madurez reside en el suelo viticola. Una de las
principales consecuencias del tipo de suelo es la habilidad de éste para retener el agua; en
general, los suelos que ofrecen un débil poder de retencién de la humedad suelen producir un
adelanto de la maduracidn. Por otro lado, los suelos con una gran capacidad de retencién de
agua, en general retrasan la maduracién de la uva, generando cosechas abundantes, con
elevadas concentraciones de 4cidos y sustancias nitrogenadas, pero con una baja
concentracién de azucares. Ademas de la cantidad de agua disponible para la cepa, el suelo
también condiciona la cantidad de sales y nutrientes accesibles para la cepa. Si bien las
carencias de nutrientes tienen efectos negativos sobre la produccion de uva para su
vinificacion, provocando una reduccién de la cosecha, un retraso del envero, bayas de tamao
pequefio y poca calidad, si el suelo es muy fértil y contiene un exceso de nutrientes, se
producen cosechas muy abundantes pero con una baja calidad del fruto. En general, suelos
muy fértiles y con una buena retencidn de agua provocan un exceso de vigor en las cepas, lo
qgue va en detrimento de la calidad del fruto. Adn asi, la cantidad de nutrientes asimilables

tiene que ser suficiente para evitar la aparicion de carencias que pueden debilitar a la cepa.”

Como se desprende de lo comentado con anterioridad, los factores permanentes y la

adaptacion de la cepa ejercen una gran influencia en el vigor de la planta y éste, estd
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77,78

intimamente relacionado con el rendimiento y la calidad de la cosecha. De algin modo, es

necesario equilibrar la produccion del vifiedo con el potencial del medio viticola (condicionado
por el suelo, el clima y el microclima). Por este motivo y a lo largo de la historia vitivinicola se
han desarrollado diferentes operaciones viticolas con el fin de conseguir un adecuado

equilibrio entre la superficie foliar y los racimos de uva que se alimentan de ella, ya que si esta

79,80

correlacion es insuficiente la vendimia no madurard como es debido. Para mantener este

equilibrio, el viticultor utiliza la poda de invierno y las operaciones en verde como operaciones

81,82

de control de la vegetacion, mientras diferentes modalidades de aclareo de frutos se han

desarrollado como herramientas de control de la produccién.'>*%

FACTORES VARIABLES.

Se consideran como factores variables aquellos que, ejerciendo una enorme influencia
sobre el proceso de maduracién, sufren variaciones de un afio a otro, tales como la
temperatura, la radiaciéon y la humedad. De algin modo, la influencia de estos factores
variables son los que definen el término de la afiada, considerando la aflada como la tipicidad

y la calidad de un vino elaborado durante una campafa concreta.

En general estd aceptado que temperaturas elevadas provocan una mayor acumulacion
de azlcares y una disminucion de la acidez, mientras que temperaturas bajas producen el
efecto contrario. Si la temperatura es demasiado baja (inferior a los 10 °C) el desarrollo del
racimo es muy dificil, ya que se ralentizan la sintesis de compuestos fendlicos y las migraciones
de los compuestos formados en los dérganos fotosintéticos hacia la baya. Asi pues, las
temperaturas demasiado altas o demasiado bajas, perjudican el correcto desarrollo de la uva 'y
su maduracidén, aunque se ha observado que una alternancia de temperaturas altas durante el

475 El nivel de

dia y bajas durante la noche favorece la acumulacion de taninos y antocianos.
radiacién o iluminacidon que precisa un vifiedo esta en funcién directa de su superficie foliar
equilibrada con su produccion. En general, se considera como aceptada la hipdtesis de que a
mayores niveles de radiacion se observan una mayor concentracidon de flavonoides en la

UV3.45'70

Durante el periodo herbaceo de la baya y hasta llegada la etapa de maduracidn del
fruto, la planta debe disponer de suficiente agua para asegurar un desarrollo normal de los
racimos. El exceso de humedad durante el periodo de maduracién de la baya (fase Ill) retrasa
la maduracién, formando en los racimos una menor cantidad de azlcares y compuestos
fendlicos y una mayor acidez, ademas de provocar un aumento excesivo del volumen de la
baya, pudiendo llegar incluso a abrirse los granos de uva con los consiguientes problemas por

aparicion de infecciones fungicas.”>®®
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EL IMPACTO DEL CAMBIO CLIMATICO.

En la seccidn anterior, se han comentado los factores variables que afectan al proceso
de maduracién de la uva, siendo estos factores de tipo meteorolédgico, que oscilan alrededor
de un valor medio que viene determinado por factores permanentes como el clima y el
microclima. Esta distincién entre factores permanentes y factores variables, aunque
ampliamente utilizada en el sector viticola, puede resultar inadecuada si tenemos en
consideracion que desde la apariciéon de la vid sobre la tierra, el clima no ha parado de
cambiar: histéricamente la temperatura media de la tierra no ha sido siempre la misma,
oscilando notablemente durante las Ultimas glaciaciones, asi como también en ligeras
variaciones en los ultimos siglos y afios. En la actualidad estd aceptado que la actividad
industrial desde el siglo XIX, con la generacion de diéxido de carbono como principal
responsable del efecto invernadero en la atmdsfera, contribuye a la elevacién progresiva de la

8788 que el Panel Intergubernamental por el Cambio Climdtico

temperatura media del planeta,
(IPCC) ha cuantificado en un aumento de 0.6 + 0.2 °C durante el siglo XX. Este incremento, se
espera que se acentle durante las préximas décadas, esperandose un aumento medio de la
temperatura del planeta de 2 °C a 6 °C a finales del siglo XXI, con un incremento mas acusado
en el hemisferio norte que en el hemisferio sur debido a la mayor presencia de masas de agua
en éste ultimo. Ademas del efecto invernadero, también durante las Ultimas décadas se ha
producido un aumento de la radiacién solar, especialmente en la zona ultravioleta del espectro
electromagnético, debido en parte al maltrecho estado de la capa de ozono, siendo los
clorofluorocarburos (CFCs) los principales responsables de su degradacion. Ademas, aunque se
prevé un aumento de las precipitaciones medias a escala mundial, estas precipitaciones

disminuiran en muchas zonas subtropicales, y se concentrardn en periodos cortos de tiempo

en forma de lluvias torrenciales, espaciadas por periodos de intensa sequia.

Todos estos fendmenos, relacionados con el conocido cambio climdtico, tienen un
impacto directo en los factores variables que afectan a la madurez de la uva detallados en el
apartado anterior. Resulta una obviedad, pues, que el cambio climatico ejercera una influencia
en el proceso de maduracion de la uva (y en consecuencia sobre la calidad del vino) que no se
debe menospreciar.?’ Dejando de un lado el desplazamiento de los cultivos hacia latitudes mas
septentrionales y hacia mayores altitudes, las zonas viticolas mas meridionales con tradicion
vitivinicola, deberdn adaptar la viticultura y la enologia a las nuevas condiciones de elevadas
temperaturas, excesos de insolacion y falta de agua durante una buena parte del periodo
vegetativo de la vid.”® De hecho, en Espafia, hoy en dia ya se estan notando los efectos del

cambio climdtico en la vitivinicultura, con madureces precoces y la obtenciéon de vinos con

43



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LA MADUREZ DE LA UVA Y DE CIERTAS PRACTICAS VITIVINICOLAS SOBRE EL COLOR, LOS COMPUESTOS FENOLICOS
Y LOS POLISACARIDOS DEL VINO TINTO

Mariona Gil Cortiella

Dipdsit Legd NTRODEETION

contenidos de alcohol mas elevados y niveles de acidez mas bajos, lo que ha obligado al sector
a dotarse de técnicas de desalcoholizacién de los vinos asi como equipos para la correccion a la
baja de su pH.””> Este hecho queda contrastado al considerar las resoluciones aprobadas los
ultimos afios por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) que regulan la
desalcoholizacién parcial (Resolucion OIV-ECO 433-2012 y Resolucién OIV-OENO 394B-2012) o
total de vinos (Resolucién OIV-ECO 432-2012 y resolucion OIV-OENO 394A-2012), asi como las
resoluciones que regulan la acidificacién mediante electrodidlisis o intercambio catidnico de

los mostos (Resolucidn OIV/Oeno 360/2010) o de los vinos (Resolucién OIV/Oeno 361/2010).

1.4. LA VINIFICACION EN TINTO.

El proceso de vinificacion consiste en una serie de operaciones que permiten la
transformacién de la uva en vino. Dicha transformacidn se debe fundamentalmente a la acciéon
de las levaduras, microorganismos que mediante la fermentacién alcohdlica metabolizan los
azucares presentes en el mosto liberando alcohol etilico en su lugar: cambiando el solvente
acuoso del mosto por una mezcla hidroalcohdlica en el vino, hecho que afectard la solubilidad
de sus componentes y las propiedades organolépticas del vino. En el caso del vino tinto, y
debido a que la mayoria de compuestos de interés enoldgico se hallan en las pieles y las
semillas de la uva, la fermentacion alcohdlica se realiza en presencia de las partes sdlidas de la
baya, de modo que se produce una maceracion que permitird la solubilizacién de los

compuestos de pieles y semillas hacia el vino.

1.4.1. El proceso de vinificacion en tinto.

Una vez cosechada la uva y transportada hasta la bodega, ésta generalmente se
DESPALILLA para eliminar el raspdn, ya que los raspones contienen una gran cantidad de agua y
potasio, mientras que contiene bajos niveles de azlcares y acidos, lo que comporta una
disminucién del grado alcohdélico del vino y su acidez, a la vez que provoca un aumento de su
pH. Ademds, los raspones contienen compuestos que pueden aportar notas vegetales y
herbdaceas desagradables al vino. La uva despalillada se ESTRUJA para favorecer la solubilizacién
de los compuestos de interés enolégico desde las partes sélidas hacia el liquido,®* ayudando
ademads a obtener un fluido mds homogéneo que puede ser bombeado con facilidad y que
permite la dosificacién mas eficaz de la levadura y el sulfuroso. El hecho de pisar la uva
favorece la fermentacion alcohdlica (gracias a la aireacion del mosto la fermentacion

alcohdlica sucede con mas celeridad, provocando un mayor incremento de la temperatura) e
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impide la presencia de azucares residuales en el vino de prensado, facilita la maceracion y
acentua la solubilizacién de antocianos y proantocianidinas. Una vez pisada la uva, esta se
bombea hacia el tanque de fermentacion en donde se produciran simultdneamente la
maceracion y la fermentacién alcohdlica. Esta simultaneidad de ambos fendmenos nos
permite distinguir tres etapas que corresponden a: la MACERACION PREFERMENTATIVA, la

MACERACION FERMENTATIVA Y |a MACERACION POSTFERMENTATIVA.”"%2

La MACERACION PREFERMENTATIVA transcurre entre el llenado de la cuba y el inicio de la
fermentacién alcohdlica. Su duracidn, por lo general bastante corta (puede ir desde unas horas
hasta algunos dias), dependerd de la fase de latencia de las levaduras, y esta condicionada,
entre otros factores, por la temperatura del medio y por la dosis afiadida de sulfuroso. Al no
haberse iniciado la fermentacion alcohdlica, esta maceracidn prefermentativa se realiza en un

medio acuoso y a temperaturas moderadas.

La  MACERACION FERMENTATIVA corresponde al periodo en que se desarrolla la
fermentacién alcohdlica. En esta etapa, en que la levadura realiza la fermentacion alcohdlica
se pasa de un medio acuoso muy rico en azlcares y con una elevada densidad a un medio
hidroalcohdélico mucho menos denso, al mismo tiempo que se incrementa significativamente la
temperatura debido al calor que liberan las levaduras en fermentacion. Durante la
fermentacién alcohdlica, la levadura excreta cantidades ingentes de didxido de carbono al
medio, que empuja las partes sélidas del tanque de fermentacidn hacia la parte superior del
mismo, formando el llamado sombrero donde se acumulan los hollejos que contienen la
mayor parte de las sustancias de interés enoldgico a extraer. La duracién de esta fase (que
suele hallarse entre los 3 y los 10 dias) depende de multiples factores, como la concentracion
inicial de azucares, la cepa de levadura, los nutrientes presentes en el medio, el nivel de

aireacion y la temperatura.

La MACERACION POSTFERMENTATIVA comprende el periodo que transcurre entre el final de
la fermentacién alcohdlica y el descube. Su duracidn (que puede ir desde algunos dias hasta
varias semanas) depende fundamentalmente de la decisién del endlogo. Al haberse finalizado
la fermentacidon alcohdlica, esta maceracidn postfermentativa se realiza en un medio

hidroalcohdlico.

Una vez, por decision del endlogo se procede al descubado del tanque de fermentacion,
el contenido de dicho tanque se lleva a la prensa, en donde se extraera el vino que queda

retenido en las partes sdlidas que, una vez prensadas, se pueden desechar. El vino obtenido,
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ya estd listo para ser estabilizado y, en funcién de su vocacién, ser embotellado y consumido

como vino joven o bien entrar en un proceso de crianza.

1.4.2. Extraccion de los compuestos fendlicos durante la

maceracion.

A pesar de que la extracciéon de compuestos fendlicos de la uva al vino tinto durante la
maceracion depende de la madurez de la uva y de muchos otros factores y practicas en
, bodega que se analizardn mas
adelante, en general, se acepta que la
cinética de extraccién del los
antocianos, las proantocianidinas y los

polisacaridos durante las tres etapas

Concentracion

descritas de la maceracion es la que se

muestra en la Figura 27, en donde

MpF AF PAM_ Tiempo también se puede observar la

evolucion de la intensidad colorante o

Figura 27. Extraccion de los distintos componentes de la uva cantidad de color del vino. Este

hacia el vino durante la maceracién. MpF: Maceracion pre-
fermentativa, AF: Maceracién fermentativa. PfM: Maceracién

post-fermentativa. Cl: Intensidad colorante. A: Antocianos. T:  fendlicos durante la maceracidn es un
Proantocianidinas. P: Polisacaridos. Extraido de 91

proceso de extraccion de compuestos

fendomeno complejo que requiere un
analisis mas detallado que el que se muestra en la Figura 27. A continuacion se detalla la
extraccién y enriquecimiento del vino en cada una de las familias de compuestos fendlicos

descritos en la uva.

EXTRACCION DE PROANTOCIANIDINAS.

El contenido de proantocianidinas de la uva es mucho mas elevado que su contenido en
el vino, ya que durante la vinificacién ni si quiera se llega a extraer la mitad de las

2% aunque el rendimiento de extraccion puede ser muy

proantocianidinas de la uva,
variable.” En el caso de las pieles, se extraen entre un 30 % y un 50 % de las proantocianidinas
durante el proceso de vinificacion.”®"** Las proantocianidinas de las pieles tienen una cinética
de extraccion distinta a las de las semillas, ya que se empiezan a solubilizar durante la
maceracion prefermentativa, si bien su extraccién se prolonga y acentia mas alld de esta

etapa, ya que aunque las proantocianidinas que se hallan en las vacuolas celulares se extraen
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rapidamente, las proantocianidinas ligadas a la pared celular parecen presentar una extraccion
mucho mas lenta.”* El incremento de la solubilizacién posterior parece deberse, en parte a la
aparicién del etanol y el incremento de temperatura que provoca la fermentacién alcohdlica
favorecen la extraccidn de proantocianidinas durante las etapas de maceracién fermentativa y
postfermentativa. Esta cinética de extraccion de las proantocianidinas de las pieles se puede
corroborar viendo que el porcentaje de prodelfinidinas y el mDP son mas elevados durante los
primeros dias de maceracion, reduciéndose ambos pardmetros con el avance de la
maceracién, cuando se empiezan a liberar las procianidinas de las semillas,®* que no se
solubilizan hasta que el nivel de alcohol es suficiente para disolver la cuticula de las semillas

facilitando la liberacién de las procianidinas de las semillas al medio,**°®

gue se extiende en el
tiempo hasta el descube del vino y cuyo rendimiento de extraccion es aun inferior al de las

pieles.”

EXTRACCION DE LOS ANTOCIANOS.

En general se acepta que el comportamiento de extraccion de los antocianos
(responsables en gran medida del color del vino tinto) indica que estos se extraen
relativamente rdpido (ya que pueden ser extraidos sin presencia de etanol en el medio),
iniciandose su extraccion durante la etapa de maceracién prefermentativa, prolongandose y
alcanzando su nivel maximo durante la etapa de maceracién fermentativa y decreciendo
ligeramente después,”** debido a fenémenos de oxidacidn, polimerizacién y adsorcién en la

97,98 4 -
A

superficie del tanque de fermentacién y sobre las paredes celulares de las levaduras. uan

asi, los perfiles de antocianos de la uva y del vino difieren bastante entre si,”*'® cuya causa es
que la difusion de las moléculas de antocianos desde las pieles al vino parece estar
influenciada por su estructura y, en particular, por el nimero de grupos hidroxilo o metoxilo
en el anillo B de la molécula: Los antocianos dioxigenados (cianidina y peonidina) parecen
difundirse mds rdpido en el vino que los trioxilados (delfinidina, petunidina y malvidina),
aunque estos Ultimos, a pesar de extraerse con mas dificultad, también son menos

9101 pe| mismo modo, parece que la acilacion de la

susceptibles a reacciones de oxidacion.
glucosa también influye en la eficacia de la extraccidn, siendo los derivados p-cumarilados los
que difunden mas lentamente desde la piel hacia el vino, en comparacién con los

2999101 Fotas diferencias de extractabilidad de los

monoglucdsidos o los derivados acetilados.
antocianos en funcién de su estructura parecen estar relacionadas con la habilidad de los

antocianos para interaccionar con las paredes celulares de la piel de uva,'® lo que podria
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también explicar las diferencias de extractabilidad en funcion de la variedad de uva y de las

s e . 1
caracteristicas de su piel.'®

EXTRACCION DE LOS ACIDOS HIDROXICINAMICOS.

Tal y como se ha comentado en la descripcion de los compuestos fendlicos de la uva, los
acidos hidroxicinamicos se hallan tanto en la pulpa como en los hollejos de la uva. Este hecho
tiene sus implicaciones desde el punto de vista de su extraccion. Los acidos hidroxicindmicos
de la pulpa se liberan al mosto en el momento de pisar la uva. Durante los primeros dias de
maceracion, se van solubilizando gradualmente los acidos hidroxicindmicos presentes en las

pieles, estabilizdndose posteriormente su contenido hasta el descube.'®

EXTRACCION DE FLAVAN-3-OLES MONOMERICOS.

Los flavan-3-oles mondmeros tienen una cinética de extraccion parecida a la de sus
polimeros, ya que al igual que estos se encuentran tanto en las pieles como en las semillas.
Aunque la extraccidn de flavan-3-oles se debe inicialmente a la extraccidn de las pieles,
posteriormente y a medida que incrementa el grado alohdlico, se produce la extraccion de los
flavan-3-oles de las semillas, que representan la fuente mayoritaria de flavan-3-oles

;. . 96 . ., ., . .
monoméricos del vino.”™ La combinacién de la extraccidn de pieles y semillas, produce que se
observe un incremento gradual y paulatino del contenido de flavan-3-oles desde la maceracion

prefermentativa hasta el descube.'®

EXTRACCION DE LOS FLAVONOLES.

En la uva los flavonoles se encuentran glicosilados con distintos carbohidratos.'® Su
disolucién durante el proceso de maceracion se inicia de forma temprana en la fase de
maceracion prefermentativa, extendiéndose su liberaciéon durante la etapa de maceracién

fermentativa.'®

Al liberarse los glicosidos de flavonoles al medio, el enlace glicosidico se
hidroliza (el grado de hidrdlisis parece que depende tanto de la estructura del flavonol como
del azucar que lo glicosila) liberando las correspondientes agliconas de flavonol, mas sensibles
a la degradacién y que pueden precipitar debido a su baja solubilidad, pudiendo provocar una
disminucién de los flavonoles durante la etapa de maceraciéon postfermentativa vy

envejecimiento del vino.'”
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1.4.3. Factores que influyen en la extraccion de compuestos

fendlicos.

Dada la suma importancia de los compuestos fendlicos en las propiedades
organolépticas del vino tinto, la extraccidon de estos compuestos durante la vinificacion y los
principales factores que influencian la eficacia de dicha extraccion, son un fendémeno de gran
interés. Durante afios se han desarrollado técnicas enoldgicas para aumentar la extraccion de
estos compuestos durante la vinificacion. En esta seccion se abordaran los principales factores
gue ejercen una influencia sobre la eficacia de la extraccidn, asi como las principales practicas
enoldgicas utilizadas para mejorarla. Antes de entrar en materia, pero, hay que considerar que
las pieles, ademas de contener compuestos fendlicos contienen mucho potasio y que, al
aumentar la extraccién de compuestos de las pieles, también se estda aumentando el nivel de

potasio del vino, pudiendo este aumentar el pH del vino y disminuir su acidez.

NIVEL DE MADUREZ DE LA UVA.

El nivel de madurez de la uva es un factor critico en la extraccion de compuestos
fendlicos desde la uva hacia el vino, ya que de esta depende la cantidad de compuestos
fendlicos de la uva. Pero la influencia del nivel de madurez de la uva en la extraccion de
polifenoles hacia el vino no consiste Unicamente en la cantidad de estas sustancias contenidas
en la uva, sino que también influye en su extractabilidad, fenédmeno especialmente estudiado

en el caso de las proantocianidinas.

Tal y como se ha detallado anteriormente al describir los compuestos fendlicos de la
uva, una parte de las proantocianidinas de la uva se hallan en las vacuolas celulares, mientras
que el resto (mas del 50%, pudiendo incluso a representar hasta el 80 % de las
proantocianidinas) se halla interaccionando con las paredes celulares de la uva o con las

17,23
La

proteinas del tonoplasto, mediante puentes de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas.
extraccion de las proantocianidinas de las vacuolas se realiza bastante rdpido, mientras que la
extraccion de las proantocianidinas asociadas a la pared celular muestra una cinética de
extraccion mucho mas lenta.”® La efectividad de la extraccion de estas ultimas dependera
pues, en parte, de la habilidad para romper las interacciones que las ligan a la pared celular y
qgue, a su vez, dependen tanto de la estructura de las proantocianidinas como de la de la

estructura de los carbohidratos que conforman la pared celular, que como se ha detallado en

secciones anteriores cambian a lo largo del proceso de maduracién de la uva.
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En lo que respecta a la estructura de las proantocianidinas, se ha observado (en el caso
de proantocianidinas y pared celular de manzana) que la magnitud de las interacciones con la
pared celular depende tanto del mDP, como de su composicion monomeérica. Al incrementar el
mDP de las proantocianidinas, por cada mondmero adicional incrementan los puntos reactivos
capaces de generar puentes de hidrégeno, permitiendo que la molécula reaccione
simultdneamente por mas de un punto con las paredes celulares. Aunque las interacciones
generadas entre las proantocianidinas y las paredes celulares son de tipo débil, para tener una
idea de la fuerza total de la interaccion hay que considerar la suma de las energias de enlace
de la molécula entera, y entonces resulta evidente que como mayor es el polimero mayor sera
la fuerza de la interaccion. A este efecto del peso molecular del polimero hay que afiadirle que
un incremento del tamafio de la proantocianidina comporta un incremento en su caracter
hidrofébico, incrementando su capacidad para establecer interacciones de tipo hidrofdbico
con las paredes celulares. En cuanto a la composicidn monomérica, a mayor cantidad de
prodelfinidinas y mayor grado de galoilaciéon suponen un incremento de las interacciones con
las paredes celulares: Tanto las prodelfinidinas como el acido galico aportan al polimero
grupos hidroxilo adicionales capaces de intervenir en la formacidn de interacciones de tipo
puente de hidrégeno. El acido galico, ademas, también comporta un incremento del caracter
hidrofdbico del polimero. En general, si la proantocianidina tiene una conformacion flexible o
abierta (hecho que depende tanto de su composicion monomérica como del enlace
interflavanico) puede orientarse y ajustarse mejor en el espacio para interaccionar mas

eficazmente con las paredes celulares.'®

Del mismo modo que la estructura de las proantocianidinas condiciona el nivel de
interaccion entre estas y las paredes celulares, la estructura de la pared celular también tiene
su influencia en la extensidon de las interacciones entre ambas familias de compuestos.
Mientras que la celulosa y las hemicelulosas tienen muy poca afinidad por los compuestos
fendlicos, las pectinas muestran una afinidad mucho mayor, al igual que sucede con las

proteinas estructurales que se insertan en la matriz péctica.'”’

Si se considera simultdaneamente los condicionantes estructurales para la formacion de
interacciones entre los compuestos fendlicos y las paredes celulares y su evolucidn a lo largo
del proceso de madurez, se puede tener una idea de cémo evoluciona la extractabilidad de los
compuestos fendlicos unidos a las paredes celulares. Por un lado, considerando la disminucion
del contenido de pectinas a lo largo del proceso de maduracidon (debido en gran parte a su

despolimerizacién), la extractabilidad de los compuestos fendlicos unidos a las paredes
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celulares deberia aumentar. Por otro lado, considerando el aumento de mDP de las
proantocianidinas y el aumento de la cantidad de proteinas estructurales de la pared celular
durante la maduracion, se deberia observar una disminucién de la extractabilidad de los
compuestos fendlicos unidos a las paredes celulares. Asi pues, hoy en dia hay argumentos para
postular un incremento o un detrimento de la extractabilidad de los compuestos fendlicos de
la uva ligados a las paredes celulares, aunque todavia no estd muy claro cudles son los

mecanismos con mayor influencia en dicha extractabilidad.

A pesar de que hace falta todavia realizar mdas ensayos para llegar a comprender la
relacidon entre la madurez y la extractabilidad de compuestos fendlicos, desde hace algunos
afios se han desarrollado productos enoldgicos basados en preparados con enzimas de tipo
pectinasa,'® que se afiaden a la pasta de vendimia en maceracién para degradar las paredes
celulares de la uva y romper las interacciones de estas con los compuestos fendlicos
liberandolos asi al mosto/vino. El uso de ENzIMAS PECTOLITICAS, ha demostrado ser util para

108,109

incrementar la cantidad y la estabilidad del color de los vinos tintos, y su contenido de

109-111

polifenoles totales. Estos preparados enzimaticos comerciales, parecen acelerar el

proceso de extraccion de los compuestos fendlicos,*® no solo procedentes de las pieles sino

112 Estos preparados

incluso, como postula algin estudio, procedentes de las semillas.
e . ey . ;. . 113
enzimdaticos, como cabe esperar, alteran la composiciéon de los polisacaridos del vino,”™ al

alterar la estructura de la pared celular de la uva.'**

TEMPERATURA.

La temperatura es un factor determinante en la eficacia de la extraccién de compuestos
fendlicos durante la maceracién. Al aumentar la temperatura de la maceracién, se incrementa
la solubilidad de los compuestos fendlicos y la permeabilidad de las células de la hipodermis,
liberando con mas facilidad los antocianos vy, especialmente, las proantocianidinas,
favoreciendo la extraccidon. Con el incremento de la temperatura durante la maceracién
también se observa un incremento del color del vino y de su estabilidad: Este fendmeno se
debe al hecho que, tal y como postula la ley de Arrhenius, al incrementar la temperatura se
acelera la cinética de las reacciones quimicas entre los antocianos y otros compuestos
presentes en el medio, incrementando y estabilizando el color del vino. Para conseguir una
buena extraccion se deben alcanzar temperaturas del orden de los 28-29 °C; si la temperatura
es mas baja la extraccion serd pobre, y si es mucho mds alta se puede extraer un exceso de

tanino, pero perder antocianos a causa de su degradacién.””'"
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Una de las técnicas enoldgicas desarrolladas para aprovechar el efecto de la
temperatura en la extraccion de compuestos fendlicos al vino es la Ilamada TERMOVINIFICACION,
gue consiste en calentar la pasta de vendimia entre 60 y 70 °C durante un breve lapso de
tiempo, realizar el prensado y enfriar el mosto antes de empezar la fermentacion alcohdlica.
Las elevadas temperaturas provocan la degradacién de las membranas y las paredes celulares,
permitiendo una mayor extraccion de compuestos fendlicos, especialmente en el caso de los
antocianos (por desarrollarse este calentamiento antes del inicio de la fermentacién alcohélica
y, por lo tanto realizarse en un medio acuoso). Ademas, el empleo de temperaturas elevadas
aportan a la técnica otras ventajas, como la desnaturalizacién de enzimas polifenoloxidasas
(que podrian comportar una pérdida de color), la eliminacién de gran parte de la microbiota
presente, facilitando la imposicién del indculo de levadura (y reduciendo el riesgo de
desviaciones microbioldgicas) que tendra disponible una mayor cantidad de nutrientes (ya que
las temperaturas elevadas también aumentan la solubilidad de los nutrientes presentes en la

uva) para realizar la fermentacién alcohdlica.””**®

TIEMPO DE MACERACION.

El tiempo de maceracidn es, sin lugar a dudas, uno de los factores con mayor impacto en
el grado de extraccion de compuestos de la uva, ya que corresponde al tiempo en el que
permanecen en contacto las partes sélidas a extraer con el medio liquido extractor. Tal y como
se ha comentado anteriormente, la extraccidon de antocianos se produce durante las primeras
fases de la maceracién, mientras que la extracciéon de proantocianidinas se extiende mas alla
en el tiempo: alargar el tiempo de maceracién, pues, no comporta habitualmente un
incremento de los antocianos, aunque si comporta un incremento de la concentracion de
proantocianidinas al vino.'*® Al incrementarse la cantidad de proantocianidinas del medio, se
favorecen las reacciones de combinacion de estas con los antocianos, aportando mayor

cantidad y estabilidad del color del vino a largo plazo.*"’

Al final, el tiempo de maceracidon dependera de la decisidn del endlogo a la hora de
descubar, y dicha decisién estara intimamente relacionada con el tipo de vino que se desee
elaborar: Si se pretende elaborar vinos jévenes las maceraciones son generalmente mds cortas
(suficientemente largas como para que el vino posea la cantidad necesaria de color y aromas
afrutados, pero lo suficientemente cortas como para no enriquecerlo demasiado en taninos
qgue pueden conferir demasiada dureza al mismo) en cambio, para elaborar vinos destinados a
la crianza, se realizan generalmente maceraciones mas largas, para obtener vinos bien

estructurados, y con una buena estabilidad del color. Hay que tener en cuenta, que alargar
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demasiado las maceraciones puede comportar una sobremaceracién que conducird a la
obtencién de vinos duros, amargos y herbdaceos, especialmente en el caso que la uva no esté lo

suficientemente madura.™®

TECNICAS PARA MEJORAR LA EXTRACCION DURANTE LA MACERACION PREFERMENTATIVA.

Durante afios se han desarrollado distintas técnicas enoldgicas para mejorar la
extraccion durante la etapa de maceracién prefermentativa. Entre estas destacan la
MACERACION PREFERMENTATIVA EN FRIO, la CONGELACION DE LA UVA O EL MOSTO, el uso de DOSIS ALTAS DE

SO, y el SANGRADO PARCIAL.

Mediante la llamada MACERACION PREFERMENTATIVA EN FRIO, se mantiene el mosto entre 10
y 15 °C durante algunos dias antes de empezar la fermentacion alcohdlica. El hecho de
mantener el mosto a bajas temperaturas impidiendo el arranque de la fermentacién, alarga la
etapa de maceracion prefermentativa, mejorando la extraccidon de antocianos (que se puede
realizar en fase acuosa) y el color del vino, aunque no estd muy claro que dicho color se
conserve a lo largo de la vida del vino. Al retrasar la fermentacién, también se retrasa la
formacion del sombrero, logrando asi una mayor superficie de contacto entre los hollejos y el
mosto. La CONGELACION DE LA UVA O EL MOSTO antes de la fermentacion, parece tener un efecto
mucho mas grande que la inmersidn en frio, ya que bajar la temperatura por debajo del punto
de congelacidn provoca la ruptura de las paredes y las membranas de las células de los hollejos
de uva, liberando facilmente los antocianos, y facilitando la futura solubilizacién de las
proantocianidinas. Esta prdactica de congelacion, se ha realizado mediante el uso de nieve
carbodnica (CO, solido) obteniendo buenos resultados, ya que este tiene la ventaja que al
congelar la uva sublima, recubriendo el mosto con diéxido de carbono gaseoso que protege el

mosto del oxigeno atmosférico y, por lo tanto, de fenémenos de oxidacién.*>*1>11>119:120

El uso de DOSIS ALTAS DE SO,, técnica conocida también como maceracién sulfitica, se
generalizd hace algunos afios en la zona de la Borgofia. El SO, ejerce un doble efecto: por un
lado y debido a su efecto antiséptico, provoca un retraso en el comienzo de la fermentacion
alcohdlica, alargando la etapa de maceracién prefermentativa (en ausencia de alcohol) con los
efectos ya comentados que este hecho comporta. Por otro lado, a concentraciones
suficientemente elevadas de sulfuroso y especialmente a bajas temperaturas, parece que el
SO, actua degradando las paredes celulares de la piel de uva, facilitando una mejor extraccion

del CO|0r 17,115,121,122
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La practica de SANGRADO PARCIAL, también conocida como DOBLE PASTA, consiste en realizar
un sangrado parcial de la cuba justo al dia siguiente de su llenado, en la mayoria de ocasiones
antes de que arranque la fermentacion alcohdlica. El mosto que se extrae puede ser utilizado
para la elaboracién de vino rosado, y en el conjunto restante se incrementa la proporcidn de
pieles y semillas respecto del volumen de mosto. Este incremento de la ratio sélidos-liquido
comporta una mejor calidad del vino final, ya que los vinos obtenidos mediante esta practica
presentan una mayor cantidad de antocianos y proantocianidinas, lo que incrementa el color
del vino y su estabilidad, ademas de la tanicidad y la capacidad del vino para la

. 92,115,120,123-125
crianza.

TECNICAS PARA MEJORAR LA EXTRACCION A PARTIR DE LA MACERACION FERMENTATIVA.

Para mejorar el proceso de extraccién de compuestos fendlicos durante la etapa de
maceracion fermentativa, cuando se forma el sombrero con las partes sélidas en la parte
superior del tanque de fermentacién, se han desarrollado técnicas como la de SOMBRERO
SUMERGIDO, el REMONTADO, y tratamientos mecdnicos del sombrero como el BAZUQUEO o el
DELESTAGE, para facilitar el contacto entre las partes sélidas y el liquido, favoreciendo la

extraccion y disolucién de compuestos fendlicos.”

La técnica del SOMBRERO SUMERGIDO consiste en instalar un entramado dentro de la tina
gue impida que la pasta suba a la superficie, de tal manera que el sombrero permanece
mayoritariamente sumergido en el mosto en fermentacién. El hecho que el sombrero esté

. .z , ags .z 126
sumergido durante toda la fermentacién deberia permitir una mayor extraccién,”” ya que el
contacto entre los hollejos y el liquido es continuo, pero puede suceder que el sombrero se
compacte demasiado debido al empuje del didxido de carbono, impidiendo una correcta

extraccion.”

Los REMONTADOS consisten en enviar el liquido (mosto/vino) mediante una bomba desde
la parte inferior del tanque hasta la parte superior, distribuyéndolo sobre el sombrero. Esta
técnica permite mejorar la extraccién de la materia colorante al poner en contacto el liquido
con los hollejos, ademas de resuspender las levaduras y airear el mosto para que estas se
puedan multiplicar sin problemas. Este procedimiento, ademas, permite homogeneizar la
temperatura y liberar el CO, que se hallaba disuelto en el liquido saturando la atmdsfera del
espacio de cabeza que cubre el sombrero una vez terminada la fermentacién alcohdlica. El
volumen de liquido a remontar y la frecuencia de los remontados tienen una gran influencia

sobre la extraccion de antocianos y de proantocianidinas. A mayor frecuencia y volumen de
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remontado mayor sera la extracciéon de compuestos fendlicos, asi como la intensidad del color
y su estabilidad.”**?” El uso de los REMONTADOS para favorecer la extraccion de los compuestos
fendlicos es una técnica habitual en bodega, hasta el punto que en el mercado existen

tanques de fermentacion con sistemas automatizados para realizar los remontados.'*®

Los tratamientos mecanicos del sombrero persiguen el objetivo de aumentar el contacto
del liquido con los sdlidos que forman el sobrero, que en ciertas ocasiones se compacta
mucho, dificultando la extraccién, que solo se realiza eficazmente en aquellas partes del
sombrero menos compactadas. El BAZuQUEO consiste en el hundimiento del sombrero para
descompactarlo, hecho que permite mejorar la extraccién del color y de los compuestos
fenolicos.”*® El DELESTAGE consiste en vaciar todo el liquido del tanque de fermentacién vy,
pasadas un par de horas, volver a enviar el liquido por arriba del tanque de fermentacion. Este
tratamiento mecanico del sombrero, permite igual que el bazuqueo descompactar el sombrero
mejorando la extraccion, pero ademds permite una aireacion del mosto favoreciendo la

multiplicacién de levaduras durante la fermentacion alcohdlica.'”

Ademas de estas practicas, cabe todavia considerar que la cepa de levadura inoculada
puede influir sobre el color final del vino tinto. El efecto mas llamativo de las levaduras en el
color es la pérdida de este, ya que las levaduras tienen la capacidad de absorber antocianos
sobre sus paredes celulares y modificar la composicién fendlica y el color del vino.%**?
Aunque esta capacidad de absorber antocianos depende de la cepa de levadura, también se ha
observado cierto efecto de la estructura del antociano en dicha absorcion, siendo los derivados
acilados (tanto acetilados como p-cumarilados) absorbidos mas fuertemente que los

monoglucdsidos no acilados, con la excepciéon de la peonidina-3-O-glucésido, que también

parece ser fuertemente absorbida, como sus derivados acilados.”®

1.4.4. Extraccion de los polisacaridos.

Los polisacaridos tienen una cinética de extraccion sumamente compleja, ya que los
procedentes de la uva se solubilizan rdpidamente pero pueden sufrir degradaciones
enzimdticas y equilibrios de precipitacién debidos al aumento de etanol en el medio. Ademas
de los polisacdridos de origen vegetal, también la levadura libera polisacaridos y glicoproteinas
al medio, de tal manera que, si bien se puede afirmar que la concentracién de polisacaridos
totales va aumentando paulatinamente a lo largo del proceso de maceracidn, este fendmeno

de enriquecimiento del vino en polisacaridos es un fendmeno mucho mas complejo de lo que
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parece y merece un andlisis mas detallado clasificando los polisacaridos en funcidon de su

origen.

POLISACARIDOS DE ORIGEN VEGETAL.

Los polisacaridos de origen vegetal proceden de las paredes celulares de la uva, que
mediante los tratamientos mecanicos y la actividad enzimatica se fragmentan y se disuelven
en el mosto/vino. De los tres dominios de naturaleza glucidica de la pared celular vegetal, las
celulosas y las hemicelulosas no son solubles y, por lo tanto, Unicamente se solubilizan
significativamente fragmentos de los Ilamados polisacaridos pécticos. El contenido de dichos
polisacaridos en el vino final depende de la cantidad inicial de polisacaridos en los distintos

tejidos de la uva, de su solubilidad y de su resistencia a la hidrdlisis enzimatica.”®

Los homogalacturonanos (HG), que corresponden a los polisacdridos pécticos mas
abundantes en la uva (pudiendo llegar a representar hasta el 80 % de las pectinas), se hallan
en cantidades muy pequefias en el vino. Al pisar la uva, parte de estos HG se solubilizan y
sufren una intensa actividad enzimatica, que en primer lugar rompe los enlaces éster liberando
metanol al medio, y posteriormente hidroliza las propias cadenas de polisacarido,
degradandolo de tal modo que al final de la fermentacion alcohdlica la cantidad que se

encuentra en el vino es practicamente negligible.”****

Los rhamnogalacturonanos de tipo | (RG-1), que corresponden aproximadamente al 15 %
de las pectinas de la pared celular de la uva, son también bastante sensibles a la hidrdlisis
enzimatica, representan tan solo entre un 2 % y un 4 % de los polisacdridos totales del vino
tinto.”® En cambio, sus ramificaciones (mayoritariamente arabinanos y arabinogalactanos), s
qgue contribuyen significativamente en la composicion polisacaridica del vino tinto. De entre
estos, los de mayor importancia en el vino son los arabinogalactanos de tipo Il, que contienen
una parte proteica en su estructura, también conocidos como arabinogalactan-proteina (AGP).
Gran parte de los AGPs se encuentran en forma soluble en las paredes celulares, de modo que
son facilmente extraibles (debido a la actividad enzimatica enddgena durante el proceso de
maduracién de la uva) durante el pisado de la uva y las primeras etapas de la maceracién.
Estos AGP se solubilizan muy temprano, alcanzando su maximo antes de que finalice la
fermentacion alcohdlica, y luego su contenido decrece durante las Ultimas etapas de la
fermentacion alcohdlica ya sea debido a su precipitacién por el incremento de etanol en el

133

medio o a su degradacidn enzimatica.””” A pesar de que estos AGP no representan mas del 25

% de los polisacaridos totales de la pulpa de uva, ni mas del 7 % de los polisacdridos totales de
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las pieles, en el vino pueden llegar a representar hasta un 40 % de los polisacaridos totales,

siendo uno de los polisacéridos mayoritarios.”****

Finalmente, los rhamnogalacturonanos de tipo Il (RG-ll), por su compleja estructura y
composicion, son muy resistentes a la hidrélisis enzimatica, manteniendo su estructura a lo
largo del tiempo. La extraccién de RG-Il es practicamente negligible durante la maceracién
prefermentativa y durante las primeras etapas de la fermentacion alcohdlica, y no es hasta
bien avanzada la fermentacién alcohdlica que incrementa su concentracién de forma
significativa, mostrando la necesidad de maceracidn para extraerlos y solubilizarlos en el vino.
Después de su solubilizacién, el contenido de RG-Il se mantiene mds o menos constante en el
vino, en donde puede llegar a representar entre el 15 % y el 20 % de los polisacédridos totales

del vino tinto.?®3%13¢

Asi pues, alrededor de la mitad de los polisacaridos del vino tienen un origen vegetal y
se solubilizan al vino durante el pisado de la uva y la maceracién fermentativa, siendo los AGP

y los RG-1l los compuestos de origen vegetal mas abundantes en el vino tinto acabado.

POLISACARIDOS DE ORIGEN MICROBIOLOGICO.

Ademas de los polisacédridos de origen vegetal, los microorganismos pueden representar
otra fuente importante de polisacaridos para el vino; ya sean hongos, levaduras o bacterias. Si
bien el aporte de polisacaridos por parte de hongos (patégenos de la vid, presentes en uva en
mal estado sanitario) y bacterias (lacticas y/o acéticas que pueden proceder del medio viticola
o del ambiente de la bodega) puede ser importante en algunos casos, esta seccion se centrard
en el aporte de polisacaridos por parte de las levaduras que realizan la fermentacion

alcohdlica.

Los polisacaridos _ Mannoproteinas (40%)

aportados por la levadura,
(8%)
analogamente a lo que sucede

con los polisacaridos de origen — £ (1.3) glucano (50%)

vegetal, proceden de sus Quitina (2%)

paredes celulares, que Glicoproteina de anclaje

W

representan hasta un 25 % del

Membrana plasmitica

peso seco de la levadura y
Figura 28. Diagrama de la pared celular de la levadura en donde se

tienen una estructura anadloga muestran sus componentes.
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a la que se muestra en el diagrama de la Figura 28. La composicion de la pared celular de la
levadura depende de la cepa utilizada, pero en general estd formada por dos capas bien
diferenciadas: una pared externa de caracter eldstico compuesta de manoproteinas y B-(1->6)-
glucanos y una pared interna de cardcter rigido formada por una red tridimensional de quitina
y B-(1>3)-glucanos.”™”*® De todos estos componentes de la pared celular de la levadura, las
macromoléculas que se solubilizan al vino y que poseen interés enoldgico son las
manoproteinas, glicoproteinas con un alto grado de glicosidacion (entre el 80 y el 90 %)
compuestas mayoritariamente por manosa ( >90 %) y algo de glucosa, que pueden representar
entre el 30 y el 50 % de la pared celular de la levadura y se hallan unidas covalentemente a la
malla de B-glucanos. Las manoproteinas liberadas al vino presentan tamafios moleculares muy
variables, desde 5 KDa hasta 800 KDa, y su carga eléctrica (que varia con el pH) al pH del vino
es negativa.”® Estas manoproteinas, en general, poseen una estructura tridimensional basada
en un nucleo proteico con dos tipos de cadenas laterales: cadenas cortas de manosa enlazadas
mediante enlaces glicosidicos del tipo a-(1->2) y a-(1->3) unidas a la parte proteica a nivel de
residuos de serina o treonina, y cadenas largas polimanosidicas con enlaces del tipo a-(1->6)
ramificadas con cadenas laterales de manosa mediante enlaces del tipo a-(1->2) y a-(1->3),
gue se enlazan a la parte peptidica mediante un par de residuos de N-acetil-glucosamina que,

a su vez, se unen a un residuo de asparragina.”’

En el vino se pueden distinguir dos tipos de manoproteinas: en primer lugar
manoproteinas secretadas durante la fase de crecimiento exponencial de las levaduras que se
acumulan durante la fermentacion y en segundo lugar manoproteinas liberadas por la autolisis
celular de las levaduras durante la crianza del vino sobre lias (o durante la maceracion
postfermentativa, cuando la fermentacién alcohdlica ha concluido, la temperatura aun es
elevada y el enriquecimiento de los vinos tintos en coloides procedentes de la autolisis esta
favorecida). La cantidad de manoproteinas liberadas por la levadura durante la fermentacion
alcohdlica, depende de la cepa de levadura utilizada,*® pero también de la temperatura de
fermentacion y del contenido coloidal inicial del mosto, aunque a pesar de esta variabilidad, en
un vino tinto las manoproteinas corresponden a uno de los polisacaridos mayoritarios,

pudiendo representar entre el 30 y el 50 % de los polisacaridos totales del vino.'*>**%**’

Su cinética de extraccién durante la vinificacion en tinto empieza con el inicio de la
fermentacién alcohdlica, aunque no es hasta la fase de crecimiento exponencial de las
levaduras (que coincide con la fase tumultuosa de la fermentacion alcohdlica) en cuando se

observa un incremento notable en su concentracidén al mosto en fermentacion. A partir de ese
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momento, el enriquecimiento del mosto/vino en manoproteinas es continuo, aunque mucho
mas lento, y se prolonga hasta el momento del descube, cuando se separan la mayor parte de

las lias del vino acabado.™?

Ademads de las manoproteinas liberadas por la levadura durante la fermentacion
alcohdlica y durante la autolisis de ésta, durante los Ultimos afios se ha generalizado el uso de
aditivos enoldgicos basados en manoproteinas debido a sus multiples beneficios en la calidad

del vino. '

1.5. COMPOSICION Y EVOLUCION DEL VINO TINTO: IMPLICACIONES

SENSORIALES.

Una vez caracterizada la materia prima (la uva), su desarrollo y madurez, y el proceso de
vinificacion, en esta uUltima seccién se realizard un repaso general de la composicidon quimica
del vino tinto asi como la influencia directa y notoria que dicha composicién ejerce sobre los

atributos sensoriales del vino.

1.5.1. Composicién quimica del vino tinto.?

El proceso de fermentacién alcohdlica del mosto conlleva un cambio de composicion no
solo a nivel cualitativo sino también cuantitativo. El fendmeno con mayor impacto en la
transformacién del mosto en vino mediante la fermentacidon alcohdlica es la practica
desaparicion de los azlucares (fundamentalmente glucosa y fructosa, componentes
mavyoritarios de la uva madura), cuya concentracion pasa de ser del orden de los 250 g/L a
menos de 5 g/L, mientras el etanol (producto de la fermentacién) pasa a ser el componente
mayoritario del vino después del agua, llegando a representar entre el 12 % y el 16 % en
volumen del vino. La aparicién de estas cantidades de etanol, modifica las caracteristicas de la
disolucién, que pasa de una solucién acuosa en el mosto, a una solucién hidroalcohdlica en el
vino, hecho que afecta significativamente a la solubilidad de los compuestos procedentes de la

uvay, por lo tanto, a la composicién final del vino tinto.

Asi pues, el agua es el componente mayoritario del vino, pudiendo llegar a representar
mas de un 85 % del volumen del vino acabado. Como se ha apuntado anteriormente, el

segundo componente del vino es el etanol, pudiendo representar entre 12 % y el 16 % del

® Para la elaboracién de esta seccion se han utilizado las fuentes bibliograficas 142-144.
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volumen del vino acabado. El agua y el etanol, pues, representan practicamente la totalidad de
la composicion del vino en cuanto a volumen se refiere. El tercer componente en importancia
de concentracion es otro producto de la fermentacion alcohdlica: el glicerol, pudiéndose hallar
en el vino en un rango de concentraciones entre 5y 15 g/L. En concentraciones inferiores a las
de estos tres compuestos mayoritarios encontramos acidos orgdnicos, compuestos fendlicos,
sustancias minerales y otros compuestos minoritarios (tales como compuestos volatiles,

sustancias nitrogenadas y vitaminas).

En lo que respecta a los 4cidos del vino, durante la fermentacion alcohdlica aparecen
una serie de acidos procedentes del metabolismo de las levaduras, fundamentalmente acido
succinico, acido acético y pequefias cantidades de acido lactico. Por otra parte, los acidos
procedentes de la uva que se pueden hallar en el mosto, también sufren modificaciones
durante el proceso de fermentacién alcohdlica. A medida que el grado alcohdlico aumenta, el
principal dacido orgdnico procedente de la uva; el acido (L)-Tartdrico; disminuye su
concentracién (a pesar de ser muy resistente a los ataques de bacterias y otros
microorganismos presentes habitualmente en el vino) debido fundamentalmente a la
disminucién de la solubilidad de su sal principal (bitartrato de potasio) en presencia de etanol,
de tal modo que al aumentar el etanol del medio, el bitartrato de potasio precipita y se
deposita en el fondo del tanque de fermentacién. Andlogamente, el segundo acido mayoritario
de la uva madura; el acido (L)-Malico, también disminuye a lo largo del proceso de vinificacion
en tinto, pero en este caso debido al metabolismo de microorganismos vinicos (ya se trate de
ciertas cepas de levadura capaces de metabolizar una cantidad importante de malico o de la
accion de las bacterias responsables de la llamada fermentacién malo-lactica, que consumen el
malico en su totalidad transformandolo en acido (L)-Lactico). El 4cido citrico, que se halla en el
mosto en concentraciones entre 0.1 y 0.5 g/L, no es degradado por las levaduras, aunque si
puede ser metabolizado por las bacterias lacticas durante la fermentacion maloldctica,

incrementando la produccion de acido acético (y aumentando, por lo tanto, la acidez volatil).

A parte de los acidos, y dejando a un lado los compuestos fendlicos cuya cesién desde la
uva hacia el vino ha sido detallada en la seccidn de vinificacién en tinto, cabe resaltar la
presencia en el vino de otros componentes tales como minerales y compuestos aromaticos. En
lo que respecta a los minerales, para un correcto desarrollo de la fermentacidn alcohdlica es
necesaria la presencia de distintos cationes (tales como potasio, magnesio, cobre, hierro,
calcio, cobalto y zinc). El potasio y el calcio son los cationes mas importantes del mosto y el

vino a nivel cuantitativo, y su concentracion disminuye durante la fermentacién alcohdlica
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debido a que con el incremento de etanol en el medio se produce una precipitacion de las
sales tartaricas de ambos cationes (bitartrato potasico y tartrato de calcio), que comporta la
disminucion de su contenido total en el vino acabado. Finalmente, las levaduras son
responsables de la formacién de compuestos volatiles que participan del aroma del vino e
influyen notablemente en sus propiedades organolépticas. Estos compuestos aromaticos que
tienen su origen en el proceso de fermentacidn alcohdlica del mosto pertenecen a distintas
familias quimicas, entre las que predominan alcoholes superiores (mayoritarios si su
concentracidn esta por encima de los 10 mg/L, tales como el 1-propanol, el isobutanol, el
alcohol isoamilico y el 2-feniletanol; o minoritarios si su concentracién esta por debajo de los
10 mg/L, tales como butanol, pentanol y hexanol entre otros), compuestos carbonilicos tanto
aldehidos (acetaldehido, propanal, hexanal, benzaldehido..) como cetonas (diacetilo,
acetoina...), y ésteres (siendo los mayoritarios los acetatos de distintos alcoholes y los ésteres

etilicos).

1.5.2. El color del vino tinto: Los antocianos y su evolucion.

El color del vino tinto es uno de los aspectos organolépticos mas importantes de un vino,

ya que al ser la vista el primer sentido que interviene en una degustacion, ejerce una enorme

influencia sobre las expectativas del
— = . Vinode 1 afo
resto de percepciones que estan por

e Vino de 5 afos
venir. De algin modo, si el color del 'T\

—— Vino de 25 afnos

vino condiciona las expectativas del
consumidor se debe a que el color
del vino es un reflejo de su

composicion quimica y (con los

conocimientos adecuados) a partir

S
del color de un vino se pueden g
deducir pardmetros como su edad, .g
su potencial tdnico, su estado de fé
conservacion, etc. Por estos motivos, I I I I
hace décadas que se intenta 320 420 520 620
caracterizar el color del vino tinto de Longitud de onda (nm) >

una forma objetiva que permita Figura 29. Espectro visible de tres vinos de diferente edad.

. L, Ilustracion adaptada de 92.
relacionar el color y la composiciéon
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quimica del vino tinto.

Sin duda el color de un vino tinto viene definido por su espectro de absorcién en la zona
del visible, que para un vino tinto cualquiera tendria un aspecto como el que se muestra en la
Figura 29, donde se puede observar un maximo alrededor de 520 nm (que corresponde al
color rojo) y en donde se sefialan también las zonas correspondientes a la componente
amarilla (420 nm) y a la componente azul (620 nm). Los parametros tradicionalmente
utilizados para caracterizar el color de un vino se basan en las absorbancias a estas tres
longitudes de onda correspondientes a las componentes roja, amarilla y azul: Por un lado, la
intensidad colorante (IC) que indica la cantidad de color que tiene un vino, se obtiene
mediante la suma de las tres absorbacias (a las longitudes de onda de 420 nm, 520 nm y 620
nm). Por otra parte, se define la tonalidad, que indica la importancia relativa del amarillo
respecto al rojo, se obtiene mediante el cociente entre la componente amarilla y la
componente roja, y se suele expresar de forma porcentual. Estos pardmetros tradicionales,
aunque indicativos e Utiles para un cierto control del color del vino, no permiten realizar una
correcta definicion del color de un vino; con este fin se definié a finales de los afios 70, el
llamado espacio CIELAB, en el que se trata de representar en un espacio imaginario de tres
dimensiones la totalidad de los colores, de tal manera que el color queda perfectamente
definido, mediante el uso de tres coordenadas que indican un punto concreto del espacio

CIELab, y que definen exactamente el color.

Los pigmentos procedentes de la uva y mayores responsables del color del vino tinto son
los antocianos. En su forma roja o de catidn flavilio, esta familia de compuestos posee una
carga positiva, lo que los deberia hacer compuestos extremadamente reactivos e inestables;
en cambio el color de la uva y del vino tinto es notable y perdurable, y eso se debe al hecho de
gue su carga positiva se encuentra deslocalizada a lo largo de toda su estructura mediante el
fendbmeno conocido como resonancia, que la R,
estabiliza significativamente. El hecho que la carga se

OH
pueda deslocalizar por toda la molécula, se debe a ﬂ ® ﬂ
. ) HO (0]
que esta posee orbitales m conjugados que son los X R,
responsables de que la molécula absorba la radiacién P

& OGluc
visible y, por lo tanto los responsables finales de su OH ﬁ

color. A pesar del efecto de resonancia que los

. . ) . i Figura 30. Estructura caracteristica de un
estabiliza, los antocianos siguen siendo moléculas Lntociano en  donde se  muestran  sus

posiciones nucledfilas (flechas rojas) 'y

reactivas, puesto que poseen distintos centros posiciones electrofilas.
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reactivos (Figura 30). Si un nucledfilo ataca a cualquiera de las posiciones electrdfilas del
antociano, esta adicion comporta una ruptura de la conjugacién vy, por lo tanto la pérdida del
color de la molécula. Estas reacciones, aunque reversibles, son las responsables, por ejemplo,

de la decoloracion de los antocianos por parte del hidrogenosulfito.

Siendo los antocianos los responsables del color del vino, resulta evidente que el color
del vino ha de depender de la concentracion de antocianos presentes y de la proporcién de

A estos que presenten
% Zona de

pH del vino coloraciéon, aunque dicha

proporcién de antocianos
coloreados no depende
Unicamente de las
reacciones de adicidn
nucledfila que se acaban

de mencionar, sino que

los antocianos son

moléculas que presentan

Figura 31. Proporcién de las distintas formas de los antocianos en equilibrio en . o
funcion del pH. A+: catién flavilio (rojo). AO: forma quinona (azul). AOH: forma UNa Serie de equilibrios

carbinol (incolora). C: forma calcona (amarilla). llustracién tomada de 91 .,
en funcidon del pH que

afectan a su color (Figura 32). Considerando las distintas formas en equilibrio y sus constantes
en funcion del pH, la cantidad de antocianos coloreados del vino deberia ser muy pequefia
respecto a la cantidad de antocianos que se hallan bajo las formas carbinol y calcona (formas
incolora y amarilla respectivamente) tal y como se puede observar en la Figura 31. El
hemiacetal de la forma carbinol, ademds de estar en equilibrio con el catidn flavilio, también
estd en equilibrio con la calcona cis, que a su vez posee un equilibrio con su isémero trans, que
se puede oxidar mediante una reaccién irreversible para originar acidos fendlicos (incoloros)
qgue conllevan una pérdida del color del vino tinto (ya que los acidos fendlicos son incoloros).
La formacién de las calconas se ve muy favorecida por temperaturas elevadas, y en la etapa
irreversible de la degradacion de los antocianos se produce una oxidacidon en donde participa
el oxigeno molecular; asi pues, una mala manipulacién o conservacién del vino que implique o
combine temperaturas elevadas y oxigenacién puede comportar pérdidas importantes e

irreversibles de color.

Considerando dichos equilibrios y sus constantes, para valores de pH superiores a 4, la

cantidad de antocianos en forma de base quinona (violdcea), superaria la cantidad de
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antocianos en forma de catidn flavilio (roja), por lo que muchos vinos tintos deberian
mostrarse mucho mds azulados de lo que los observamos en realidad, hecho que no sucede,

debido a que el vino no es una simple disolucidn de antocianos puros, sino que es una mezcla

R

1

n e
R1
(AO) J/,l,w,,OH
& ,/’“‘*H?, D\| - %/J“H_Rz
NN Soae
OH
R]

Acidos benzoicos y cindmicos

Figura 32. Distintas formas en equilibriode los antocianos. A+: forma cation flavilio. AO: forma quinona. AOH: forma
carbinol. C;: calcona cis. C,: calcona trans.

muy compleja en donde los distintos compuestos interactian entre si y evolucionan
afectando, entre otros pardmetros, al espectro de absorcion del vino en la zona del visible y,
por lo tanto su color. De algin modo, pues, se puede afirmar que ademas del pH y la
temperatura, otros factores influyen en los equilibrios entre los antocianos, aumentando y

estabilizando el color del vino.

Entre los mecanismos, que contribuyen a explicar el incremento y la estabilizacién del
color del vino tinto, el de mayor importancia para los vinos jévenes es el fendmeno conocido

como copigmentacién, mientras que a medida que los vinos envejecen la copigmentacién va
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perdiendo influencia frente a la formacidn de nuevos pigmentos derivados de los antocianos

procedentes de la uva.

COPIGMENTACION.

La copigmentacién se considera uno de los principales mecanismos de estabilizacién del
color del vino tinto, y consiste en la formacién de complejos en los que el antociano bajo una
de sus formas coloreadas se asocia a otra molécula (copigmento) dando lugar a estructuras
tipo sdandwich con un nimero de capas variable entre 2 y 10. La formacién del complejo
antociano-copigmento se basa en interacciones débiles no covalentes (de baja energia), que se
forman con facilidad pero también se pueden disociar facilmente, y estdn relacionadas con
interacciones hidrofébicas de tipo m-1t stacking entre los anillos aromaticos del antociano y el
copigmento. En funcion de la naturaleza del copigmento implicado, se habla de
autocopigmentacion (cuando el copigmento es otra molécula de antociano), copigmentacion
intramolecular (cuando el copigmento es una porcién de la propia molécula de antociano,
como el sustituyente cumaroilo de una antocianina p-cumarilada) o de copigmentacion
intermoleular (cuando el copigmento es una molécula distinta a un antociano, como &cidos

fendlicos, nuledtidos, aminodacidos u otros flavonoides).*

Las estructuras tipo sandwich fruto de la copigmentacién, generan un entorno
hidrofobico que protege al antociano de la adicién nucledfila (que conlleva la desparacion del

40 .z . ,
color),”™ de tal manera que una proporcién mayor de antocianos de la que corresponderia de
acuerdo con el pH del vino contribuirdn al color, siempre que en el medio existan los
copigmentos adecuados. Ademas de incrementar el color del vino (fendmeno conocido como
efecto hipercréomico), la copigmentacion también pude modificar su tonalidad hacia tonos mas

azulados (fenémeno conocido como efecto batocrémico).'*

Hay distintos factores que influyen en la importancia y la estabilidad de los complejos de
copigmentacion, entre los que destacan la estructura y la concentracién relativa de antocianos
y copigmentos. En lo que respecta al antociano, parece que los complejos de copigmentacion
son mas estables cuando mayor es el grado de glicosilacién y mayor la acilacién. Los flavonoles
son los mejores copigmentos, seguidos de los acidos hidroxicindmicos, aunque sus bajas
concentraciones en el medio disminuyen su influencia. En cambio, los flavan-3-oles
monomeros y los oligdmeros de proantocianidina, a pesar de ser copigmentos menos
efectivos, pueden llegar a tener relevancia en el fendmeno de la copigmentacion debido a su

146

mayor concentracion en el medio.” Ademas de la estructura y la cantidad de pigmentos y
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copigmentos, otros factores como la temperatura, la fuerza idnica, el pH y la concentracion de
etanol ejercen una gran influencia sobre la estabilidad de los complejos de

copigmentacion.*****’

En vinos jovenes, la copigmentacidn involucra practicamente la mitad de los antocianos
monomeéricos, y puede llegar a representar entre el 30 y el 50 % del color el vino, a pesar que
hay algunos resultados contradictorios que indican que la copigmentaciéon se mantiene mas
alld de la crianza en barrica o en botella, por lo general se acepta que este fendmeno de
copigmentacion pierde importancia a partir de los nueve meses, debido fundamentalmente a
la transformacidn de los antocianos monomeéricos libres en pigmentos poliméricos que, debido
a su estructura, no se pueden copigmentar. De hecho, se ha postulado que precisamente la
copigmentacion puede ser el paso previo a la formaciéon de pigmentos poliméricos mas
estables, facilitando la formacién de uniones covalentes entre antocianos y flavanoles,**® de tal
modo que se podria decir que la copigmentacidn permite actuar como un reservorio de
antocianos, permitiendo que los antocianos extraidos permanezcan coloreados y estables en

solucién hasta que se formen pigmentos poliméricos mucho mas estables.

FORMACION DE PIGMENTOS DERIVADOS DE LOS ANTOCIANOS.

Aunque tradicionalmente se ha atribuido la evolucion y la estabilizacion del color de los
vinos tintos durante su envejecimiento a la formacién de pigmentos poliméricos mediante

Vitisina B

Aducto (naranja) ,
Flavanol - etil -antociano O;
oH (Violaceo)

Aducto
Ry Antociano-etil-antociano

+

H-C-CH, 4—{ Flavanol
oo
@ on Anfoclano
(rojo)
Aducto o0 R, HO Oy

oo . R
Vinilflavanol-antociano '
(naranja)

Vitisina A
(naranja) .

Aducto
Vinilfenol-antociano
(naranja)

R, Flavanil-vinil-
piranoantociano

Portisina
(azul)

0-Glucosa

piranoantociano
(azul)

Figura 33. Diagrama esquematico en el que se muestran los principales derivados de los
antocianos formados durante la elaboracién y envejecimiento del vino tinto, asi como su
color. llustracion extraida de 202.
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reaccion entre los antocianos monoméricos y las proantocianidinas, hoy en dia se han descrito
en el vino una gran variedad de pigmentos derivados de los antocianos. La enorme variedad de
nuevos pigmentos derivados de los antocianos no es
de extraifar si a la reactividad de éstos se le afiade la
enorme complejidad de la matriz del vino. La
modificacion estructural que sufren los antocianos
supone también una modificacién de sus
caracteristicas cromaticas, y, por consiguiente, la
formacion de derivados de antociano contribuird a la
evolucion del color del vino. En el diagrama
esquemdtico de la Figura 33 se resumen los
principales derivados de los antocianos descritos en
el vino asi como su color, en el que se pueden
distinguir dos tipos de derivados de antociano: por
un lado se encuentran ADUCTOS en los que una
molécula de antociano se combina directamente con
otra molécula (ya sea de antociano o de flavanol,
pudiendo tratarse de flavanoles monoméricos o
poliméricos), y por otro lado se encuentran los
llamados PIRANOANTOCIANOS, derivados en los que se
ha formado un anillo pirano adicional mediante la
condensacidon directa de los antocianos con

moléculas insaturadas de bajo peso molecular.

Respecto a los ADUCTOS de antociano, aunque
se ha postulado la presencia en el vino de algunos

dimeros de antocianina **° que se obtienen mediante

- ~ —— la condensacién de dos moléculas de antocianina,
Figura 34. Esquema de la reaccion de adicion

antociano-tanino (A*-F). Esquema adaptado

o152 generalmente se postulan tres mecanismos mediante
e

los cuales se forman los pigmentos poliméricos. ****

>2 Estos mecanismos son: la adiciéon antociano-tanino, que se muestra en la Figura 34 (en
donde el C6 u el C8 del flavanol atacan a la posicién electréfila C4 del antociano), la adicidn
tanino-antociano, que se muestra en la Figura 35 (en donde el C6 y el C8 del antociano atacan
a la posiciéon C4 del flavanol, que se encuentra en forma de carbocation resultante de la

despolimerizacion de las proantocianidinas en medio acido) y la adicion tanino-antociano por
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medio del acetaldehido (cuyo mecanismo no se conoce con exactitud, aunque se acepta que
las posiciones nucledfilas del tanino atacan al carbono carbonilico del acetaldehido, que
mediante la pérdida de una molécula de agua, genera un nuevo carbocatidon que es atacado

por las posiciones nucledfilas del antociano).*®

La formacidon de este conjunto de pigmentos poliméricos explica en gran medida los
cambios de coloracion que sufren los vinos tintos durante su crianza y envejecimiento: la
pérdida de intensidad colorante, la resistencia del color ante las adiciones de sulfitos y la
desaparicién de las tonalidades purpuras de los vinos jovenes para pasar a tonalidades mas

anaranjadas en los vinos afiejos.

OH

OH
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m

(IH

OH

OH
O
R
13 HE n

OH
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O H;
OH
UH
+
S OCH;
=

Figura 35. Esquema de la reaccién de adicidn tanino-antociano (F-A"). Esquema extraido de 152

(aH

Por un lado, estas reacciones de polimerizacién comportan la practica desaparicién de
los mondmeros de antocianina, lo que comporta, a su vez, la desapariciéon del fendmeno de
copigmentacion y, por lo tanto de sus efectos hipercromico y batocréomico, lo que conduce a
una disminucién de la intensidad colorante y de la componente purpura del color del vino.
Ademds, con el tiempo, los pigmentos poliméricos formados van aumentando su tamafio,

hasta que se forman polimeros con un grado de polimerizacion muy elevado, que hace
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disminuir su solubilidad y que finalmente precipitan: este mecanismo explica tanto la pérdida
de intensidad colorante como la aparicion de depdsitos de materia colorante que se observan
en vinos envejecidos. El conjunto de combinaciones entre taninos y antocianos modifican las
propiedades cromodforas de los pigmentos, que pasan a tener una coloracién rojo-anaranjada,
asi como también modifican sus constantes de equilibrio en funcién del pH, de tal manera que,
para un mismo pH, el total de formas coloreadas es mayor en el caso de los pigmentos
poliméricos que en los antocianos libres. Finalmente, cabe afiadir que estas reacciones de
polimerizacidn, confieren a los nuevos pigmentos una mayor estabilidad que la que poseen los
antocianos libres, ya que, al bloquear parte de las posiciones reactivas del antociano, lo

protege de los ataques nucledfilos que provocan la decoloracidn.

A pesar de que la formacidn de pigmentos poliméricos parece explicar la evoluciéon del
color del vino a lo largo de su envejecimiento, durante las Ultimas décadas se ha puesto de
relieve otro fendmeno que ocurre en el vino y que comporta la formacion de unos nuevos

41150153136 Nrediante reacciones de cicloadicion,

pigmentos conocidos como PIRANOANTOCIANOS.
los antocianos reaccionan con distintos compuestos de bajo peso molecular presentes en el
vino, formando un anillo pirano adicional que define la estructura caracteristica de los
piranoantocianos (Figura 36). La mayoria de compuestos que reaccionan con los antocianos
mediante reacciones de este tipo son metabolitos producidos por la levadura durante la

.y s 157,1
fermentacién alcohdlica,*’**®

como el acetaldehido o el acido pirdvico, aunque también se
han descrito incorporaciones de otras moléculas mas

voluminosas como 4cidos hidroxicindmicos o vinil-flavanoles. La

formacion de los piranoantocianos se inicia durante |la O
fermentacién alcohdlica y sigue durante el proceso de

vinificacion, crianza y envejecimiento del vino. A pesar de su

baja concentracidn en el vino, los derivados piranoantocianicos

son buenos candidatos para contribuir significativamente al = —
Figura 36. Esqueleto caracteristico
color de los vinos afiejos, ya que son muy estables frente a la de l0s piranoantocianos.
decoloracién con bisulfito, las variaciones de pH, la degradacién oxidativa y la temperatura, de
tal manera que su préctica totalidad contribuyen al color del vino. Ademas, son cromdforos
mas débiles que sus predecesores (antocianinas) y poseen (muchos de ellos) tonos rojo-

anaranjados. Asi pues, parece que todos los fendmenos de formacidon de nuevos pigmentos

concuerdan perfectamente con la evolucidn del color del vino tinto durante su envejecimiento.
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1.5.3. Flavan-3-oles y Proantocianidinas: Amargor vy

astringencia del vino tinto.

A parte del color, y al margen de las sustancias volatiles correspondientes al aroma del
vino (ya que no han sido objeto de estudio en este trabajo) dos de las percepciones que mas
condicionan la calidad de un vino tinto son, sin duda, la astringencia y el amargor; ambas

intimamente relacionadas con los flavan-3-oles y sus polimeros.

EL AMARGOR.

El amargor es uno de los cinco gustos basicos, y por lo tanto su presencia se debe a
interacciones especificas entre compuestos amargos y receptores especificos de la lengua.
Aunque durante la ultima década se han publicado trabajos acerca del amargor de los

159-161

flavonoles, tradicionalmente se ha considerado a los flavan-3-oles (tanto en forma de

mondmeros como de pequeiios oligdmeros) y a los acidos fendlicos (como el acido gélico)

%2 ya que todos los vinos

como los principales responsables del sabor amargo de los vinos.
tintos contienen este tipo de moléculas, durante afios se ha intentado esclarecer los factores
mas influyentes en la percepcidon del amargor. Al tratarse de reacciones especificas, resulta
légico que al incrementar la concentracidon de los compuestos amargos incremente la amargor
del vino, aunque también se ha observado un efecto de la estructura del flavan-3-ol, siendo la
(-)-epicatequina mas amargante que la (+)-catequina, y los mondmeros mas amargos que los
oligdmeros, de tal manera que la sensacidon de amargor disminuye a medida que aumenta el

163164 Ademas de la estructura de los flavan-3-oles, parece que el

grado de polimerizacion.
grado alcohdlico del vino también juega un papel importante en la percepciéon del amargor,

que se intensifica al aumentar la concentracién de etanol en el medio.™®

LA ASTRINGENCIA.

A diferencia del amargor, que es un gusto basico, la astringencia se considera una
percepcion tactil, fruto de una interaccién entre las proteinas lubrificantes salivares y las
proantocianidinas, que forman un complejo tanino-proteina que comporta la pérdida del

efecto lubrificante de la saliva.’®

La astringencia no es una sensacion ligada a una zona
particular de la boca, es un fenémeno difuso que demora unos segundos en manifestarse, y se
caracteriza por una sensacién de rugosidad, sequedad y aspereza en la cavidad bucal, que se

atribuyen a la presencia del precipitado del complejo tanino-proteina sobre la lengua y el
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paladar. Tanto la saliva y su fraccidn proteica, como la composiciéon en proantocianidinas del

. . . s . . 167
vino influyen en la percepcién de astringencia.*®

La saliva estad constituida principalmente por agua (99.5%), y el resto son sustancias
inorgdnicas y proteinas, principalmente glicoproteinas como las mucinas, proteinas ricas en
prolina (PRPs) y algunos péptidos de bajo peso molecular como las histatinas. Ultimamente se
ha observado que la percepcién de la astringencia no esta ligada Unicamente a un tipo de

proteina concreta, sino que todas las proteinas salivares juegan un papel.’®®'® L

as
caracteristicas intrinsecas de las proteinas (como su hidrofobicidad, su tamafo y flexibilidad
estructural) influyen severamente en su capacidad para interaccionar con los taninos, aunque
también influyen factores extrinsecos como el pH, la temperatura, la fuerza iénica del medio,
la presencia de solventes organicos y de carbohidratos, asi como otros factores como el flujo

salival, la viscosidad de la saliva, o la presencia de acidos, edulcorantes y minerales.*®’

En lo que respecta a las proantocianidinas, parece que estas actuan como un ligando
multidentado, con participacion de sus nucleos aromaticos y fendlicos en interacciones de tipo

7% La percepcién de astringencia depende de la

hidrofdbico y de tipo puente de hidrégeno.
concentraciéon de proantocianidinas, y de su estructura, aunque esta ultima parece ejercer
mayor influencia que la concentracion. Todavia no se conocen todos los factores estructurales
qgue influyen en la astringencia de las proantocianidinas, aunque se han observado algunas

171,172

diferencias de astringencia entre la (-)-epicatequina y la (+)-catequina, o entre los

172 aungue estos efectos estructurales

dimeros con uniones interflavanicas C4->C6 y C4->CS,
todavia no estan del todo claros. Lo que si que parece estar bien establecido es que la
percepcion de la astringencia aumenta con el grado de galoilacién de las proantocianidinas” y

161174 Al actuar las proantocianidinas como ligandos

con su grado de polimerizacién.
multidentados, es natural que su capacidad de interaccionar con las proteinas aumente con su
grado de polimerizacion. En este sentido recientemente se ha demostrado la presencia de
proantocianidinas de alto peso molecular muy astringentes en soluciones hidroalcohdlicas

comparables al vino.*”

En general, pues, se podria afirmar que la astringencia de un vino aumenta con la
concentracién de proantocianidinas, y con el grado medio de polimerizacién y el grado de
galoilacién de estas, y disminuye con el aumento del grado alcohdlico y el pH del

. 165,167,175,176
VvVino.

Aunque un vino tinto que se precie ha de ser necesariamente amargo vy
astringente debido a su contenido en flavan-3-oles y proantocianidinas, es necesario que estos

atributos no resulten excesivos y estén equilibrados con el resto de percepciones. A lo largo
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del proceso de crianza y envejecimiento del vino, su astringencia se va moderando y
suavizando, evolucion que se ha intentado relacionar con las distintas reacciones en las que

intervienen las proantocianidinas.

LA EVOLUCION DE LAS PROANTOCIANIDINAS.

Las proantocianidinas son moléculas reactivas tal y como se ha podido comprobar con la
formacidon de pigmentos poliméricos, en donde las proantocianidinas juegan un papel
fundamental. Ademas de reaccionar con los antocianos, las proantocianidinas también
evolucionan durante el proceso de envejecimiento del vino, reaccionando entre si, evolucién
que suele comportar un incremento del tamafio de las moléculas que van aumentando su
grado medio de polimerizacidn hasta formar complejos tan grandes que se vuelven insolubles
y precipitan. Se han propuesto tres mecanismos (que siempre que se den las condiciones
necesarias desarrollan simultdaneamente) mediante los cuales las proantocianidinas

polimerizan durante el proceso de crianza y envejecimiento del vino tinto.”

H OH

H3CJ\

H H,c7®

OR,

Figura 37. Mecanismo de reaccion de la polimerizacion de flavan-3-oles mediante la
participacion del acetaldehido. Esquema adaptado de 180.
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El primer mecanismo descrito consiste en la POLIMERIZACION MEDIANTE LA FORMACION DE UN
CARBOCATION. Este mecanismo, analogo al que se ha mostrado en la Figura 35 para el caso de la
adicion tanino-antociano, se basa en la ruptura del enlace interflavanico que se produce en
medio acido y que conduce a la formacion de un carbocation en posicion C4, que
posteriormente es atacado por los nucledfilos presentes en el medio, entre ellos los
antocianos (como en el caso comentado anteriormente) y otras moléculas como flavan-3-oles

y otras proantocianidinas.”""”’

A lo largo del tiempo, se desarrollan toda una serie de procesos
de ruptura y recombinacién que conducen a un incremento global del grado de polimerizacion
de las proantocianidinas.’’® Este tipo de polimerizacion, solamente requiere la presencia de
medio acido y se da tanto durante la maceracién como en las etapas posteriores de crianza en

barrica y en botella.’**

El segundo mecanismo descrito es la POLIMERIZACION MEDIANTE LA PARTICIPACION DEL
ACETALDEHIDO. En este tipo de reacciones, cuyo mecanismo se muestra en la Figura 37, requiere
la presencia de acetaldehido, que aparece en pequeias cantidades en el vino mediante la
oxidacion del etanol (por lo tanto son reacciones que requieren la presencia de oxigeno). En
este tipo de reacciones, los centros nucledfilos de un flavan-3-ol o de una proantocianidina (C6
y C8), atacan al carbono carbonilico del acetaldehido, que, después de incorporarse a la
molécula, resulta un sustrato perfecto para que, mediante una sustitucién nucledfila que
comporta la pérdida de agua, sea atacado por otra molécula de flavan-3-ol u otra

SLI79180 Al iayal que sucedia en el caso anterior, con el tiempo se desarrollan

proantocianidina.
una serie de procesos de ruptura y recombinacién que conducen al aumento de grado de

polimerizacidn de las proantocianidinas.

Finalmente, se ha descrito un tercer mecanismo de polimerizacion de las
proantocianidinas que consiste en la POLIMERIZACION MEDIANTE LA FORMACION DE SEMIQUINONAS.

Este tipo de reacciones transcurren por via radicalaria, y en ella participan semiquinonas

181,182
1,

formadas a partir de la oxidacién de los grupos orto-difeno ya sea por via enzimatica o

con la participacion del oxigeno y la presencia de hierro y/o cobre (que actian como

catalizadores).”**
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1.5.4. Los polisacaridos del vino: Implicaciones tecnoldgicas

y sensoriales.

A diferencia de lo que sucede con los antocianos y las proantocianidinas, responsables
directos del color y las sensaciones de amargor y astringencia del vino, los polisacdridos no
poseen ningun atributo sensorial inmediato, aunque durante las uUltimas décadas se les ha

atribuido una infinidad de efectos relacionados con las propiedades del vino.

A nivel tecnoldgico, los polisacaridos parecen jugar un papel determinante en la

183-185

filtrabilidad y la clarificacién de los vinos. Parece ser que los polisacaridos de tipo

globular, como los AGP, los RG-Il y las MP, colmatan dramaticamente las membranas de

183

filtracion dificultando seriamente este proceso.” A pesar de este inconveniente, los

polisacaridos aportan otros beneficios al vino, como por ejemplo su efecto como coloides

185-187 188-191

protectores, en lo que se refiere a la estabilidad tartarica y proteica. Desde el punto
de vista de los compuestos fendlicos, se ha observado que la mayoria de los polisacaridos con
inhiben la agregacién de taninos, disminuyendo significativamente las dimensiones de
particula e impidiendo su pérdida por precipitacién, con la consiguiente estabilizacidn del color

polimérico del vino."***%

Desde un punto de vista sensorial, los polisacaridos parecen jugar, también, un papel
fundamental. Parece ser que la misma habilidad que les permite disminuir la agregacion de las
proantocianidinas, permite a los polisacaridos modular la astringencia mediante la formacién
de complejos ternarios proteina-polifenol-polisacarido que se mantienen solubles y pueden
contribuir a la disminucién de la astringencia.®*'® Ademads de suavizar la astringencia,
también se han realizado estudios en los que se muestra la habilidad de AGP, RG-Il y MP para
modificar la volatilidad de ciertos aromas, aumentando su retencidn en el vino vy, por

extension, su persistencia.l%‘198

Finalmente, cabe subrayar que los polisacaridos todavia juegan otro papel, relacionado
con la seguridad alimentaria y la salubridad del vino, ya que parecen mostrar actividad

antioxidante,' y otras ventajas para la salud como la habilidad de los dimeros de RG-II para

200,201

acomplejar metales pesados como el plomo, o la habilidad de las MP para adsorber

cantidades significativas de Ocratoxina A."®’
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Para la elaboracidn de esta tesis doctoral se planted la siguiente hipétesis:

“La madurez de la uva condiciona severamente la composicién quimica del vino

tinto, lo que sin duda tiene consecuencias en sus atributos sensoriales. A pesar de ello,

mediante ciertas practicas vitivinicolas, se puede incidir positivamente en Ia

composicién quimica del vino, ya sea a través de acciones que influyan en el proceso

de maduracion o bien paliando en bodega las consecuencias de una madurez

inadecuada.”

Con el fin de confirmar la hipdtesis, se plantearon los siguientes objetivos:

. Caracterizar la composicidn quimica de vinos tintos elaborados a partir de uvas con

distinto nivel de madurez.

. Evaluar la incidencia del tiempo de maceracién en uvas de distinta madurez fenélica

sobre la composicion quimica de los vinos tintos.

Evaluar el impacto sobre la composicién quimica del vino tinto de dos técnicas
viticolas, aclareo de racimos y aclareo de bayas, para reducir el rendimiento de
vides con un vigor excesivo.

. Evaluar el impacto sobre la composicion del vino de la desalcoholizacién parcial

mediante osmosis inversa de vinos tintos procedentes de uvas con una madurez
fendlica adecuada pero con un exceso de graduacion.

Evaluar la influencia del tamafio de la baya sobre la composicidn quimica del vino
tinto.
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CAPiTULO I. Impacto de la madurez de la uva y del tiempo de

maceracion sobre la composicion quimica del vino tinto

ara la elaboracion de los vinos tintos que
hoy en dia demanda el mercado, es

necesaria la correcta madurez de la uva, ya
que de esta depende la composicion quimica del
vino y sus atributos sensoriales. Por otro lado, el
tiempo de maceracion es la herramienta mas
accesible para el en6logo para modular los atributos
del vino, puesto que el momento de descube es su
decision. Es bien sabido en el sector que las
maceraciones cortas son las mas adecuadas para uva
verde (para evitar obtener vinos excesivamente
herbaceos y con una tanicidad agresiva), mientras
que las maceraciones largas se pueden realizar con
uvas bien maduradas (con el fin de obtener vinos
tintos con buenos atributos de cuerpo, estructura y
se consider6 evaluar

color). Debido a esto,

conjuntamente el impacto de la madurez y el tiempo
de maceracion sobre la composicion quimica del

vino tinto.

En este capitulo se abordan los objetivos 1 y 2
descritos anteriormente. En el primer objetivo, se
plante6 caracterizar quimicamente los vinos
elaborados con uvas de distinto nivel de madurez, y
para ello se vinificaron uvas de tempranillo y
cabernet sauvignon recolectadas en tres fechas
distintas. Para cada nivel de madurez, se elaboraron
cuatro vinos tintos con cuatro periodos distintos de
maceracion (de una a cuatro semanas), con el fin de
evaluar el impacto del tiempo de maceracion sobre
la composicion quimica de vinos tintos elaborados a
partir de uvas con distintos niveles de madurez

fenolica.

Este capitulo se divide en dos apartados: El primero corresponde a las analiticas de los vinos elaborados,

realizadas en el laboratorio del grupo de tecnologia enolégica (TECNENOL) del Departamento de

Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili (URV, Tarragona); resultados publicados en la

revista Journal of Agricultural and Food Chemistry en el articulo titulado “Influence of Grape Maturity
and Maceration Length on Color, Polyphenolic Composition, and Polysaccharide Content of Cabernet
Sauvignon and Tempranillo Wines”. El segundo apartado corresponde a un analisis con mayor

profundidad de la composicion en polisacaridos de los vinos elaborados con la variedad cabernet

sauvignon, analisis realizados en el laboratorio del grupo de metabolismo, genética y biotecnologia de
levaduras enoldgicas (MICROWINE) del Instituto de Ciencias de la Vid y el Vino (ICVV, Logrofio).
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ABSTRACT: The aim of this paper was to study how maturity and maceration length affect color, phenolic
compounds, polysaccharides, and sensorial quality of Cabernet Sauvignon and Tempranillo wines at three stages of
grape ripening. Ripeness increased color extractability, phenolic compounds, and polysaccharide concentrations.
Moreover, the proanthocyanidin mean degree of polymerization (mDP) and the percentage of prodelphinidins also
increased with maturity, whereas the percentage of galloylation decreased. In general, wines from riper grapes
contain higher proportions of skin proanthocyanidins. Color and anthocyanin concentration decreased when the
maceration was longer, whereas polysaccharide and proanthocyanidin concentrations did the opposite. It was also
detected that the mDP and the percentage of prodelphinidins decreased when the maceration was extended, whereas
the percentage of galloylation increased. These data seem to indicate that proanthocyanidin extraction from seeds is
clearly increased throughout the maceration time.

KEYWORDS: wine, grape maturity, maceration length, color, phenolic compounds, polysaccharides

INTRODUCTION

Phenolic compounds are generally considered to be major determinants of the quality of red wines.
Most of the main sensory attributes such as color, body, mouthfeel, bitterness, and astringency are
directly associated with the composition of wine in anthocyanins, proanthocyanidins, and other phenolic
compounds.' Other compounds such as polysaccharides have also been associated with texture
sensations, and it has been proposed that their presence can smooth wine bitterness and astringency.*”

During winemaking, anthocyanins are released from grape skins, whereas proanthocyanidins, also
known as condensed tannins, are released from both skins and seeds.” The composition of
proanthocyanidins depends on their origin. Thus, seed proanthocyanidins are made up of (+)-catechin,
(—)-epicatechin, and (—)-epicatechin-3-gallate,® whereas skin proanthocyanidins also contain (—)-
epigallocatechin and have a much lower proportion of (—)-epicatechin-3-gallate.”'® Therefore, skins
release procyanidins and prodelphinidins, whereas seeds only release procyanidins with a higher
proportion of galloylation.

On the other hand, the mean degree of polymerization (mDP) of seed proanthocyanidins is lower than
that of skin proanthocyanidins.'' It has been reported that molecular sizes, and especially the monomeric
composition of proanthocyanidins, have a considerable influence on the perception of astringency.'> More
specifically, a greater degree of polymerization and a greater percentage of galloylation cause a greater
sensation of astringency."'*"

Polysaccharides are components of cell walls that cover and protect the plasma membrane of plant
cells (grape berries)'* and the microorganisms involved in the winemaking process (yeasts and lactic acid
bacteria)."'® Moreover, fungal grape diseases can increase the polysaccharide content of wine, which can
cause technological problems.'” Furthermore, the use of such enological additives as arabic gum or
carboxymethylcellulose can also alter the composition of wine polysaccharides.'®

Hence, wine polysaccharides can be classified on the basis of their origin in grape polysaccharides,
microbial polysaccharides, or additive polysaccharides. There are several types of grape polysaccharides,
but many of them are enzymatically degraded or precipitated during alcoholic fermentation, so wine
contains appreciable amounts of only arabinogalactan proteins (AGP) and type II rhamnogalacturonanos
(RG-I1)."”*° The other major source of wine polysaccharides is yeasts, which can release significant
amounts of mannoproteins (MP).21

It is generally considered that grape ripeness strongly influences the phenolic and polysaccharide
composition of its respective red wines.”>>® The synthesis of anthocyanins starts during veraison and
remains active throughout grape ripening,” which causes a gradual accumulation in the skins.”> In
contrast, proanthocyanidin concentration is highest at veraison and subsequently decreases until just

© 2012 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf302064n | J. Agric. Food Chem. 2012, 60, 7988-8001
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before complete ripeness, after which time it remains relatively constant.*® Simultaneously, the mDP
increases throughout ripening.”**

Moreover, the progressive enzymatic degradation of the walls of skin cells during ripening” augments
the presence of soluble polysaccharides’™' in the grape juice and also increases the extractability of
phenolic compounds.** ** By contrast, the extractability of proanthocyanidins from seeds behaves in quite
the opposite fashion, probably because oxidation phenomena and gradual seed lignification® prevent
them from dissolving. For this reason, it is generally considered that grapes that are not well ripened may
produce more astringent wines because their seeds can release more proanthocyanidins, which are highly
galloylated.

Grape maturity can also exert an indirect but non-negligible effect on polyphenol and polysaccharide
solubilization. In particular, higher ethanol levels, usually present in wines from well-ripened grapes,
seem to favor polyphenol extraction'®*® but diminish polysaccharide concentration by precipitation.*

Nowadays, deeply colored and full-bodied red wines are highly valued by consumers. For this reason,
winemakers try to produce this kind of wine, which is necessarily very tannic. Many techniques have
been proposed to improve color and phenolic compound extraction such as the use of pectolytic
enzymes,’’ cold prefermentative maceration,™ thermovinification,” flash expansion,” and greater volume
and frequency of pumping over and pigeage (punchdown) or delestage (rack and return).*' Nevertheless,
the length of time the wine is in contact with skins and seeds is probably the main factor.”*

All of these procedures have proved to be useful for increasing the color and polyphenol concentration
of wine, but they can sometimes extract an excess of proanthocyanidins, which makes the wine too
astringent and bitter,” especially when grapes are not completely ripened.**

Numerous studies have investigated the changes in anthocyanin,®* proanthocyanidin,® and
polysaccharide® composition during berry development and maturation. Other studies have focused on
the extraction of these compounds into wine*® with regard to maceration time.*”** However, very few
papers have simultaneously studied the influence of grape maturity and maceration length on the
extractability of polyphenols™*® and, to our knowledge, none have studied the extractability of
polysaccharides.

The aim of this paper was to study how grape maturity and maceration length affect the color,
polyphenolic composition, and polysaccharide content of Cabernet Sauvignon and Tempranillo wines.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Equipment. Methanol, acetonitrile, formic acid, and acetic acid were of HPLC grade and were
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Acetaldehyde, phloroglucinol, ascorbic acid, sodium acetate, and
ammonium formate were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Absolute ethanol and hydrochloric acid
were purchased from Panreac. Malvidin-3-O-glucoside chloride (>95%), proanthocyanidin dimer B2 (=90%), (+)-
catechin (>99%), (—)-epicatechin (=99%), (—)-epigallocatechin (=98%), and (—)-epicatechin- 3-O-gallate (=97.5%)
were purchased from Extrasynthese (Genay, France). A pullulan calibration kit Shodex P-82 (P-5, Mw = 5.9 kDa; P-
10, Mw = 11.8 kDa; P-20, Mw = 22.8 kDa; P-50, Mw = 47.5 kDa; P-100, Mw = 112 kDa; P-200, Mw = 212 kDa; P-
400, Mw = 404 kDa; P-800, Mw = 788 kDa) was obtained from Waters (Barcelona, Spain), whereas a pullulan 1.3
kDa and four dextrans BioChemika (12, 25, 50, and 80 kDa) were obtained from Fluka (St. Louis, MO, USA). The
polysaccharides used as external standards for quantification were pectins from citrus fruit (>90%) and dextrans
synthesized by Leuconostoc mesenteroides (>99.9%) purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The
HPLC analyses were performed using an Agilent 1200 series liquid chromatograph equipped with a G1362A
refractive index detector (RID), a G1315D diode array detector (DAD), a G1311A quaternary pump, a G1316A
column oven, and a GI1329A autosampler (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). All of the
Spectrophotometric measurements were performed using a Helios Alpha UV— vis spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltman, MA, USA).

Grapes and Wines. This study was carried out with grapes from two Vitis vinifera cultivars of the 2009 vintage:
Tempranillo, from the experimental vineyard of the Oenology Faculty (Rovira i Virgili University) at
Constanti (AOC Tarragona), and Cabernet Sauvignon, from the Juvé & Camps estates at Mediona (AOC Penedes).
Both cultivars were harvested at three maturity levels (around 3, 5, and 7 weeks after veraison). Thirty-six
microvinifications were carried out for each cultivar in an attempt to study the influence of grapeaturity and
maceration length on wine composition and quality. At each maturity level, 80 kg of grapes was harvested and
carefully destemmed. Subsequently, the berries were randomly distributed in 12 groups of 6 kg each, crushed with a
semiautomatic crusher (Gual, Villafranca del Penedés, Spain), sulfited (100 mg K,S,0s/kg), and placed in 8 L tanks
equipped with a submerged cap system according to the winemaking method described by Sampaio et al.** All tanks
were immediately inoculated with 200 mg/kg of selected yeast (EC1118, Lallemand Inc., Montreal, Canada) and
maintained at a room temperature of 25 + 1 °C. All of these microvinifications were controlled daily by measuring
the temperature and the density of the juice. Two mechanical punchdowns of the cap were made around 1060 and
1020 density units to improve color extraction. After 1, 2, 3, and 4 weeks of maceration, the wines from three of the
tanks were racked. Once alcoholic fermentation had completely finished, wines were sulfited (100 mg K,S,0s/L) and
kept at 4 °C for 1 month for tartaric stabilization. Malolactic fermentation was inhibited to prevent any possible
variations in the rhythm of this transformation that could affect each wine differently. Finally, wines were bottled and

© 2012 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf302064n | J. Agric. Food Chem. 2012, 60, 7988-8001
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stored in a dark cellar at 15 °C until analysis. The analyses started 2 months after bottling and were finished 3 weeks
later.

Standard Grape Juice Analysis. The analytical methods recommended by the International Organization of
Vine and Wine (OIV) were used to determine the sugar concentration and Titratable acidity of the grape juices.*

Standard Wine Analysis. Ethanol content (% v/v) was analyzed with a FTIR spectrometer BACCHUS II (TDI,
Gava, Spain). pH values were determined by a pH-meter Basic-20 (CRISON, Barcelona, Spain). The total
polyphenol index (TPI) was determined by measuring the 280 nm absorbance of a 1:100 dilution of wine with a
spectrophotometer, using a 10 mm quartz cuvette and multiplying the absorbance value by 100 as described by
Ribéreau-Gayon et al.** The total anthocyanin content was determined by spectrophotometry using the method
described by Niketic-Aleksic et al.”!

Color Parameters. Ten microliters of a 10% (v/v) acetaldehyde solution was added to 1 mL of wine sample 20 min
before color measurement to avoid sulfite interferences. The color intensity (CI) was estimated using the method
described by Glories.** The CIELAB coordinates, lightness (L*), chroma (C*), hue (h*), red-greenness (a*), and
yellow-blueness (b*), were determined according to the method of Ayala et al.,>* and data processing was performed
with MSCV software.”

HPLC Anthocyanidin Analysis. Reversed-phase HPLC analyses of the anthocyandins were carried out by
injecting 40 puL of wine into an Agilent 1200 series liquid chromatograph (HPLC-DAD) and using an Agilent Zorbax
Eclipse XDBC18, 4.6 x 250 mm, 5 pm column (Agilent Technologies). The solvents used were 10% aqueous formic
acid (solvent A) and a mixture of 45% methanol, 45% water, and 10% formic acid (solvent B) in accordance with the
method described by Valls.>* Chromatograms were recorded at 530 nm, and anthocyanin standard curves were made
using malvidin-3-O-glucoside chloride. Compounds were identified by recording their UV spectra with the diode
array detector and comparing these with the UV spectra reported in the literature. The five anthocyanidin-3-
monoglucosides of wine (delphinidin, cyanidin, peonidin, petunidin, and malvidin) and their respective acetylated
and p-coumarylated anthocyanins were quantified.

Wine Proanthocyanidin Analysis. Acid-catalyzed depolymerization of proanthocyanidin in the presence of an
excess of phloroglucinol was used to analyze the content of proanthocyanidins, their monomeric composition, and
their mDP, as described by Kennedy and Jones.”> A 10 mL sample of wine was evaporated under a low-pressure
vacuum (Univapo 100 ECH, Uni Equip, Germany). Subsequently, it was resuspended in 6 mL of distilled water and
then applied to Set Pak Plus (C18 Environmental cartridges (Waters, Milford, MA, USA) that had previously been
activated with 10 mL of methanol and 15 mL of water. The samples were washed with 15 mL of distilled water, and
then the proanthocyanidins were eluted with 12 mL of methanol, immediately evaporated under a vacuum, and
redissolved in 2 mL of methanol. Finally, 100 pL of this sample was reacted with a 100 uL phloroglucinol solution
(0.2 N HCI in methanol, containing 100 g/L phloroglucinol and 20 g/L ascorbic acid) at 50 °C for 20 min. The
reaction was stopped by adding 1000 uL of 40 mM aqueous sodium acetate. Reversed-phase HPLC analysis (Agilent
series 1200 HPLC-DAD) was carried out with an Agilent Zorbax Eclipse XDBCI18, 4.6 x 250 mm, 5 pm column
(Agilent Technologies) as described below, and the injection volume was 30 pL. The solvents used were 1% aqueous
acetic acid (solvent A) and methanol (solvent B) at a flow rate of 1 mL/min. The elution conditions were 1.0 mL/min.
Elution was performed with a gradient starting at 5% B for 10 min, a linear gradient from 5 to 20% B in 20 min, and
a linear gradient from 20 to 40% B in 25 min. The column was then washed with 90% B for 10 min and re-
equilibrated with 5% B for 5 min before the next injection. The monomers (+)-catechin, (—)-epicatechin, and (—)-
epicatechin-3-O-gallate were identified by comparing their retention times with those of the pure compounds. The
phoroglucinol adducts of (+)-catechin, (—)-epicatechin, (—)-epigallocatechin, and (—)-epicatechin-3-O-gallate were
identified by their retention time (described in the literature) and confirmed through an HPLC-MS analysis. Analyses
were performed with the Agilent 1200 series HPLC using an Agilent 6210 time-of-flight (TOF) mass spectrometer
equipped with an electrospray ionization system (ESI). Elution was carried out under the same HPLC analysis
conditions described below. The capillary voltage was 3.5 kV. Nitrogen was used both as a dry gas at a flow rate of
12 L/min at 350 °C and as a nebulizer gas at 60 psi. Spectra were recorded in positive ion mode between m/z 50 and
2400. This assay was also carried out without the addition of phloroglucinol to measure the flavan-3-ol monomers
that are naturally present in wine. The number of terminal subunits was considered to be the difference between the
total monomers measured in normal conditions (with phoroglucinol and acid) and that obtained when the analysis
was performed without phloroglucinol and acid addition. The number of extension subunits was considered as the
addition of all the phloroglucinol adducts. The mDP was calculated by adding the terminal and extension subunits (in
moles) and dividing by the terminal subunits. Because acid catalysis with phloroglucinol is not completely efficient,
the real yield of the reaction was measured using a pure B2 proanthocyanidin dimer [(—)-epicatechin-(4—8)-(—)-
epicatechin]. This yield was used to calculate the total proanthocyanidin concentration from wine.

Polysaccharide Analysis. Wine samples were processed using the methodology described by Ayestaran et al.’’

Briefly, 10 mL of wine was centrifuged (8500 rpm, 20 min) by a Biofuge Primo centrifuge (Heracus, Hanau,
Germany), and the supernatant was concentrated to a final volume of 2 mL using a vacuum evaporator (Univapo
100ECH, Uniequip, Martinsried, Germany). Total soluble polysaccharides were precipitated by adding 10 mL of cold
acidified ethanol (0.3 M HCI in absolute ethanol) and kept for 24 h at 4 °C. Then, the samples were centrifuged (8500
rpm, 10 min, 4 °C), the supernatants were discarded, and the pellets were washed four times with cold ethanol to
remove the interference materials. Finally, the precipitates were dissolved in 1mL of ultrapure water, frozen to —80
°C, and freeze-dried using a lyophilizer Christ Alpha 1-4 (Martin Christ, Osterode am Harz, Germany). To determine
the molecular distribution and quantify the polysaccharides obtained from wines, the soluble fractions were analyzed
by high resolution size exclusion chromatography (HRSEC) using a refraction index detector (RID). The lyophilized
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samples were resuspended in 1mL of 30mM ammonium formate and filtered through a 0.45 pumpore size nylon
membrane, after which 100 pL was injected onto the column. Separation was carried out at 20 °C using two Shodex
OHpak SB-803 HQ and SB-804 HQ columns connected in series (300mm x 8mm i.d.; Showa Denko, Japan). The
mobile phase consists of an aqueous solution of 30mM ammonium formate, applied with a constant flow of
0.6mL/min for 60 min, and a RID cell temperature of 35 °C. The molecular weight distribution of the wine fractions
was followed by calibration with pullulan and dextran standards of different molecular weights (see above). The
polysaccharides were quantified on the basis of the peak area for each fraction, using the external standard method
with pectin and dextran commercial standards. The calibration curve was obtained by injecting standard solutions,
under the same conditions as for the samples analyzed, in the range between 0 and 2 g/L.

Sensory Analysis. All of the wines were tasted by a group of eight expert enologists from the Rovira i Virgili
University 6 months after bottling. A sensory training session was held beforehand so that the experts could
homogenize criteria. They all took part in two descriptive trials in which they evaluated each wine for six sensorial
attributes on a scale from 1 to 10: fruitiness, vegetal, acidity, astringency, bitterness, and mouthfeel. The values
indicate the intensity of the sensation for each attribute. The first trial was focalized to maturity employing wines of 2
and 3 weeks of maceration, and the data correspond to the average of both maceration times. The second trial was
focalized to maceration length, and all samples were tasted.

Statistical Analysis. All of the data are expressed as the arithmetic average of three replicates. Two- and one-
factor ANOVA tests were carried out with SPSS software.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the changes in sugar concentration and Titratable acidity of the grape juices of both
cultivars at the three different ripening stages. As expected, sugar concentration increased throughout the
maturation time, whereas titratable acidity decreased. All of these data confirm that the grapes had
ripened correctly and that the three crops were different from one another.

Table 1. Changes on sugar concentration and titratable acidity of the grape juices
of both cultivars at the three different ripening stages.

Cultivar Maturity Level Sugar content (g/L) Titratable Acidity (g/L)
1 192,1£1,7 a 9,9+0,3 ¢
Cabernet Sauvignon 2 217,6£1,7b 7,1£0,5 b
3 236,3+1,7 ¢ 59+0,7 a
1 192,1+3,4 a 6,1+0,3 ¢
Tempranillo 2 204,0+1,7 b 5,1+0,1 b
3 217,6+1,7 ¢ 3,8+0,1 a

Results are expressed as the average values of twelve replicates + standard deviation (n=12).
Different letters indicate statistical differences (p < 0.05) for an ANOVA test

Tables 2 (Cabernet Sauvignon) and 3 (Tempranillo) show the evolution of ethanol content, pH, total
anthocyanin concentration (measured by spectrophotometry), and total phenolic index (TPI) of different
wines as a function of the level of maturity and the length of maceration. The ethanol content of wines
increased throughout ripening in both cultivars, and their values were, in general terms, in agreement with
the corresponding sugar concentration observed in grapes. As expected, the length of maceration seems
not to have any influence on this parameter with the only exception of the Cabernet Sauvignon wines
from the latest harvest. This may be due to the presence of some dried grapes, which delay their sugar
release and are therefore responsible for the increased ethanol content observed after the second week of
maceration.

As expected, ripening had a clear effect on wine pH (the riper the grape, the higher the pH). In general
terms, maceration length also affected wine pH. The longer the maceration time, the higher the pH. This
effect was clearer when the grapes were riper.

Total anthocyanin content also increased throughout ripening in both cultivars, which indicates that
grape skins have also ripe. These data are in agreement with data from other studies’*® and confirm the
previously described influence of ripening on anthocyanin concentration.*** In contrast, total
anthocyanin concentration diminished when the maceration time was longer. This observation may be
due to different causes. On the one hand, anthocyanins may be degraded and/or absorbed by yeasts and
the tank surface,”® and, on the other hand, anthocyanins can be transformed in new pigments with a
different maximum wavelength.

© 2012 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf302064n | J. Agric. Food Chem. 2012, 60, 7988-8001

98



UNIVERSITAT ROVIRA I

INFLUENCIA DE LA MADUREZ DE LA UVA Y DE CIERTAS PRACTICAS VITIVINICOLAS SOBRE EL COLOR, LOS

Y LOS POLISACARIDOS D
Mariona Gil Cortiella
Diposit Legal: T.183-

VIRGILI

EL VINO TINTO

COMPUESTOS FENOLICOS

2014 CaPITULO |
Table 2. General analytic parameters of Cabernet sauvignon wines.
Maturity Maceration length (weeks)
Parameter I |
eve 1 2 3 4 GLOBAL
Ethanol 1 121+01a, A  121:01a,A 121£00q A 121:01a,A 12.1#0.0a
con:::t 2 137+0.0B,A  13.7+00B,A 13.8+0.1B,A 13.8+0.1B A 13.8%0.0b
3 140+03B,A  146£00y,B  146+0.1y,B  14.6%02y,B  14.4%0.0c
(% v/v) GLOBAL 13.340.0a 13.5+0.0b 13.5£0.0b 135+00p  Printeraction
value: 0.0022
1 34140050, A 3.47:004a,A 3510040, AB 3.57£0120,B 3.49%0.0la
2 3.73£0.04B,AB 3.71£0.03BA 3.76+001B,B 3.76+0.040,B 3.73#0.01b
pH 3 3.78+0.01B,AB 3.78+0.01ly,A 3.79+0.01B,AB 3.85:0.07p,B 3.80+0.01c
GLOBAL 3.64+0.01a 3.65+0.01ab  3.69+0.01bc  3.72+0.01c P-interaction
value: 0.0158
Total 1 653+290, C 615£320,C 553£320, B 462£360,A  571+10a
antho"c aanins 2 81066 B, C 738416 B, C 63062 q, B 606 +7 B, A 696+10b
4 3 920+ 10y, C 929416y, C 823+126, B 737£31y, A 852+10¢
(mg/L) GLOBAL 794+11d 761+11¢ 669+ 11b 602+11q  Printeraction
value: 0.2244
1 400t170,A  474t17q,B 51.8%3.1a,BC 523:t28a,C 47.9206a
2 49.7+35B,A  563%09B,B  615£29B,C 62.7t03p,C 57.6+0.6b
Pl 3 544+16B, A  662+04y,B 67.6+18y,B  684:t20y,B  64.2+0.6c
GLOBAL 48.0+0.7a 56.6+0.7b 60.3+0.7¢ 61.1+0.7¢  P-interaction
value: 0.4611

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). Total anthocyanins are expressed as mg/L of malvidine-O-3-glucoside. TPI corresponds to the Total
Phenolic Index. Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of
the same maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the
wines of the same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to

compare all data by two-factor ANOVA.

Table 3. General analytic parameters of Tempranillo wines.

Maturity Maceration length (weeks)
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL

Eehanol 1 121+04q A 119+04a,A  11.9+03q,A 119:00a,A 120%0.1a
con:::t 2 12.740.1B, A 12.8+0.0B, A 129+0.1B,A 12.7+0.1B,A 12.840.1b
3 141+03y, A 142+0.1y, A 140+03y,A 138402y, A  14.0t0.1c
(%v/v)  GLOBAL 13.0%0.1a 13.0+01a 12.9t01a 12.8+0.1q P Interaction
value: 0.7711

1 34040020,A  3.40+002a, A 342t002a,A 3.40400l0,A 3.40%0.01a

2 365+0.03B,A 3.68+0.01B,AB 3.67+001B, A 3.67+0.02B,B 3.69%0.01b

pH 3 3.67+0.05B,A 3.73+0.0ly, AB 3.80+0.11y,BC 3.89+0.0ly,C 3.77#0.01c
GLOBAL  3.57%0.0la 3.60+0.01ab 3.63+0.01b 3.69+002c P Interaction
value: 0.0150

total 1 458+ 47 o, B 405+37 0, B 270+180,A  282+36a,A  354+12a

antho‘l aanins 2 655+ 63 B, C 582424B,BC  531+21B,AB  473+11B,A  561%12b

4 3 622468, B 581286, B 550424 B,AB  483+13B,A  560+12b
(mg/l)  GLOBAL 578+13d 523#13¢ 451+13b 414+14q P Interaction
value: 0.1823

1 458+18a,A 487+190,A  460+21a,A 496%240,A 475:07a

2 57.4+2.7B, A 59.1+14B,A  59.8+15B, A 599+18B,A 59.0£0.7b

PI 3 56.8+45B,A  59.9+33B, AB  63.0+17B,B 628+15B B  60.6%0.7b
GLOBAL 53.3+0.8a 55.9+0.8b 56.3+0.8b 57.4+0.9p P Interaction

value: 0.3567

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). Total anthocyanins are expressed as mg/L of malvidine-O-3-glucoside. TPI corresponds to the Total
Phenolic Index. Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of
the same maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the
wines of the same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to
compare all data by two-factor ANOVA.
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Table 4. Color Parameters. Cabernet Sauvignon wines.

Maceration length (weeks)

Maturity
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL
1 112+06a,A  122:03aqA 11.9t04q A 120:09a,A  11.8%0.2a
o 2 141+14B,A 1484048, A 14109, A 140+02B,A  14.3%0.2b
3 141+05B,A  151+0.4p, A 14.7+0.1B, A 146+10B,A  14.7:0.2b
GLOBAL  13.1£0.2a 14.1£0.2b 13.6+0.2ab 13.5£0.2ap P Interaction
value: 0.9550
1 561+240,B  561+19a,B  544+12q,AB  499+40a,A  54.1%06a
o 2 56.9+220,A  57.2+0.6a A 5474230, A 541+080,A  557+0.6a
3 55340.70,B  558+03a,B 54.9+0.1a,B 524+250,A 54.6+0.6a
GLOBAL  56.1£0.6b 56.4£0.6b 54.6£0.6 b 52.1:06a P Interaction
value: 0.5815
1 515+34B,B  47.0:07p A 473+1.0, A 465+23p, A 481+051b
L 2 432+31a,A 4114090 A 4244190, A 42.6+01a,A 42.3+0.51a
3 423+11q,B 3994070, A  41.0t02a,AB  409+2.1a,AB 41.0:051a
GLOBAL  45.7£0.6b 42.7:06a 43.6:0.6a 433+06a  P-Interaction
value: 0.4540
1 514+2640,A 61140720, A 726097, AB _ 9.69+0850,B 7.05%036a
" 2 837+1.040aB,A 10.18+0.77B,AB 12.56+2.07B,BC 13.34+0.88B,C 11.11+0.36b
3 885+0.86B, A 9.78+0.62B,A  11.87+0.77B,B 13.30+1.13B,B 10.95%0.36b
GLOBAL  7.45:0.42a 8.60£0.42b 10.56 £ 0.42 12.11+0.424 P Interaction
value: 0.8694

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). CI: Color Intensity, C*: Chroma, L*: Lightness and H*: Hue. Different letters indicate statistical
differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same maceration length and different maturity
level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the same maturity level and different
maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by two-factor ANOVA.

Table 5. Color Parameters. Tempranillo wines.

Maceration length (weeks)

Maturity
Parameter I I
eve 1 2 3 4 GLOBAL
1 124+080,B  123406a,B 1194050, AB  11.1406a,A  11.9202a
a 2 1374020, A  14.0+0.1B, A 133+13q,A 128+12B,A  13.5:0.2b
3 147+1.28,B 143+08B,B  129+130,AB  11.6+02aB,A  13.4%0.2b
GLOBAL  13.6+0.3c 13.50.3¢ 12.7+0.3b 11.8+0.3q P Interaction
value: 0.3864
1 5714100, B 551+12q,B 478+13q,A 484+250,A  521%05a
o 2 5794020q,C  552+0.5a,B 53.9+0.5p, B 496+260,A  542+0.5b
3 583+080q,C  55940.7a,CB  52.9+3.6B,B 485+040,A  53.9%0.5b
GLOBAL  57.8+0.5d 55.4+05¢ 51.5+0.5b 48.8+0.5q P Interaction
value: 0.0398
1 445%22p, A  440+168, A 4314130, A 461+15B, A  44.4%0.6b
" 2 419+040aB,A  403%02q,A 416+3.70,A 421+280,A 41.5+0.6a
3 3994250, A  404+17a,A  429+28a,AB  463+05B,B  42406a
GLOBAL  42.1%0.7a 41.5+07a 42.6+07a 448+07p P Interaction
value: 0.1827
1 363.4+1.0B,B 3623+2.1B, AB  3594+06q, A 3608+33a,AB  361.520.5b
" 2 3585+0.7a0,A 357.7+01a,A  357.9+20a A  3582+25a,A 358.1%0.5a
3 356.6+130,A 3556+07a,A  357.6+15a,A  357.3+03a,A 356.8%0.5a
GLOBAL  359.5:0.5a 3585+05a 3583+05a 358.8+0.5q P Interaction
value: 0.1234

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). CL: Color Intensity, C*: Chroma, L*: Lightness and H*: Hue. Different letters indicate statistical
differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same maceration length and different maturity
level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the same maturity level and different
maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by two-factor ANOVA.

© 2012 American Chemical Society
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Maturity and maceration length also influence the total phenolic content of wines in both cultivars.
Specifically, TPI was higher when the grapes were riper and when the maceration length was longer.
These results are quite logical and coincide with those of previous studies.*®"’

The changes in the color parameters of wines from both cultivars are shown in Tables 4 (Cabernet
Sauvignon) and 5 (Tempranillo). In general terms, the wine color intensity (CI) of both cultivars
increased and lightness (L*) decreased with maturity, especially between the first and second harvests. In
contrast, neither chroma (C*) nor hue (H*) showed a clear trend. These data confirm that wines from
riper grapes show a deeper red color.

The effect of the length of maceration, however, seemed to depend on the cultivar. Therefore, the
behavior of CI and C* was not well-defined for Cabernet Sauvignon wines, but both parameters
decreased significantly with maceration length in Tempranillo wines. L* did not show a clear trend
during maceration in either of the cultivars. However, it increased significantly in the third harvest of
Tempranillo and decreased significantly between the first and the second weeks of Cabernet Sauvignon
from the first harvest. Finally, H* increased significantly with maceration time in Cabernet Sauvignon
wines, whereas no clear behavior was found in Tempranillo wines.

Table 6. Anthocyanidin quantification by HPLC-DAD (mg Malvidine-O-3-glucdside/L). Cabernet sauvignon

wines.
Maturity Maceration length (weeks)
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL
1 306.2t19.9a,D 250.9+29.90,C 207.6+189a,B 139.4:207a, A 2261%52a
Total 2 288.0+11.90a,B  2533+540a,B  1958:3650,A 1853+3.3B,A  230.6+524q
anthocyanins 3 4141+117B,D 380.1+7.0B,C  315.0:88B,B  2664+58y,A 343.9:5.2b
HPLC - .
(HPLC) GLOBAL  336.1%6.0d 294.846.0c 239.5+6.0b 197.1+6.0q P Interaction
value: 0.0744
1 209.4+116a,C 173.5+222q,B 1442 +13.40,B 96.6+149qa,A 155.9+3.6a
Anthocyanidin- 2 210.0+45¢q,C 183.4+330q,B 148.0+ 2540, A 139.1+3.5B,A 170.1+3.6 b
3- 3 296.1+7.0B8,D 276.0+4.7B,C 230.6+5.183,B 197.8+39y, A 250.1+3.6c¢
monoglucosides p- interaction
+ + + +
(HPLC) GLOBAL 238.5+4.1d 211.0+4.1c 174.3+4.1b 144.5+4.1a value: 0.0804
1 84.1+7.5B,D 67.2+6.5B,C 55.4+4.4B,B 379+52a,A 61.1+15b
Acetylated 2 63.4+6.10,B 58.0+150a,B 40.0£9.00a, A 38.7+1.50,A 50.0+1.5a
anthocyanins 3 100.9+45y,D  89.0+2.1y,C 72.7+35y,B 80.5+15B,A  80.5%1.5c
HPLC p .
(HPLC) GLOBAL  82.8+1.7d 71.4+1.7¢ 56.1+1.7b 453%17q P Interaction
value: 0.0346
1 12.7+1.0q,D 103+1.1qa,C 81+120,B 49+090a, A 9.0+0.3a
p-Coumarylated 2 146+16a,C 11.9+0.6B,B 7.8+22a,A 7.5+0.2B,A 10.4+0.3b
anthocyanins 3 17.2+0.48,D 15.1+0.1y,C 11.7+0.4B,B 9.2+0.2y,A 13.3+0.3c¢c
HPLC - i i
(HPLC) GLOBAL  14.840.3d 12.4%0.3c¢ 9.2+0.3b 7.2403a p- Interaction
value: 0.3105

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for maceration
length). Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same
maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the
same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by
two-factor ANOVA.

Tables 6 and 7 show the quantification of anthocyanins by HPLC-DAD in Cabernet Sauvignon and

Tempranillo wines, respectively. Cabernet Sauvignon wines had higher anthocyanin concentrations than
Tempranillo wines at similar maturation stages and maceration times. Moreover, Cabernet Sauvignon
wines had a significantly higher proportion of acetylated anthocyanins and a lower proportion of
coumarylated anthocyanins than their corresponding Tempranillo wines. These differences in the
proportion of acetylated and coumarylated anthocyanins have previously been described by other authors
and are currently used as parameters to distinguish varieties.”’

As a general rule, the total anthocyanin concentrations determined by HPLC-DAD were similar to,
although somewhat lower than, the total anthocyanin concentrations measured by spectrophotometry.
This is logical because Spectrophotometric analysis includes the contribution from other pigments in the
measurement and, therefore, overestimates the total anthocyanin concentration, whereas the HPLC-DAD
methods detect only free anthocyanins.”® The total anthocyanin concentration of wines from both
cultivars tended to increase significantly with maturity,”” although in some cases a slight decrease
between the first and second harvests was detected. In contrast, total anthocyanin concentration decreased
significantly with maceration length.*'*® In general terms, this behavior was observed in both nonacylated
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and acylated anthocyanins (acetylated and coumarylated). As has been mentioned above, these results are
in agreement with previously published data.

Table 7. Anthocyanidin quantification by HPLC-DAD (mg Malvidine-O-3-glucoside/L). Tempranillo wines.

Maturity Maceration length (weeks)
Parameter I I
eve 1 2 3 4 GLOBAL
1 168.5+32.7q,B 1347+247a,B  303%11.60,A  47.5t2250,A 953%5.64a
Total 2 194.4+8.60a,C 138.8+109a,B 1186+22.7B,AB 87.4%16.9B,A 134.8+6.0b
anthocyanins 3 267.5£22.8B,C 229.5+209B,B 201.4+14.9y,B  162.1%7.4y,A  2151%56¢
HPLC » -
(HPLC) GLOBAL  210.2+6.5¢ 167.7+6.5b 116.8+6.5a 99.047.0q P Interaction
value: 0.0159
1 131.3+27.70,B 95.7+26.50a,B 16.3+5.20,A 31.5+£17.0a, A 68.7+4.9a
Anthocyanidin- 2 162.8+6.0a,C 1179+9.2a,B 101.5+ 198 B, AB 75.2+14.7B,A 14.4+52b
3- 3 208.2+20.7B3,C 180.1+17.73,BC 158.7+12.2y,B 127.2+5.7y,A 168.5+4.9c
monoglucosides p- interaction
+ + + +
(HPLC) GLOBAL 167.4+5.7c 131.2+5.7b 92.2+5.7a 77.9+6.1a value: 0.0291
1 25.0+4.1B,B 29.6+2.6B,B 126+6.0a,A 13.8+6.0aB, A 20.3+0.9b
Acetylated 2 150+150q,C 103+0.70a,B 8.5+0.9a, AB 6.7+090a, A 10.1+1.0a
anthocyanins 3 31.1+1.0vy,C 28.1+1.8B,BC 249+1.78,B 204+168,A 26.1+0.9c
HPLC - i i
(HPLO) GLOBAL  23.7+1.0b 22.7+1.0b 15.3+1.0a 13.7+1.1q P Ineraction
value: 0.0078
1 123+3.4q,B 94+0.80q,B 14+040a,A 22+110a,A 6.3+0.5a
p-Coumarylated 2 16.6+1.4qa,C 106+1.2a,B 8.5+1.9,AB 55+1.28,A 10.3+0.6 b
anthocyanins 3 28.2+34B,C 21.2+19B,B 17.8+1.5y, AB 146+03y,A 20.41+0.5¢
HPLC . .
(HPLO) GLOBAL  19.0#0.6¢ 13.7+0.6b 9.240.6a 7.4%07q P Interaction

value: 0.1277

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for maceration
length). Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same
maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the
same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by

two-factor ANOVA.

Table 8. Proanthocyanidin analysis by phloroglucinolysis. Cabernet sauvignon wines.

Maturity Maceration length (weeks)
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL
1 1007+72a,A  1116+91a,A 1830+87 q, B 1751+82a,B  1426t50a
Total 2 1162+151a, A  1574+25aB, B 2135+83a,C  2101+170aB,C  1743%52b
. 3 1281+125a,A  2088+332B,B  2066+267a,B  2171+192B,B  1902%52¢
Proanthocyanidins int ti
GLOBAL  1150%59a 1593163 b 2010+59¢ 2008+53c  P-lnteraction
value: 0.0434
1 8340490, C 690+029a,B  631+031a,AB  6.14+0420,A 6.9320.13a
2 8924050,C  690+027a,B 652+028¢,AB  6.03+0250,A 7.09%0.14a
mDP 3 10.50+0.53B,B 12.15+0.838,C 8.93+0.16B,A  8.26+0.68B, A 9.96+0.14b
GLOBAL  9.25+0.16¢ 8.65+0.16 b 7.26+0.16 a 6.81+0.15q P Interaction
value: 0.0000
1 308+020,C  248+08a,B 2314094, A 231+06a,A  254%02a
2 33.6+0.8B,C 27.3+0.7B,B 252+0.7B, A 242+080a,A  27.6+0.2b
%Prodelphinidines 3 34.4+0.6B,C 294402y, B 275+1.2y, A 267+02B,A  295%0.2c
GLOBAL  32.9+02c 27.1+02b 253+02a 247+02q  PInteraction
value: 0.2941
1 394030, A 63+05,B 63+020,B 6.1+0.16,8B 57+01b
2 3.4+0.0a,A 53+0.1q,B 56+0.60,B 56+03a,B 50+01a
%Galloilation 3 33+04a, A 5.9+0.0 aB, B 564030, B 5.4+0.1q,B 50+01a
GLOBAL  3.52%0.1a 58+0.1b 58+0.1b 57+01b p- Interaction
value: 0.6579

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity level
and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for maceration length).
Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same maceration length
and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the same maturity level and
different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by two-factor ANOVA.
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The results of analyzing wine proanthocyanidins obtained by acid depolymerization in the presence of
excess phloroglucinol are shown in Tables 8 (Cabernet Sauvignon) and 9 (Tempranillo). The total
proanthocyanidin concentration of Cabernet Sauvignon wines was affected by maturity and maceration
length and, in general, was higher when the grapes were riper and the maceration longer. These data are
completely logical and agree with the data available in the literature.*"***” Moreover, maturity seems to
affect proanthocyanidin extractability. In the first harvest, when the grapes were very unripe, no changes
were observed in the proanthocyanidin concentration between the first and second weeks of maceration,
and it was necessary to wait until the third week of maceration to observe any significant increase. In the
second harvest, when grapes were more or less ripe, the proanthocyanidin concentration increased
significantly until the third week of maceration, when the values stabilized. Finally, in the third harvest,
when the grapes were very ripe, the proanthocyanidin concentration increased significantly until the
second week of maceration, which indicates that thorough extraction was achieved quickly. It seems
therefore that the riper the grapes are, the faster the solubilization of proanthocyanidins.

In contrast, the total proanthocyanidin concentration in Tempranillo wines was not affected by the
maturity level of the grapes. In fact, no significant differences in this parameter were found at any
maturity level with the only exception being the second harvest and 4 weeks of maceration. These
unexpected data seem to indicate that the Tempranillo grapes used in this study were not really well-
ripened, at least as far as the skins and seeds are concerned. Nevertheless, maceration length affects
Tempranillo in a similar way as Cabernet Sauvignon wines inasmuch as the global proanthocyanidin
concentration was greater when the maceration was longer,* despite this behavior not being shown in all
maturity levels.

Table 9. Proanthocyanidin analysis by phloroglucinolysis. Tempranillo wines.

Maturity Maceration length (weeks)
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL

1 1049£96 0, A  1238+100q, AB 1248+ 10a, AB 1304+ 128B,B  1211+34a

Total 2 1150+ 1280, A  1084+234a,A  1176+120a,A  1076+5la,A  1121+36a

. 3 1061+740,A  1266+153q,AB  1178+77a, A 1415+46B,B  1229+37a

Proanthocyanidins int i

GLOBAL  1087%42a 1197+ 42 ab 1201 40 ab 1264+40p P IMteraction
value: 0.1131
1 9.06£0.15p,C  7.274018a,B  621£022a,A  624t0290,A 7.1940.08a
2 9.35+037p,C 7.764044q,B  7.02+0.17B,A 6560330, A 7.67£0.08b
mDP 3 727t0350,B  89%0.02B,C  7.57£003y,B  634:0050,A 7.52£0.09b
GLOBAL  856%0.10d 7.9740.10 ¢ 6.93£0.10 b 6.3810.10q P Interaction
value: 0.0000

1 189+028,C  17.8%0.1q,B 166406 A 168t020,A  17.52034a

2 183:13B,A  175+14qA 18.4£0.8 0, A 172+110,A  17.8403a

%Prodelphinidines 3 154+10a,A  27.2+0.7B,C  246+40B,BC  220:07B,B  22.3+04b
GLOBAL  17.5%0.4a 20.8+0.4b 19.9+0.4b 18.7+0.4q P Interaction
value: 0.0000

1 28+0.1B, A 32:00B,B 41+03B,C 3.8+0.1B,C 35%0.1c¢

2 23+0.10,A 27+02q,B 29+0.1q,B 3.6+0.2B,C 2.9+0.1b

%Galloilation 3 3.0£0.26,8B 23:030q,A 2.5+0.50,AB 26+010,AB  2.6#0.1a
GLOBAL  2.7+0.1a 2.840.1a 3.2+0.1b 3.4%0.1b p- interaction
value: 0.0000

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity level
and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for maceration length).
Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of the same maceration length
and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the wines of the same maturity level and
different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to compare all data by two-factor ANOVA.

In general terms, the mDP of proanthocyanidins of wines from both cultivars increased significantly
when the grapes were riper. This increase in mDP throughout ripening has previously been described by
other authors.””* As is well-known, seed proanthocyanidins have a lower mDP than skin
proanthocyanidins. '**®' Consequently, the mDP of wines from riper grapes may be higher for two
reasons. First, the mDP of grape proanthocyanidins increases with maturity or, second, riper grapes
release a higher proportion of proanthocyanidins from skins than from seeds. Both alternatives are
possible. In our particular case, the increase in mDP in wines from riper grapes was much clearer in
Cabernet Sauvignon than in Tempranillo wines, which indicates, as has been mentioned above, that
Tempranillo skins and seeds are less ripe than those of Cabernet Sauvignon.

Maceration length also had a significant effect on the proanthocyanidin mDP of wines from both
cultivars. In the wines from the first and second harvests the mDP decreased continuously throughout
maceration time. In contrast, the wines from the third harvest of both cultivars behaved somewhat
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differently because the mDP increased between the first and second weeks and then decreased
significantly. These interesting data suggest that the solubilization kinetics of skin and seed
proanthocyanidins are different and confirm that proanthocyanidins are released more quickly from skins
than from seeds.'"*

Moreover, the maturity level of grapes also seems to have a different effect on proanthocyanidin
extraction kinetics from skins and seeds during the wine maceration process. The observed increase in
proanthocyanidin mDP between the first and second weeks of maceration in wines from both cultivars in
the third harvest suggests that the riper grapes can release higher amounts of skin proanthocyanidins and
for a longer time. These data also suggest that seed proanthocyanidins from riper grapes are released more
slowly.

The percentage of prodelphinidins also supports these findings. Specifically, the proportion of
prodelphinidins tends to increase in wines from the riper grapes and to decrease throughout maceration
time in both cultivars. Because prodelphinidins are present only in skins,”'" these data confirm that
maturation increases the amount of skin proanthocyanidins released into wine. The changes in the
percentage of galloylation also support this behavior. It is wellknown that seed proanthocyanidins have a
higher presence of (—)-epicatechin gallate than skin proanthocyanidins.'™'!" Consequently, the observed
decrease in this percentage when the grapes are riper indicates that the contribution of seeds to total wine
proanthocyanidins tends to decrease with maturity.

These results also indicate that the maceration length significantly affects the percentage of
prodelphinidins and galloylation. These two parameters behaved quite differently as the percentage of
prodelphinidins decreased throughout maceration, whereas the percentage of galloylation increased.
Because seeds have no (—)-epigallocatechin and have a higher proportion of (—)-epicatechin gallate,'
these results also support that skin proanthocyanidins are released more quickly than seed
proanthocyanidins.

Tables 10 and 11 show the polysaccharide concentration of Cabernet Sauvignon and Tempranillo
wines, respectively. In general terms, the total wine polysaccharide concentration tended to increase with
maturity in both cultivars and at any maceration time. However, the increase was slight and, sometimes,
nonsignificant. The molecular weight fractions also tended to increase. The one exception was the
medium molecular weight fraction of Tempranillo wines, which did not change, and the high molecular
weight fraction of Cabernet Sauvignon wines, which decreased in wines from the ripest grapes.

Table 10. Polysaccharide analysis by HRSEC (mg POLYSACCHARIDE/L). Cabernet sauvignon wines.

Maceration length (weeks)

Maturity
Parameter I I
eve 1 2 3 4 GLOBAL

. 1 463.0+18.10,A 552.4+28208,B 6132+260,C 677.14265aB,D 576.4%6.8a
=%, 2 4885+4550,A 5422+960, A  667.9+215B B 658.6+162q,B 589.3%6.8a
g8 3 3 6109+12.4B,A 591.1+23.2B,A 6535+1478,B  710.1+0.7B,C  641.4%6.8b
& GLOBAL  520.8%8.6a 561.1+7.5b 644.9+7.5¢ 682.0+8.14 P Interaction
value: 0.0009
- 1 1197+01a,A  1345+740a,B  161.8+7.2B,C  171.6+7.2B,C  147.7:3.3b
=5, 2 1255+86a, A 1301+9.1a A  1559+13.78,B  199.0431.98,C 154.6+3.3b
s§s 3 1157 +46a, A 1213+72a A 13284920, AB  1424+98a,B  1255%3.3a

T = = . .
g GLOBAL  120.3%4.1a 128.6+3.6a 152.0+3.6 b 169.4+3.8c  P-Interaction
value: 0.0083
- 1 2007+84a,A 240.1+235a,B 2504+193a,BC 290.9+18.0B,C 247.5+49a
5, 2 225043460, A 252.0+4.6aB, A  3047+2.6B,B  256.1+430,A 259.844.9a
Sgs 3 2439+710,A 277.4+9.0B,B  303.0+1.8B,BC  3180+17.4y,C 284.7+4.9b
23 GLOBAL  223.246.2a 256.545.4 b 288.25.4 ¢ 288.2+5.8¢ p- Interaction
value: 0.0220
- 1 1425+98a, A 177.8+1250aB,A 1866+154q,B  2223+21.7a,C 181.2%4.6a
=5, 2 138.0+17.8a,A 160.1+133a, A 1948+52qB  2035+114q,B 174.9%4.6a
S§s 3 2512+2408,B 192.4+167B,A 231.4+189B,B  236.8+23.4B,B 231.2+4.6b

_i — - . . .
& GLOBAL  177.3%5.8a 176.8+5.1a 204.6+5.1b 2243+55¢  PInteraction
value: 0.0012

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). H.M.W. Polysaccharides: High Molecular Weight Fraction (M.W.>75KDa); M.M.W. Polysaccharides:
Medium Molecular Weight Fraction (75KDa>M.W.>15KDa); L.M.W. Polysaccharides: Low Molecular Weight Fraction
(M.W.<15KDa). Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of
the same maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the
wines of the same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to
compare all data by two-factor ANOVA.
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Theoretically, the progressive pectin degradation that takes place throughout ripening in skin cell
walls*™*! should favor polysaccharide solubilization in the grape juice. Consequently, wines from riper
grapes should have a higher polysaccharide concentration. However, the higher ethanol concentration of
wines from riper grapes could also induce greater precipitation of polysaccharides, which would explain

why their concentration increased only slightly with maturation.

Table 11. Polysaccharide analysis by HRSEC (mg POLYSACCHARIDE/L). Tempranillo wines.

Maceration length (weeks)

Maturity
Parameter level
eve 1 2 3 4 GLOBAL

. 1 369.8+11.0a, A 429.1+345q,BC 4050+1230,AB 4455+149q,C 412.42150a
- 2 385.1459.60,A 501.9+959a, A 503.6+96.8a,A 5053+47.3B,A 473.9+15.0b
82 3 3 3502+50.10,A 468.8+47.1a,B 453.0+360a,B  570.2+10.8y,C 460.6+15.9b
e GLOBAL 368.4%17.3a  466.5%187bc  453.9+17.3b 507.0+17.3¢ P Interaction
value: 0.2635
o 1 1190+71a, A 132.7:66a,8  139.0t98a,C  1686+1670a,D 1388%28a
=5, 2 120.8+11.3a,A 164.8+1508,B 167.3+20.1B,BC 191.1+10.1B,C 161.9+2.8b
sgs 3 1282+6.5a0, A 156.6+17.0aB,B  175.7+8.8B,C  1953+4.68,D 164.843.0b

I' = = i o
I GLOBAL  122.7+3.3a 151.4+3.5b 164.6+3.3¢ 181.9+3.34 P Interaction
value: 0.0787
- 1 1475+112a,A 1757+148q,B 1431+1240,A 1855+227a,B  162.2%564a
=5, 2 146.9+257a,A 182.6+31.0q,A 181.5+47.10,A 1883+20.1aB,A 176.856a
s§s 3 1220+142a,A 1589+14.1q,B 169.5+10.0a,B  198.6+4.1B,C  161.0t59a
=5 GLOBAL  138.8%6.5a 172.4 7.0 be 168.1+6.5b 187.4+65c  PInteraction
value: 0.2120
- 1 1033+79aq, A 1207+137q,A  1043%62q A  1192+210a, A 111.3%74a
=5, 2 117.4+235a,A 1542+549q,A 137.1+4800, A 1259+17.1a,A 135.2%7.4b
s§s 3 99.943220,A 1532+16.0a,BC 139.8+419q,AB  1803+9.7B,C  134.847.9b

_i — - - . N
e GLOBAL  106.1%8.6a 142.7+9.3b 121.1+8.6b 137.6+86p P Interaction
value: 0.1799

Triplicates data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation (n = 3). Global data for maturity
level and maceration length are expressed as the average values + standard error (n=12 for maturity level, n=9 for
maceration length). H.M.W. Polysaccharides: High Molecular Weight Fraction (M.W.>75KDa); M.M.W. Polysaccharides:
Medium Molecular Weight Fraction (75KDa>M.W.>15KDa); L.M.W. Polysaccharides: Low Molecular Weight Fraction
(M.W.<15KDa). Different letters indicate statistical differences (p < 0.05). Greek letters are used to compare the wines of
the same maceration length and different maturity level by one-way ANOVA. Capital Latin letters are used to compare the
wines of the same maturity level and different maceration length by one-way ANOVA. Small Latin letters are used to
compare all data by two-factor ANOVA.

In contrast, the polysaccharide concentration increased significantly with maceration time in both
cultivars and at any ripening stage. This effect, which was much clearer than that exerted by maturity,
was also observed in nearly all molecular weight fractions. Fanzone et al.> have reported that highly
prized Argentinean wines contain significantly higher polysaccharide concentration than cheaper ones,
which was related with the fact that these wines are usually elaborated with longer macerations.

Cabernet Sauvignon Tempranillo

Fruitiness Fruitiness

Astringency Mouthfeel Astringency

Acdity Bitterness

Vegetal Vegetal

s Maturity 1 Maturity 2 Maturity 3

Figure 1. . Cobweb diagram of six sensory attributes obtained from sensory analysis of wines elaborated
with three different maturity levels.
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Figure 2. Sensory analysis results for the wines elaborated with
Cabernet Sauvignon, using three different maturity levels and four

different maceration lengths.

the first harvest, probably because the
wines of the second harvest were
more tannic. The mouthfeel of
second-harvest Cabernet Sauvignon
wines was higher than in the riper
grapes. However, the  general
tendency confirms that riper grapes
produce fruitier and full-bodied wines,
which are less acidic, less vegetal, less
astringent, and less bitter.

Figure 2 compares the sensory
attributes of wines as a function of
maceration time for the three maturity
levels for Cabernet Sauvignon and
Figure 3, for Tempranillo.

In the case of Tempranillo wines,
astringency, bitterness, and mouthfeel
tended to increase when macerations
were longer. However, a decrease in
mouthfeel was observed between the
third and fourth weeks of maceration
of the less ripe grapes. In contrast, no
clear tendency was detected in the
other sensory attributes, except in the
case of the wines from the third

It seems quite logical that this
increase in polysaccharide concentration
came from two possible sources. The first
was direct polysaccharide solubilization
from skins due to the longer contact time,
and the second was the release of yeast
mannoprotein  and  polysaccharides.
However, the analytical procedure used
cannot distinguish among the different
types of polysaccharide, so it is not
possible to establish the extent to which
they all contribute.

Figure 1 shows two cobweb diagrams
that compare the sensory attributes of
wines from both cultivars at the three
different levels of grape maturity. The
diagrams were built using the average
value of the second and third weeks of
maceration for each maturity level. In
general, astringency, acidity, bitterness,
and vegetal notes tended to decrease
when the grapes were riper, whereas
fruitiness and mouthfeel tended to
increase. There were some exceptions to
this  behavior. For example, in
Tempranillo wines the astringency of the
second harvest was greater than that of
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harvest, in which vegetal notes
increased with the maceration length.
In the case of Cabernet Sauvignon
wines, astringency and bitterness
tended to increase when maceration
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Figure 3. Sensory analysis results for the wines elaborated with
Tempranillo, using three different maturity levels and four different
maceration lengths.
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was longer, although this was not so in all cases. The increase in astringency was particularly clear in the
wines from the less ripe grapes, whereas no increase in bitterness was observed in the wines from the first
harvest. Mouthfeel also tended to increase with maceration length, but this was less clear than in the case
of Tempranillo. No clear trend was observed in acidity, fruitiness, or vegetal notes.

It can be concluded that grape maturity and maceration length really have a considerable influence on
the color, chemical composition, and sensory quality of wines. In general, color intensity and the
concentrations of anthocyanins, proanthocyanidins, and polysaccharides are higher when the grapes are
riper. The changes in proanthocyanidins are also interesting inasmuch as the percentages of mDP and
prodelphinidin are greater and the galloylation percentage is lower in wines from riper grapes. This
suggests that grape maturity favors skin proanthocyanidin extraction. These chemical changes may
explain the differences observed in some of the sensory attributes of these wines. Specifically, the
decrease in astringency and bitterness may be associated with the increase in prodelphinidins and
polysaccharides and with the decrease in the percentage of proanthocyanidin galloylation. On the other
hand, when macerations were longer, color and anthocyanin concentration tended to decrease, whereas
polysaccharide and proanthocyanidin concentration tended to increase. The mDP and prodelphinidin
percentage also decreased and the galloylation percentage increased when the maceration time was
longer. This suggests that the maceration length favors proanthocyanidin extraction from seeds. In this
case, these chemical changes may also explain the differences observed in some of the sensory attributes.
The increase in astringency and bitterness may be associated with the increase in proanthocyanidins and
the percentage of galloylation, whereas the increase in mouthfeel may be related to the increase in
polysaccharide concentration. Further studies are needed to better understand how maturity and
maceration length influence the chemical composition of wine and, in particular, to understand the
relationship between chemical composition and some of the key sensory attributes of red wines such as
astringency, bitterness, and mouthfeel.
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Influence of Grape Maturity and Maceration Length on
Polysaccharide Composition of Cabernet Sauvignon Wines

Mariona Gil§, Manuel Quir6s*, Pilar Morales*, Ramon Gonzalez*, Joan Miquel
Canals§, and Fernando Zamora®

Over the last decades has been growing interest about wine polysaccharides, mainly due to
the positive impact that they could exert. Briefly, polysaccharides seem to increase mouthfeel,
smooth astringency, and contribute to wine stabilization. Mainly there are two types of wine
polysaccharides as a function of their origin: vegetable polysaccharides (those come from
grape cell walls) and yeast polysaccharides (those come from yeast cell walls).[1] Yeast
polysaccharides, usually called mannoproteins (MP), are mainly mannose polymers with a
small protein portion. The main vegetable polysaccharides of wine correspond to the type Il
arabinogalactans (a highly branched polymer of galactose with arabinose terminal units, also
called arabinogalactan proteins, AGP) and the type Il rhamnogalacturonans (A complex
polysaccharide composed by a linear rhamnose-galacturonic acid copolymer with four
different side chains formed by different carbohydrate molecules, RG-1).[2,3] In spite of the
great structural differences between these polysaccharide families, it is yet difficult to quantify
each family separately. For that reason the analysis of wine polysaccharide composition is
usually performed by acid hydrolysis of polysaccharides followed by an analysis of the

monomeric composition by chromatographic techniques.[4]

Despite the increasing interest about wine polysaccharides, little is known about how the
winemaking conditions affect the polysaccharide content and composition of wine. To
highlight this concern, our group performed an experiment to evaluate the effect of grape
maturity and maceration length over the phenolic composition and the polysaccharide content
of cabernet sauvignon and tempranillo red wines.[5] The results of the aforementioned
experiment show a slight increase in wine polysaccharide content with grape maturity, and a
more acute increase with maceration length. Although these interesting data, the employed
method to quantify the polysaccharide content of wines did not allow distinguishing among
polysaccharide families. In order to attain a deeper knowledge of the influence of grape
maturity and maceration length on the polysaccharide composition of red wines, the

polysaccharides of cabernet sauvignon wines of the aforementioned experiment were

§Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia de Tarragona, Grup de Recerca en Tecnologia Enologica
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hydrolyzed and five monoglucosides (Galactose, Arabinose, Rhamnose, Glucose and Mannose)

from the hydrolyzed samples were quantified by using the method described by Quirds et al.

(6]

Since the analyzed wines stay two years bottled and stored in a dark cellar previously to this

analysis, a new quantification of polysaccharides by HRSEC-RID was performed, but not

differences about the amount of polysaccharides were found between the young wines

(previously published in [5]) and the two years aged wine (data not shown), so it seems that

polysaccharide content was not affected by ageing as previously described by Doco et al. [7]

Tablel. Concentration of monnomeric carbohydrates quantified after acid hydrolysis of wine
polysaccharides. Results expressed as mg of monosaccharide per L of wine.

(b)

Macerat(lac))n Maturity level of grapes Global
weeks 1 2 3

1 A849+29a B95.0+16a C101.8+09a 93.9+17a

2 A81.2+8.0a B98.1+4.5ab C112.0+1.6b 97.1+3.3b

Gal 3 A845+2.7a B100.2+1.7b C116.8+3.5¢  100.5+3.2¢c
4 A93.3%58b B107.6+4.0¢c C119.5+3.8c  106.8+2.8d

Global A86.0+1.4 B100.2 5.6 C1125+15 p =0.0001

1 A86.2+3.9a B108.3+5.7a C123.8+7.0a 106.1+39a

2 A70.0+19.1a B132.0+15.1b B1424+281ab 114.8+9.1a

Ara 3 A944+290a B150.3+250b B159.5+169b 134.7%88b
4 A123.6+180b B147.5+82b C198.1+56c  156.4+8.0c

Global A93.6+55 B134.5+4.6 C155.9+6.6 p = 0.0040

1 A22.8+2.2a B27.4+3.1a B30.1+3.3a 268+1.0a

2 A189+7.4a B39.2+6.6b B35.0+6.8ab 31.0+26b

Rha 3 A252+7.6a B43.3%9.1b B38.4%4.0b 356+2.4c
4 A352+£56b A411%6.2b B55.2+4.9¢c 43.8+2.4d

Global A255+1.7 B37.8+1.8 C39.7+1.3 p =0.0001

1 A5.4%05a A65+16a A6.2+06a 6.0%0.2a

2 A45+06a B5.7+0.7a B5.9+04a 54%0.2a

Glu 3 A5.1+12a A66+14a A6.5+03b 6.1£0.3a
4 A6.5+06b A75+11a A6.6+03b 6.820.2b

Global A5.4+0.2 B6.6+0.3 B6.3+0.5 p = 0.5800

1 A108.0+1.6a A103.8+83a A107.4+44b 106.4+1.3a

2 B116.1+5.8b B110.2+8.1a A101.7+45a  109.3%+2.0a

Man 3 C140.4+3.8c B126.6+6.9b  A111.3+3.2b  126.1%3.1b
4 B134.2+50d AB1281+88b A1215+46c 127.9+19b

Global C124.6+2.8 B117.17+2.6 A110.5+1.7 p =0.0001

(a) Lowcase letters indicates statistical differences (p < 0.05) between monosaccharide content among
maceration weeks by one way ANOVA. (b) Capital letters indicates statistical differences (p < 0.05)
between monosaccharide content among wines from grapes of different maturity levels by one way

ANOVA.

Results about monosaccharide analysis from wine polysaccharides are shown in table 1 and

figure 1 shows the results for the most abundant monosaccharides. Galactose (Gal) amount

clearly increases with grape maturity. With the exception of the first harvest, Gal amounts

112
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also increase with maceration length, suggesting a continuous release of Gal until the end of
the maceration. Arabinose (Ara) concentration increases also with grape maturity level, but
not statistical differences were observed between the second and the third harvest until the
fourth week of maceration. As occurs with Gal, the release of Ara seems to be continuous with
the exception of the first harvest, in which only the wines with four weeks of maceration show
statistically higher amounts of Gal and Ara. Gal and Ara mainly come from AGP (vegetable
origin). It has been reported information about changes occurred in grape cell walls during
ripening, that causes a decrease of insoluble AGP and an increase of water soluble AGP
throughout maturity.[8] Our results seem to reinforce the idea that grape maturity enhances
the dissolution of AGPs from grape to wine during winemaking. Finally we note that if both Gal
and Ara formed AGPs, it seems that the Ara proportion of the third harvest wines is lower than
wines from the other harvests, which could indicate a modification of AGP structure

throughout maturity.

Rhamnose (Rha) also has a vegetable origin, since it could come from pectic polysaccharides
such as RG-Il or RG-I (found in wines as free fragments of grape parietal RG-I [9] or as RG-I
fragments bounded to the AGPs [10]). Rha concentration increases severely between the first
and the second harvest, but not statistical differences were found between the second harvest
and the third one, with the only exception of fourth week macerated wines. Focusing on
maceration length, wines from the first harvest show a similar behavior than Gal and Ara,
increasing statistically only in the fourth week of maceration. In contrast, the wines from the
second harvest shows an increase of Rha content during the second week of maceration, and
then Rha remains roughly constant. The wines from the third harvest show a continuous
release of throughout maceration, with an acute increase between the third and the fourth

weeks of maceration.

Taking into account the Gal, Ara and Rha results, it could be asserted that wines from ripper
grapes contains higher amounts of vegetable polysaccharides, and those release from grape to

wine seem continuous throughout maceration.

The glucose results don’t show a clear trend with maturity level of grapes nor maceration
length. Considering that all the analyzed monosaccharides come from polysaccharides
(because purification by gel permeation chromatography was performed to remove the
residual sugars of fermentation), the glucose could come from yeast B-glucans, from
solubilized grape hemicelluloses or even from both sources. Taking its dual origin into account,

it is quite logical that glucose doesn’t show any statistical clear trend among grape maturity

Unpublished data. 113
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nor among maceration length. Moreover, the observed glucose levels are really very low and

do not seem to be of great enologic interest.

Gal
140+ Mannose is the main quantified
120+ N A monosaccharide, and it comes from vyeast
,\é‘,m_ g—_’: l; 5 ; MP. As can be observed in the results of table
g0l O o 1, as well as in figure 1, it seems that a
o . . . . continuous release of mannoproteins among
! Ma;ration wzeks ‘ maceration occurs, which seems quite logical
and agrees with previously published data.[2]
Ara On the other hand, looking at the behavior of
7 mannose content among grape maturity, it
) j:: . ﬁ: seems that the higher the maturity level of
B 100, e B grapes, the lower the MP content. This
50 S curious result could be related with the data
o— T : T published by Guilloux-Benatier et al. [11]
Maceration weeks which indicates that yeast production of
macromolecules depends on the initial
801 Rha concentration of colloids in the fermentation
o medium. The results of Guilloux-Benatier et
o E/ A2 al. agree with our results, since it seems that
2% — § ""‘g yeasts produces less MP in the wines from
2 | ripper grapes, precisely those containing
M 2 3 4 higher amounts of grape polysaccharides.
Maceration weeks
It can be concluded that grape maturity has a
” Man great influence in wine polysaccharide
o composition. The riper the grapes the higher
. total polysaccharide concentration. However,
© 0 a different behavior exists depending on
w polysaccharide origin. It seems that the
% Maimﬁon wjeks ‘ amount of vegetable polysaccharides in
"0 Harvest? -8 Harvest2 -4~ Harvest3 wines increases with grape maturity whereas

Figure 1. Concentration of the main quantified

MP behaves the opposite. It can be also
monosaccharides from wine polysaccharide hydrolysis. PP

asserted that maceration length exert a great

114 Unpublished data.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
INFLUENCIA DE LA MADUREZ DE LA UVA Y DE CIERTAS PRACTICAS VITIVINICOLAS SOBRE EL COLOR, LOS COMPUESTOS FENOLICOS
Y LOS POLISACARIDOS DEL VINO TINTO

Mariona Gil Cortiella

Dipodsit Legal: T.183-2014 CaPITULO |

influence on all polysaccharide families. Our results indicate that both, vegetable
polysaccharides as well as yeast MP, are continuously released which implies that long

maceration wines are richer in polysaccharides.

METHODS. Experimental design and micro scale vinifications was described in [5]. The
extraction and analysis of polysaccharides was performed as follows: 10 mL of wine was
evaporated five times. After the evaporation, 10 mL of cold acidified absolute ethanol (0.3 M
HCl) was added and the mixture was placed 24 hours at 4 °C. After that the samples were
centrifuged (8500 rpm, 20 min) and the pellets recovered, washed three times with cold
absolute ethanol, dissolved in 1 mL of ultrapure water and freeze-dried. All freeze-dried
powder was dissolved in 3 mL of ultrapure water, passed through Econo-Pac® 10 DG desalting
columns (BioRad). 4 mL was recovered from the desalting columns. An aliquot of 1.9 uL of the
desalting column eluted fraction was evaporated under vacuum. The dry film obtained after
evaporation was dissolved with 100 pL of sulfuric acid 1M and incubated during four hours at
100 °C, to perform the acid hydrolysis of polysaccharides. Once the reaction time is over, 900
uL of ultrapure water was added to hydrolyzed samples, and the mixture was passed through
Strata NH, (55 um, 70 A, 500 mg / 3 mL) columns (Phenomenex) in order to eliminate the
sulfuric acid. The sample volume recovered from the Strata NH, columns was 2 mL, filtered by
syringe filters (0.22 um pore size), and 25 uL was injected to the chromatographic system,
conditioned and calibrated as described in [6]. The statistical analysis was performed by using
the SPSS software. Student-Newman-Keuls method was used for ANOVA multiple
comparisons. Statistics attached to the global data corresponds to a two way ANOVA analysis,
showing the p-interaction value between maturity level and maceration length in the right-

bottom cell of each monosaccharide table.
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CariTuLo Il. Influencia del aclareo de racimos y el aclareo de

bayas sobre la composicion quimica del vino tinto.

1 exceso de vigor, asociado a producciones

abundantes que no llegan a alcanzar un

buen grado de madurez fendlica, es uno de
los problemas mas frecuentes con los que se
encuentra el viticultor. Para solventar este tipo de
problemas, el sector se ha dotado de una serie de
operaciones en verde entre las que destacan las
técnicas de aclareo. Si bien el aclareo de racimos es
una técnica habitual y sobre la cual existe una gran
cantidad de literatura cientifica, el aclareo de bayas o
despunte de racimos es una técnica mucho menos
popular sobre la cual existe, hoy en dia, muy poca

informacion cientifica.

En este capitulo se aborda el objetivo niimero 3,

en el que se plantéo evaluar el impacto de dos

técnicas viticolas (aclareo de racimos y aclareo de
bayas) para la reduccién del rendimiento de la
cosecha sobre la composicion quimica del vino tinto.
Para ello se seleccion6 una parcela de la variedad
Syrah con problemas de vigor excesivo Yy
sobreproduccion y se seleccionaron tres bloques
representativos. En el primer bloque no se realizd
ningln tratamiento de aclareo para obtener el vino
control, en el segundo bloque se realizd un aclareo
del 50 % de los racimos durante el envero, y en el
tercer bloque se se procedid a cortar la punta de
todos los racimos justo después del cuajado. Las
uvas de cada bloque fueron cosechadas el mismo
dia, y cada bloque se vinifico por separado con el fin

de analizar los vinos.

Las analiticas de los vinos obtenidos fueron realizadas en el laboratorio del grupo de Tecnologia

Enoldgica (TECNENOL) del Departamento de Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili

(URV, Tarragona) y en Instituto Regional de Investigacion Cientifica Aplicada (IRICA) de la Escuela de

Ingenieros Agronomos de la Universidad de Castilla la Mancha (UCLM, Ciudad Real). Los resultados del

ensayo fueron publicados en el Journal of Agricultural and Food Chemistry en el articulo titulado “Effect

of Two Different Treatments for Reducing Grape Yield in Vitis vinifera cv Syrah on Wine Composition

and Quality: Berry Thinning versus Cluster Thinning”
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ABSTRACT: The influence of two treatments for reducing grape yield — cluster thinning and berry thinning — on red
wine composition and quality were studied in a Vitis vinifera cv Syrah vineyard in AOC Pened¢s (Spain). Cluster
thinning reduced grape yield per vine by around 40% whereas berry thinning only reduced it by around 20%. Cluster
thinning grapes had higher soluble solids content than control grapes and their resultant wines have a greater
anthocyanin and polysaccharide concentrations than control wine. Wine obtained from berry thinning grapes had a
higher total phenolic index, greater flavonol, proanthocyanidin and polysaccharide concentrations, and lower
titratable acidity than control wine. Wines obtained from both treatments were sufficiently different from the control
wine to be significantly distinguished by a trained panel in a triangular test. Even though both treatments seem to be
effective at improving the quality of wine, berry thinning has the advantage because it has less impact on crop
reduction.

KEYWORDS: Cluster thinning, Berry thinning, Wine composition, Wine quality, Polyphenols,
Polysaccharides

INTRODUCTION

Grape is the raw material of wine production and, therefore, grape quality directly affects wine
composition and quality. It is well known that some families of chemical compounds from grapes are
closely related to such sensory attributes of wine as color and tasting perceptions as bitterness,
astringency and mouthfeel. The color of red wine is mainly due to anthocyanins' and other derived
pigments.” However, wine color is also influenced by other phenolic compounds, such as phenolic acids,
flavonols and flavanols, which exert a copigmentation effect.’ Flavanols and their polymers
(proanthocyanidins) have also been related to the bitterness and astringency of wine,* and some relations
has been established between these perceptions and the proanthocyanidin structures.” As well as
polyphenols, the polysaccharide family of grape compounds also has an effect on buccal sensations.
Specifically it has been reported that polysaccharides smooth astringency and increase mouthfeel.’

A range of studies have established close relations between grape maturity and wine composition, and
shown the importance of grape maturity in wine quality. On the one hand, anthocyanin synthesis starts
during veraison and remains active throughout grape ripening, which causes gradual accumulation in
grape skins.” The same thing happens with flavonols.® On the other hand, proanthocyanidin content is
highest at veraison and subsequently decreases until just before complete ripeness, after which time it
remains relatively constant.® The structure of proanthocyanidins depends on their origin: while seed
proanthocyanidins’ are smaller polymers made up of (+)-catechin, (—)-epicatechin and (—)-epicatechin-3-
gallate, skin proanthocyanidins'® also contain (-)-epigallocatechin and a much lower proportion of (-)-
epicatechin-3-gallate. Therefore, skins release procyanidins and prodelphinidins with a higher mean
degree of polymerization (mDP) whereas seeds only release procyanidins with a higher proportion of
galloylation and a lower mDP. Throughout maturity, the progressive enzymatic degradation'" of skin cell
walls has a double effect: it increases the presence of soluble polysaccharides'? and also improves the
phenolic extraction'® of skins into red wine during maceration. In contrast, seed proanthocyanidin

© 2013 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf400722z | J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 4968-4978
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extraction diminishes with ripening probably because of oxidation phenomena and gradual seed
lignification'* which prevent them from dissolving in the wine. It is generally accepted that seed
proanthocyanidins are much more astringent (because of their large content of galloylated units) and
bitter (probably due to their lower mDP) than skin proanthocyanidins, so it is quite logical that riper
grapes lead to better quality wines.

Consumers value deeply colored and full-bodied red wines. To make wines of this nature, grapes need to
be just ripe enough from both the technological and the phenolic point of view. When grapes are well-
ripe, many techniques are available for winemakers to improve color and phenolic compound
extraction,” and produce full-bodied and deeply colored red wines with balanced bitterness and
astringency. However, if grapes are not well-ripe, winemakers have few options: excessive maceration
makes the wine too bitter and astringent,'® while too little maceration leads to bodiless and lightly-colored
red wines.

One of the most important factors to bear in mind if wines are to be of high quality is grape ripening and,
because of this importance, a series of cultural practices have been developed over the years to improve it.
Factors such as crop level and the ratio between leaf area and total fruit weight per plant are regarded as
being essential to control and ensure the correct maturity and development of berries.'” Several studies
have attempted to relate both parameters with wine composition and sensorial quality. It is well known
that a vigorous canopy growth (and consequent low cluster-light exposure) can lead to lower grape
quality."® This vigorous canopy growth can be controlled by such practices as leaf removal and/or
summer pruning. Likewise, it is well accepted that very high crop yields delay ripening and reduce fruit
and wine quality.”” Plant yield can be controlled by such practices as winter pruning and corrected with
summer practices such as cluster thinning. All these techniques represent an additional cost because of the
workforce required. In the particular case of cluster thinning, this additional cost is especially acute
because production is lower.”’

Despite the economic impact of cluster thinning, it is a common practice, and several studies have been
carried out to determine the effect it has on grape maturity and wine composition and quality. It has been
clearly demonstrated that cluster thinning can not only advance grape maturity”' but also improve grape
composition from a phenolic point of view.”” It seems to be very effective with cultivars that tend to over
crop,” because it improves the phenolic content of grapes and, therefore, the phenolic content of wine. It
has been suggested recently that the effectiveness of cluster thinning is related to the vine water regime®*
and this may explain why the positive effect of cluster thinning often depends on the vintage.” Besides
improving the phenolic content of grapes, cluster thinning tends to diminish acidity and increase soluble
solids and pH.*® However, it should be pointed out that cluster thinning usually increases the grape size,”’
which decreases the skin-to-pulp ratio and, therefore, the positive effect on wine quality.

An alternative to traditional cluster thinning practices to improve grape maturity is berry thinning.*® This
practice consists of removing the tips of all the clusters just after flowering to obtain blunted clusters of
grapes. This is done because some studies ascribe a better,” and earlier’’ maturity of grapes from the
shoulders and the top of the cluster than from the tips.

Although some scientific articles discuss the influence of berry thinning on grape maturity, to our
knowledge they all focus on table grapes’' and none of them have studied the influence of this practice on
the quality of red wines.

The aim of this paper was to determine the effect of cluster thinning and especially of berry thinning on
grape production and wine quality. This study was performed in a vineyard of Vitis vinifera cv Syrah
which have got problems of over production and insufficient maturity during last years in order to
determine if these treatments may be useful for advancing ripeness and consequently obtaining wines of
better quality.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Equipment. Methanol, acetonitrile, formic acid and acetic acid were of HPLC grade (>99%) and
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Acetaldehyde, poly(vinylpolypyrrolidone), phloroglucinol, ascorbic acid,
sodium acetate and ammonium formate were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). The commercial

© 2013 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf400722z | J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 4968-4978
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standards were from Phytolab (Vestenbergsgreuth, Germany): malvidin 3-glucoside, trans-caftaric acid, caffeic and
p-coumaric acids, trans-resveratrol, and trans-piceid. Absolute ethanol and hydrochloric acid were purchased from
Panreac (Barcelona, Spain). Commercial standards of kaempferol, quercetin, isorhamnetin, myricetin and syringetin,
and the 3-glucosides of kaempferol, quercetin, isorhamnetin, syringetin, proanthocyanidin dimer B2, (+)-catechin, (-
)-epicatechin, (-)-epigallocatechin and (-)-epicatechin-3-O-gallate were purchased from Extrasynthese (Genay,
France). Other non commercial flavonol standards (myricetin 3-glucoside and quercetin 3-glucuronide) were kindly
supplied by Dr. Ullrich Engelhardt (Institute of Food Chemistry, Technical University of Braunschweig, Germany).
The trans isomers of resveratrol and piceid (resveratrol 3-glucoside) were transformed into their respective cis
isomers by UV-irradiation (366 nm light for 5 min in quartz vials) of 25% MeOH solutions of the trans isomers.
Vitisin A (10-carboxy-pyranomalvidin-3-glucoside) and 10-p-monohydroxyphenyl-pyranomalvidin-3-glucoside
(MHP-pymv-3-glc) were quantified using previously obtained standards.** A pullulan calibration kit Shodex P-82 (P-
5, Mw=5.9 kDa; P-10, Mw=11.8 kDa; P-20, Mw=22.8 kDa; P-50, Mw=47.5 kDa; P-100, Mw=112 kDa; P-200,
Mw=212 kDa; P-400, Mw=404 kDa; P-800, Mw=788 kDa) was obtained from Waters (Barcelona, Spain), while a
pullulan 1.3 kDa and four dextrans BioChemika (12, 25, 50 and 80 kDa) were obtained from Fluka (St. Louis,
Missouri). The polysaccharides used as external standards for quantification were pectins from citrus fruit and
dextrans synthesized by Leuconostoc mesenteroides purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). The HPLC
analysis for proanthocyanidins and polysaccharides was performed using an Agilent 1200 Series liquid
chromatograph equipped with a G1362A refractive index detector (RID), a G1315D diode array detector (DAD), a
G1311A quaternary pump, a G1316A column oven, and a G1329A autosampler (Agilent Technologies, Santa Clara,
California). Low molecular weight wine phenolic compounds (namely, anthocyanin and non-anthocyanin phenolics)
were HPLC separated, identified and quantified on an Agilent 1100 Series system (Agilent, Germany), equipped with
DAD (G1315B) and LC/MSD Trap VL (G2445C VL) electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MSn), and
coupled to an Agilent Chem Station (version B.01.03) data-processing station. The mass spectra data were processed
with the Agilent LC/MS Trap software (version 5.3). All the spectrophotometric measurements were performed using
a Helios Alpha UV-vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, Massachusetts).

Vineyard.. The experiment was carried out in a Vitis vinifera cv Syrah vineyard on the Juvé & Camps estate in
Mediona (AOC Penedes; 41°31° 30.1080" (N) and 1°42°47.4516" (E)) during the 2011 vintage. The vineyard is
located at an altitude of 600 meters above sea level. The grapevines, grafted on 110 Richter rootstock, were planted in
2004, trained on a vertical trellis system, pruned using unilateral Royat cordon system, and arranged in north-south
rows spaced 2.60 m apart, with 1.0 m between plants in the row. The vineyard was managed according to standard
viticultural practices for the cultivar and region. Winter pruning was carried out leaving 10 buds per vine. Canopy
management practices were all performed manually.

Vine treatments. Three representative and consecutive rows were selected for this assay. The first one was the
control, the second one was used for cluster thinning and the third row was used for berry thinning. Berry thinning
was carried out when grapes were pea size (June 10) by cutting the tip of all the clusters roughly in half (Type II)
according to the procedure described by Winkler.”® Cluster thinning was carried out at mid veraison (August 14) by
cutting 50% of the clusters.

Harvest. Grapes were harvested manually on October 18 when it was considered that they were sufficiently ripe
(around 13.5% of potential ethanol content). Grapes from each vine were weighed to determine the plant yields for
each treatment. All the grapes from each treatment were mixed together after weighing so as to obtain more
homogeneous samples for further analysis and winemaking. The grapes were immediately transported to the
experimental winery of the Enology Faculty of the Rovira i Virgili University in Constanti (Tarragona).

Clusters characterization For each treatment ten clusters were randomly selected and weighed. Then, clusters
were manually destemmed in order to determine the weight proportion of stems and grapes.

Wines. Nine microvinifications were carried out in an attempt to study how the vine treatment (cluster thinning and
berry thinning) influenced wine composition and quality. The berries for each vine treatment were manually
destemmed and randomly distributed in three groups of six kilograms each, crushed with a semi-automatic crusher
machine (Gual, Villafranca del Penedés, Spain), sulphited (100 mg of K,S,05/Kg) and placed in eight liter tanks
equipped with a submerged cap system in accordance with the winemaking method described by Sampaio et al.** All
tanks were immediately inoculated with 200 mg/Kg of selected Saccharomyces cerevisiae yeast (EC1118, Lallemand
Inc, Montreal, Canada) and maintained at a room temperature of 25 + 1 °C. All these microvinifications were
controlled daily by measuring the temperature and the density of the juice using a portable density meter (METTLER
TOLEDO, L’Hospitalet de Llobregat, Spain). The cap was mechanically punched down once around 1040 density
units in order to improve color extraction. After 2 weeks of maceration, the wines were racked. Once alcoholic
fermentation had completely finished, wines were sulphited (100 mg of K,S,05/L) and maintained at 4 °C for three
months to allow tartaric salts to stabilize. Hence, malolactic fermentation was inhibited to avoid any variations
introduced by it. Subsequently, wines were bottled and stored in a dark cellar at 15 °C until analysis.

Grapes characterization. For each vine treatment, a triplicate of 100 manually destemmed grapes was used. The
weight of one hundred grapes was established by using an analytical scale. The volume of one hundred grapes was
established by the displacement of a known volume of water into a graduated cylinder. The theoretical surface (S) of
skins was calculated from the previously measured berry volume and assuming that the berries were perfect sphere (S
= 47 [3v/4n]**). The ratio between berry surface and volume was calculated by dividing the theoretical surface by the
average berry volume. To determine the grape density distribution, twelve solutions of sucrose dissolved in distilled
water between 1070 mg/mL and 1125 mg/mL (every five mg) were prepared. One hundred berries were placed in the
less dense solution (1070 mg/mL). The floating berries were considered to have a lower density than the solution.

© 2013 American Chemical Society dx.doi.org/10.1021/jf400722z | J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 4968-4978
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They were separated from the berries that sank and counted. Then, the berries that sank were removed and placed in
the next denser solution (1075 mg/mL). The same process was repeated with all sucrose solutions. All these
measurements were carried out in triplicate.

Standard grape juice and wine analysis. The titratable acidity was measured by titrimetry using NaOH 0.1N
and bromothymol blue as indicator. pH values were determined by a pH meter Basic-20 (CRISON, Barcelona,
Spain). Soluble solids of grape juice were determined by refractrometry and the ethanol content of wine was
determined by ebullometry (GAB system, Barcelona Spain). The total polyphenol index (TPI) was analyzed by
measuring the 280 nm absorbance of a 1:100 dilution of wine with a spectrophotometer, using a 10 mm quartz
cuvette and multiplying the absorbance value by 100 as described by Ribéreau-Gayon et al.**

Color parameters. Twenty pL of a 10% (v/v) solution of acetaldehyde was added to 2 mL of wine sample in order
to avoid sulphite interferences. After 20 min of incubation spectrophotometric measurements were made using a
Imm quartz cuvette. The color intensity (CI) was estimated using the method described by Glories.> The CIELAB
coordinates, lightness (L*), chroma (C¥), hue (h*), red-greenness (a*) and yellow-blueness (b*) were determined
according to Ayala et al.*® and the data were processed with the MSCV® software.’” All absorbance measurements
were taken with a Helios Alpha (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, MA) UV—vis spectrophotometer.

Analysis of low molecular weight phenolic compounds. Sample preparation: Anthocyanin-free wine
fractions were isolated from diluted red wines (3 mL wines and 3 mL of HCI 0.IN) following the procedure
previously described by Castillo-Mufioz et al.38 using SPE cartridges (Oasis MCX cartridges, Waters Corp.,
Mildford, MA; 6 mL cartridges filled with 500 mg of adsorbent). The eluate containing non-anthocyanin phenolic
compounds was dried in a rotary evaporator (35 °C), re-dissolved in 3 mL of 25% methanol and stored at -18 °C until
use. These anthocyanin-free fractions were used to analyse non-anthocyanin phenolic compounds, with the exception
of flavan-3-ols.

HPLC-DAD-ESI-MS" analysis of wine phenolic compounds: All the standards were used for identification and
quantification using calibration curves. All the expected concentration ranges were covered (usually 0-100 mg/L,
with the exception of malvidin 3-glucoside covering a range of 0-1000 mg/L). When a standard was not available, the
quantification was made using the calibration curve of the most similar compound (with subsequent molecular mass
correction): malvidin 3-glucoside was used for all native grape anthocyanins; vitisin A was used for vitisin B; p-
coumaric acid was used for coutaric acids; flavonol 3-glycosides with non-available standard as their corresponding
3-glucoside derivatives. Anthocyanins and non-anthocyanin phenolic compounds were analyzed separately after the
previously described methods had been adapted®™ * for narrow bore, smaller particle size, chromatography columns.
The samples were injected (10 pL for anthocyanin analysis after a 4:1 dilution of wine with HCI1 0.1 N; 20 pL of
anthocyanin-free wine fraction for the analysis of non-anthocyanin phenolics) after filtration (0.20 pm, polyester
membrane, Chromafil PET 20/25, Machery-Nagel, Diiren, Germany) on a reversed-phase column Zorbax Eclipse
XDB-CI18 (2.1 x 150 mm; 3.5 pm particle; Agilent, Germany), thermostated at 40 °C. The flow rate was 0.19
mL/min. The solvents were: solvent A (acetonitrile/water/formic acid, 3:88.5:8.5, v/v/v), solvent B
(acetonitrile/water/formic acid, 50:41.5:8.5, v/v/v), and solvent C (methanol/water/formic acid, 90:1.5:8.5, v/v/v).
The linear solvents gradient for anthocyanin analysis was: zero min, 94% A and 6% B; 10 min, 70% A and 30% B;
30 min, 50% A and 50% B; 34 min, 100% B; 36 min, 100% B; 42 min, 96% A and 4% B; 50 min, 96% A and 4% B.
The linear solvents gradient for non-anthocyanin analysis was: zero min, 98% A and 2% B; 8 min, 96% A and 4% B;
37 min, 70% A, 17% B and 13% C; 51 min, 50% A, 30% B and 20% C; 51.5 min, 30% A, 40% B and 30% C; 56
min, 50% B and 50% C; 57 min, 50% B and 50% C; 64 min, 96% A and 4% B. For identification, ESI-MS" was used
in both positive (anthocyanins) and negative (flavonols, hydroxycinnamic acid derivatives, and stilbenes) ion modes.
The following parameters were set: dry gas, N2, 8 L/min; drying temperature, 325 °C; nebulizer, 50 psi; ionization
and fragmentation parameters were optimized by direct infusion of appropriate standard solutions (malvidin-3-
glucoside and quercetin-3-glucoside for positive and negative ionization modes, respectively); scan range, 50-1200
m/z. Identification was mainly based on spectroscopic data (UV-vis and MS/MS) that had been obtained from
authentic standards or previously reported.’” ** For quantification, DAD-chromatograms were extracted at 520
(anthocyanins), 360 (flavonols) and 320 nm (hydroxycinnamic acid derivatives and stilbenes). Analyses were
performed in duplicate.

Proanthocyanidin analysis. Acid-catalysed depolymerisation of proanthocyanidins in the presence of an excess
of phloroglucinol was used to analyze the proanthocyanidin content, their monomeric composition and their mean
degree of polymerization (mDP), as described by Kennedy and Jones.*' Ten milliliters of wine was evaporated under
a low-pressure vacuum (Univapo 100 ECH, Uni Equip, Germany). Then, it was resuspended in 6 mL of distilled
water and applied to Set Pak Plus (C18 Environmental cartridges (Waters, Milford, Massachusetts) that had
previously been activated with 10 mL of methanol and 15 mL of water. The samples were washed with 15 mL of
distilled water, and then the proanthocyanidins were eluted with 12 mL of methanol, immediately evaporated under a
vacuum, and redissolved in 2 mL of methanol. Finally, 100 uL of this sample was reacted with a 100 pL
phloroglucinol solution (0.2 N HCI in methanol, containing 100 g/L phloroglucinol and 20 g/L ascorbic acid) at 50 °C
for 20 min. The reaction was stopped by adding 1000 uL of 40mM aqueous sodium acetate. Reversed-phase HPLC
analysis (Agilent series 1200 HPLC-DAD) was carried out with an Agilent Zorbax Eclipse XDBC18, 4.6 x 250 mm,
5 pm column (Agilent Technologies, Santa Clara, California) as described below and the injection volume was 30pL.
The solvents used were 1% aqueous acetic acid (solvent A) and methanol (solvent B) at a flow rate of 1 mL/min. The
elution conditions were 1.0 mL/min. Elution was performed with a gradient starting at 5% B for 10 min, a linear
gradient from 5 to 20% B in 20 min, and a linear gradient from 20 to 40% B in 25 min. The column was then washed
with 90% B for 10 min and re-equilibrated with 5% B for 5 min before the next injection. The monomers (+)-
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catechin, (-)-epicatechin, and (-)-epicatechin-3-O-gallate were identified by comparing their retention times with
those of the pure compounds. The phoroglucinol adducts of (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin, and (-
)-epicatechin-3-O-gallate were identified by their retention time (described in the literature) and confirmed through
an HPLC-MS analysis. Analyses were performed with the Agilent 1200 series HPLC using an Agilent 6210 time-of-
flight (TOF) mass spectrometer equipped with an electrospray ionization system (ESI). Elution was carried out under
the same HPLC analysis conditions as described below. The capillary voltage was 3.5 kV. Nitrogen was used both as
a dry gas at a flow rate of 12 L/min at 350 °C and as a nebulizer gas at 60 psi. Spectra were recorded in positive ion
mode between m/z 50 and 2400. This assay was also carried out without the addition of phloroglucinol to measure
the flavan-3-ol monomers that are naturally present in wine. The number of terminal subunits was considered to be
the difference between the total monomers measured in normal conditions (with phoroglucinol) and thus obtained
when the analysis was performed without phloroglucinol addition. The number of extension subunits was considered
as the addition of all the phloroglucinol adducts. The mean degree of polymerization (mDP) was calculated by adding
terminal and extension subunits (in moles) and dividing by the terminal subunits. Because acid catalysis with
phloroglucinol is not completely efficient, the real yield of the reaction was measured using a pure B2
proanthocyanidin dimer [(-)-epicatechin-(4—8)-(-)-epicatechin]. This yield was used to calculate the total
proanthocyanidin concentration from wine.

Polysaccharide analysis. Wine samples were processed using the methodology described by Ayestaran et al.*?

Briefly, 10 mL of wine was centrifuged (8500 rpm, 20 min) in a Biofuge Primo (Heraeus, Hanau, Germany) and the
supernatant concentrated to a final volume of 2 mL using a vacuum evaporator (Univapo 100ECH, Uniequip,
Martinsried, Germany). Total soluble polysaccharides were precipitated by addition of 10 mL cold acidified ethanol
(0.3 M HCI in absolute ethanol) and kept for 24 h at 4 °C. Then, the samples were centrifuged (8500 rpm, 10 min,
4°C), the supernatants were discarded, and the pellets were washed four times with cold ethanol to remove the
interfering materials. Finally, the precipitates were dissolved in 1 mL of ultra pure water, frozen to —80 °C and
freeze-dried using a Christ Alpha 1-4 (Martin Christ, Osterode am Harz, Germany). In order to determine the
molecular distribution and quantify the polysaccharides obtained from wines, the soluble fractions were analyzed by
high-resolution size-exclusion chromatography (HRSEC) using a refraction index detector (RID). The lyophilized
samples were resuspended in 1 mL of 30mM ammonium formate, filtered through a 0.45 pm pore size nylon
membrane, and then 100 pL was injected onto the column. Separation was carried out at 20 °C using two Shodex
OHpak SB-803 HQ and SB-804 HQ columns connected in series (300mmx=8 mml.D.; Showa Denko, Japan). The
mobile phase consists of an aqueous solution of 30 mM ammonium formate applied with a constant flow of 0.6
mL/min for 60 min, and the temperature of cell RID was 35 °C. The molecular weight distribution of the wine
fractions was followed by calibration with pullulan and dextran standards of different molecular weight (see above).
The polysaccharides were quantified according to the peak area for each fraction, using the external standard method
with pectin and dextran commercial standards. The calibration curve was obtained by injection of standard solutions,
under the same conditions as for the samples analyzed, in the range between 0 and 2 g/L.

Sensory analysis. All the wines were tasted by a group of 24 expert oenologists from the Rovira i Virgili
University 12 months after bottling. Three triangular tests were performed comparing the three wines in pairs.

Statistics. All the physical and chemical data are expressed as the arithmetic average + the standard deviation. In
the case of yield production the statistics were drawn up from data from 20 vines. In the case of cluster
characterization the statistics were drawn up with data from 10 clusters. All the remaining statistics, grapes, grape
juice and wines, were done in triplicate. One-factor analysis of variance (ANOVA) was carried out with SPSS
software (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA), and comparison between samples were performed by using the least
squares differences (LSD) post-hoc
test. The level of significance of the
sensory triangle tests was determined
using Jackson’s method.*

RESULTS AND
DISCUSSION

Table 1 shows the yield production
per vine of three experimental
conditions. As expected, both of
the treatments for reducing grape
yield  decreased the  grape
production per vine although this
was only statistically significant in
the case of cluster thinning.
Specifically, berry thinning
reduced yield by only 22%
whereas cluster thinning reduced it

Figure 1. Appearance of clusters for each experimental condition. C: by 43% with respect to the control.
Control. D: Berry thinning. A: Cluster Thinning.
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Several articles have been published on the effect of cluster thinning on vine yield production and our
data is generally very similar to those described by other authors.”> ** Very little information exists about
the influence of berry thinning on yield production, all of which was obtained using table grapes.
Moreover, all this information was published a long time ago. Specifically, Winkler’™® * reported a
decrease in yield production of around 20-30% which is in agreement with our results. Our data indicate
that berry thinning decreases production less than cluster thinning, which is an advantage from the
economic standpoint.

Tablel. Yield Values and Cluster and Berry Characterization for Each Experimental Condition.
Different Letters in a Row Indicates Statistical Differences (p < 0.05) Between Experimental

Conditions.
I Cluster
Parameter Control Berry Thinning .
Thinning
Yield ® 1.88+0.53,b 1.47 £ 0.56, ab 1.08+0.24, a
Vine Yield .
Yield Reduction - 22% 43%
% Stems © 6.0£1.2,a 6.1+£0.6,a 6.6+1.3,a
Cluster % Berries ° 940+1.2,a 93.9+0.6,a 93.4+13,a
Characterization oh in Welaht
anges in Weig - -18.77% +18.83%
per cluster
Moo 169 £ 10, a 181+9, ab 186 £5,b
Ber
St Vioo ® 152+ 10, a 165+ 5, ab 168+8, b
Characterization
S/Vh 2.51+0.22,a 2.27+0.14,a 2.19+0.09, a

% Yield expressed as Kg/vine | ° Yield reduction for each treatment respect the control | © Percentage
(W/W) of stems in grape clusters | ¢ Percentage (W/W) of berries in grape clusters | © Changes in weight
per cluster for each treatment respect the control | ¥ Weight of 100 berries expressed as g | € Volume of
100 berries expressed as mL | " Theoretical ratio skin surface/berry volume expressed as cm?/mL

Data about cluster characterization is shown in Table 1. No significant differences were found in the
proportion of grapes versus stems in any of the experimental conditions. However, grape bunches were
around 19% heavier after cluster thinning. This increase in bunch weight in cluster thinning vines is in
agreement with previous data.”"*® In contrast, the average weight of bunches in berry thinning vines was
approximately 19% lighter than those in control vines. In general this reduction is very similar to the little
information available in the literature on the subject.”® *** %’ These bunch weight variations were in
agreement with the observed yield production per vine. In the case of cluster thinning, it must be taken
into account that half of clusters were removed which should theoretically reduce production by half.
However, the real decrease in production was somewhat lower because the bunches treated in this way
were heavier on average than the
controls. Similar results have
been described by other authors*® 25 4
#® who have attributed this
phenomenon to the fact that the
vines distribute the resources
available among a smaller
number of grapes.”’

30

%)
S

3

numberof berries

The  application of  these
treatments in the vineyard
modified the appearance of the
clusters, at least in the case of
berry thinning (see Figure 1). As —Control «++++ Cluster thinning = =Berry Thinning

10725
1077,5
1082,5
1087,5
10925+
1097.5
1102,5
11075
12,5
117,54
1122 51

density (mg/mL)

expected, after berry thinning _— - - —
. Figure 2. Density distribution of berries for each experimental condition.
clusters were more rounded since
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the tip had been cut. No evident visual differences between control and cluster thinning were detected.
However, some differences were found when the berries were characterized. Specifically, the weight and
the volume of the berries from the cluster thinned vines were significantly higher (10%) than those from
control vines. These data are in agreement with the increase in the weight of bunches mentioned above. A
similar tendency was observed in grapes from berry thinning vines (7%) although in this case differences
were not significant. Although the theoretical surface/volume ratio of the berries seemed to be lower in
berries from both treatments than in controls, no significant differences were detected in any of the
experimental conditions.

Table 2. Grape Juice Characterization for the Three Experimental Conditions. Different
Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p < 0.05) Between Treatments

Control Berry thinning Cluster thinning
pH 3.33+0.04,a 3.41+0.07, ab 3.46+£0.01,b
Titratable acidity® 44+0.2,b 3.9+0.2,a 3.6+0.1,a

Soluble solids” 21.73+0.46, a 22.42 £0.49, ab 22.57+0.20,b

Initial density of
grape juice €
* Titratable acidity expressed as g/L of tartaric acid | * Soluble solids expressed as °Brix | © Initial density
of grape juice expressed as mg/mL

1095.2+1.2,a 1098.1+2.2,a 1098.2+0.8, a

Figure 2 shows the density distribution curve of berries in the three experimental conditions. In all the
cases a classical Gaussian bell curve is observed which confirms the expected heterogeneity in the
maturity of the berry grapes. These data have been previously described® and indicate that in any grape
crop there is always a certain proportion of unripe and overripe grapes. Analyzing the geometry of these
curves, it can be observed that the height of the control curve is maximum at a lower density than both
treatments. This confirms that both cluster thinning and berry thinning advance the maturity of the grapes.
Moreover, berry thinning presents a more symmetrical, narrower and higher curve, which indicates lower
heterogeneity. In principle this should be positive because the proportion of unripe grapes, which can
affect negatively the quality of the wine, is lower.*

Table 3. General Parameters of Wines Made From Grapes For the Three Experimental
Conditions. Different Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p < 0.05)
Between Treatments

Control Berry thinning Cluster thinning
% vol.” 14.0+0.6,a 143+04,a 146+0.1,a
pH 3.69+0.07,a 3.78+0.06, a 3.74+0.03, a
TA® 55+0.1,b 52+0.1,a 54+0.1,ab
TPIC 65.4+21,a 70.2+3.5,b 67.0+0.9, ab

* Ethanol content of wines, expressed as a percentage (v/v). | ° Titratable acidity, expressed as
g/L of tartaric acid. | © Total polyphenolic index.

Table 2 shows the grape juice characterization of the three experimental conditions. In general, the
parameters of both treatments indicate that the maturity of the grapes is better than in the control. The
total soluble solids and pH of the juice from cluster thinning grapes was significantly higher than in
controls. The grape juice density was also somewhat higher although the differences were not significant.
In contrast, titratable acidity was significant lower. In the case of berry thinning only titratable acidity was
significant lower. In general these results agree with those of Weaver and Winkler'” who previously
described that berry thinning leads to grapes with lower titratable acidity.
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COMPUESTOS FENOLICOS

Table 3 shows the general parameters of wines made from grapes from the three experimental conditions.
No significant differences were found in ethanol content, pH, titratable acidity and TPI between Cluster-
thinning and control wines which indicated that similar maturity level were reached. Berry-thinning wine
also have similar values in ethanol content and pH, but its titratable acidity was significant lower and its
TPI was significant higher than in control wines. These results suggest that the phenolic maturity of
grapes from Berry-thinning was greater than that of control grapes.

Table 4 shows the color parameters of wines from the different experimental conditions. All the wines
present similar color intensities. However, some slight but statistically significant differences were found
in Chroma (C*), Hue (H*), green-red (a*) and blue-yellow (b*) components. To verify whether these
small differences were large enough to be distinguished by the human eye, the total color differences
(AEab*) between the wines were calculated. The average of AEab* was 3.51 = 1.16 between control and
berry thinning, 3.60 = 0.95 between control and cluster thinning, and 2.84 + 0.43 when both treatments
were compared. The human eye can generally distinguish two colors when AEab* > 1.°° However, it is
also generally accepted that tasters can only distinguish the color of two wines through the glass when
AEab* > 5.7 Since this parameter was not higher than five units in any case, the effect of both treatments
on wine color was not enough to be distinguished by the human eye.

Table 4. Color Parameters of Wines Made From Grapes for the Three Experimental
Conditions. Different Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p < 0.05)
Between Treatments

Control Berry thinning Cluster thinning
a’ 22.1+0.1,a 21.2+1.7,a 21.3+0.3,a
L*® 304+0.6,a 30.9+1.8,a 319+1.8a
c*© 61.3+1.0,ab 60.0+1.0,a 61.7+0.2,b
H* ¢ 18.0+0.5,b 15.3+0.3,a 15.2+1.3,a
a**® 58.4+1.0,ab 57.9+009,a 59.5+0.2,b
b*f 18.9+0.4,b 15.9+0.5,a 16.2+1.4,a
SAT.® 2.02+0.01,a 1.95+0.14, a 1.94+0.02, a

 Color intensity of wine |  Lightness values | © Chroma values | ¢ Hue values | ¢ Green/red
component | " Blue/yellow component | ¢ Saturation value (expressed as the Chroma to Lightness
ratio)

Table 5 shows the monomeric anthocyanin concentration of wines made with grapes from each
experimental condition. The total anthocyanin concentration in cluster thinning wine was significantly
higher than in control (24%) and berry thinning wines (18%). No significant differences were found in the
percentages of the five non-acylated anthocyanins among the three experimental conditions. However,
some slight but significant differences were found in some of the acetylated or p-coumarylated
anthocyanins. These slight differences were mainly in malvidin-3-O-(6"-acetyl)glucoside, which was
found in lower proportions in the cluster thinning wine than in the control and berry thinning wines, and
in malvidin-3-O-(6"-trans-p-coumaroyl)glucoside, which was found in lower percentages in control wines
than in cluster or berry thinning wines. Similarly, the wines of the three experimental conditions showed
similar concentrations of vitisins A and B although a small but significant difference was detected in 10-
p-monohydroxyphenyl-pyranomalvidin-3-glucoside (MHP-pymv) content, which was slightly lower in
control wines. This similarity among the three wines may be related to the youth of the wines at the
moment of analysis and was expected because of the origin of the anthocyanin derivatives:* vitisins A
and B come from the reaction of malvidin-3-glucoside with some yeast metabolites (pyruvic acid and
acetaldehyde, respectively) and the same yeast strain was used for all wines; at this stage of winemaking,
MHP-pymv was formed from p-coumaric acid only by the enzymic way induced by yeast.

© 2013 American Chemical Society
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Table 5. Anthocyanin and derived pigments. Analysis by HPLC-DAD-EST/MS" of Wines Made From Grapes for
Each Experimental Condition. Different Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p < 0.05) Between
Treatments. Each Monomeric Anthocyanin Is Quantified as Malvidin-3-Glucoside and Expressed as a Molar
Ratio (%). Total Anthocyanins Are Expressed as mg/L of Malvidin-3-Glucoside. The Pyranoanthocyanin Data Is
Expressed as mg/L.

Berry Cluster

|
Contro thinning thinning

Delphinidin-3-glucoside 4.76 £0.09, a 4.72+0.62,a 5.09+0.11, a

Cyanidin-3-glucoside 0.41+0.01,a 0.44+0.07,a 0.47 £0.02, a

Petunidin-3-glucoside 8.03+0.15,a 8.00+0.78, a 8.79+0.18,a

Peonidin-3-glucoside 6.81+0.44,a 6.47 £0.29, a 6.89+0.26, a

Malvidin-3-glucoside  50.68 +0.60,a  50.86+1.52,a 49.96+1.28,a

Delphinidin-3-(6”-acetyl)glucoside 2.10+£0.10, a 1.95+0.35,a 1.89+0.41,a

Petunidin-3-(6”-acetyl)glucoside 2.59+0.09, b 2.13+0.26,a 2.26 +0.10, ab

Peonidin-3-(6"-acetyl)glucoside 2.75+0.10,a 2.39+0.21,a 2.39+0.18,a

Anthocyanins o )
Malvidin-3-(6"-acetyl)glucoside  11.33+0.03,b  11.82+0.58,b  10.57 £0.04, a

Delphinidin-3-(trans-p-
coumaroyl)glucoside
Cyanidin-3-(trans-p-
coumaroyl)glucoside
Petunidin-3-(trans-p-
coumaroyl)glucoside
Malvidin-3-(cis-p-
coumaroyl)glucoside
Peonidin-3-(trans-p-
coumaroyl)glucoside
Malvidin-3-(trans-p-
coumaroyl)glucoside

1.33+£0.02,a 0.97+0.35,a 1.00+0.19, a

0.79+0.25, a 0.58+0.19, a 0.55+0.15, a

1.25+0.07,a 1.26+0.09, a 1.27+0.07, a

0.19+0.00,a  0.24+0.02,b  0.20+0.01,a

2.23+0.01,a 2.48+0.19,ab  2.74+0.18,b

4.73+0.02, a 5.67+0.19,b 5.93+0.72,b

TOTALANTHOCYANINS  321.5+11.3,a 337.0+44.3,a 397.9+24.0,b

Vitisin A 4.54+0.29, a 4.34+0.28,a 4.93+1.79,a

Pyranoanthocyanins VitisinB  4.97+1.08, a 4.44+129,a 3.68+0.54,a

MHPpymv* 0.31+0.01,a 0.33+0.02,b 0.35+0.01,b

Table 6 shows the flavonol concentration of wines made from grapes for each experimental condition.
The total flavonol concentration of berry thinning wines is considerably higher than that of control (83%)
and cluster thinning (43%) wines. The percentages of the different flavonols were quite similar in all the
experimental conditions although some slight but significant differences were found in myricetin and
syringetin glycoside groups, which were somewhat lower in berry thinning wine. It has been reported that
such cultivars as Brancellao have higher amounts of total flavonols in the skins of the grapes from the
shoulders than in grapes from the tips.”” However, these differences were not found in other Galician
cultivars’' such as Mouraton. It seems therefore that there is a cultivar-dependent effect that supports
previous suggestions that the flavonol profile is a cultivar characteristic for both grapes and their wines.”
Since wines from berry thinning have a considerably higher concentration of flavonols it is quite probable
that Syrah berries from the shoulder have higher amounts of flavonols than berries from the tips. It has
also been reported that exposure to the sun has a considerable effect on the flavonol content of berries.”
>* The greater the exposure, the higher the flavonol content. In this regard, it is clear that grapes from the
shoulders receive more sunlight than grapes from the tips because of the shadowing effect exerted by the
shoulders. These data also explain why berry thinning wines have significantly higher flavonol
concentrations. A higher flavonol content increases the possibility of copigmentation effects, which
enhance the redness of the wine and the purplish nuances of the red.® In fact, berry thinning wines had a
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lower anthocyanin content than cluster thinning wines (Table 5) but the color parameters did not differ so
much between the two wines (Table 4). A likely explanation for this apparent discrepancy is that in berry
thinning wines the lower content of anthocyanins was balanced by the higher content of flavonols, which
probably promoted the formation of copigmentation complexes to a greater extent.’

Table 6. Flavonol Analysis by HPLC-DAD-ESI/MS" of Wines Made From Grapes
for Each Experimental Condition. Different Letters in a Row Indicate Statistical
Differences (p < 0.05) Between Treatments. Total Amounts Are Expressed as mg/L
of Quercetin-3-O-Glucoside. Flavonols Are Classified by Their Aglycone Backbone
and The Data of Each Aglycone-Type Are Expressed as Molar Ratios (%)

Control Berry thinning Cluster thinning

K-type® 1.77+0.33,a 2.52+0.20, a 1.79+0.35,a
Q-type|J 42.49 £3.58,a 49.66 +3.36, a 4462 £1.52,a
I-type® 14.12+1.12,a 13.66+1.06, a 14.67 £0.52, a
M-typed 26.62+0.57,b 22.30+1.13,a 25.57+1.44,b
L-type® 7.88+0.75, a 7.11+0.36,a 7.45+0.28, a
S-typef 7.12+0.85,b 4.74+1.17,a 5.90 £ 0.44, ab
TOTAL 108.7+1.1,a 198.8+47.3,b 139.5+10.4,a

* Kaempferol glycosides group | ® Quercetin glycosides group |  Isorhamnetin glycosides group
4 Myricetin glycosides group | ¢ Laricitrin glycosides group | © Syringetin glycosides group

Table 7 shows the hydroxycinnamic acids and their derivatives in wines from the three experimental
conditions. No significant differences were found in total hydroxycinnamic acids and derivatives among
the three experimental wines although some slight but significant differences were found in some
percentages. It seems therefore that none of the treatments affects the wine composition as far as these
compounds are concerned. However, cluster thinning wine has a significantly higher concentration of cis-
resveratrol than control and berry thinning wines. In contrast, no significant differences were found in any
of the other stilbenes. In general, these data agree with Prajitna et al.”> who found that cluster thinning
increased the stilbene concentration in total wine. It is well known that cluster thinning usually increases
berry size and, in our experimentation, cluster thinning berries were significantly heavier (10%) than
control berries. Larger berries may lead to clusters being more compact in some cultivars especially those
which have naturally compacted bunches. Greater compactness may also favor the development of fungal
diseases™® which, in turn, can favor synthesis of the stilbene by the plant.’” Berry thinning grapes were
also somewhat heavier than control grapes (7%) but in this case the differences were not significant. It
has also been reported that berry thinning decreases bunch compactness, which explains why no
differences were found between cis-resveratrol and the control. In fact, table-grape growers usually apply
this treatment in an attempt to obtain less compact clusters.’’

Table 8 shows the proanthocyanidin HPLC-DAD analysis of adducts formed by acid depolymerization in
the presence of an excess of phloroglucinol. Berry thinning wine has a considerably higher
proanthocyanidin concentration than control (46%) and cluster thinning (38%) wines. Moreover, the
mean degree of polymerization (mDP) of proanthocyanidins from berry thinning wine was also
significant higher than in the other experimental conditions. The proportion of procyanidins and
prodelphinidins was similar in all experimental conditions. However, the percentage of galloylation of the
proanthocyanidins from the control wine was significantly higher than in wines from both treatments.
Some authors have reported that well-ripe grapes release higher amounts of proanthocyanidins from skins
than unripe grapes."” In contrast, seed proanthocyanidin extraction decreases with ripening.'* Berry
thinning wine has greater proanthocyanidin concentrations, higher mDP and lower percentages of
galloylation than control wine. Since skin proanthocyanidins have higher mDPs and lower percentages of
galloylation than seed proanthocyanidins, it seems that berry thinning wine has a higher proportion of
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skin proanthocyanidins and/or a lower proportion of seed proanthocyanidins. Consequently, our data
confirm that berry thinning grapes have reached a higher level of phenolic maturity than control grapes.
In contrast, the values for cluster thinning wine are similar to those for control wine with the only
exception of the percentage of galloylation. Therefore, it seems that cluster thinning affects grape

phenolic maturity less than berry thinning.

Table 7 Non Flavonoid Phenolics of Wine analyzed by HPLC-DAD-ESI/MS". Hydroxycinnamic Acids
and Derivatives Data for Each Moiety Are Expressed as Molar Ratios (%) and the Total Amounts Are
Expressed as mg/L of Caftaric Acid. Stilbene Data Are Expressed as mg/L, and Total Amounts Are
Expressed as -Resveratrol Equivalents. Different Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p <

0.05) Between Treatments.

Control Berry thinning  Cluster thinning
Caftaricacid  50.49+0.77, a 49,47 +1.01,a 51.02£0.70, a
Caffeicacid  5.58+0.73,a 5.91+0.49, a 6.79+0.92, a
Ethyl caffeate 1.01+043,a 0.96 £0.55, a 1.47+0.13,a
Hydroxycinnamic Coutaricacid 34.37+0.83,b 35.38+1.44,b 31.68 £0.29, a
Acids and
Derivatives p-Coumaricacid  2.22 £0.22, ab 1.90+0.08, a 2.60+0.40, b
Ethyl p-
2.41+0.83,a 2.45+0.44, a 2.80+0.21, a
coumarate
Fertaric acid 3.91+0.33,a 3.93+0.12,a 3.64+£0.26, a
TOTAL  123.2+9.4,a 139.8+11.9,a 121.4+1.5,a
t-Piceid 10.17+1.35,a 9.93+0.65, a 10.70+£1.26, a
t-Resveratrol  12.64 +2.64, a 13.72+£0.75, a 13.36£2.25, a
Stilbenes c-Piceid  9.90+2.42,a  12.83+0.93,a 1228+157a
c-Resveratrol 7.06+2.95, a 9.79+1.14,a 20.33+8.16, b
TOTAL 31.44+6.64,a 36.81+2.59, a 47.13+4.76,b

© 2013 American Chemical Society

Table 8. Proanthocyanidin Analysis of Wines Made From Grapes for Each
Experimental Condition. The Analysis Was Performed by HPLC-DAD of Adducts
Formed by Acid Depolymerization in The Presence of an Excess of Phloroglucinol.
Different Letters in a Row Indicate Statistical Differences (p < 0.05) Between
Treatments

Control Berry thinning Cluster thinning
TOTALPA® 513.5+£54.0,a 748.9+102.4,b 544.6 £9.4,a
mDP" 4.66£0.15, a 5.46 £ 0.60, b 4.30+0.04, a
%PC¢ 66.7+t1.4,a 68.2+1.0,a 66.7£0.5, a
%PD* 33.3+1.4,a 31.8+1.0,a 33.3+0.5,a
%Gal ® 3.8+0.0,b 34+0.1,a 3.4+03,a

* Total proanthocyanidin amount expressed as mg/L | ° Mean degree of
polymerization of analyzed proanthocyanidins | ¢ Percentage of procyanidins | ¢
Percentage of prodelphinidins | ¢ Percentage of galloylation
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Figure 3 shows the HRSEC-RID
analysis of polysaccharides from
wines for the three experimental
conditions. Each curve is the
average of three replicates. Four
molecular weight fractions were
obtained in all the wines with the
following  average  molecular
weights: F1 (around 177 kDa); F2
(around 71 kDa); F3 (around 39
kDa) and F4 (around 25 kDa). A
comparison  of  the
chromatograms of the different
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Figure 3. HRSEC-RID profiles for wine polysaccharides for each
experimental condition

especially of the lower molecular

weight fractions. Table 9 shows the polysaccharide concentration, the number average molecular weight
(M,) and the molecular weight range (MWr) of the different fractions. These data confirm that berry
thinning and especially cluster thinning wines have significantly higher total polysaccharide
concentrations than the control wine. In the case of cluster thinning wine, all the fractions were
significantly higher than in the control wine whereas only F4 was significantly higher in the case of berry
thinning wine. The M, and MWr results show some interesting differences. In general, the M, of the
higher molecular weight fractions (F1 and F2) from berry thinning and, particularly, cluster thinning
wines are significantly lower than controls and their MWr has intervals with somewhat smaller molecular
weight endpoints. In contrast, a smaller molecular weight fraction (F3) from both treatments has a
significantly higher M, than controls. During ripening, the grape berries undergo a softening process
which has been attributed to the enzymatic hydrolysis of cell wall pectins.'> Our results indicate that
wines from both treatments have a higher polysaccharide concentration, a lower M, and a molecular
weight distribution which tends towards lower values than control wine. These data suggest, therefore,
that skins from berry thinning and cluster thinning grapes were riper than those of control grapes.

Table 9. Analysis of Polysaccharides by HRSEC-RID. Different Letters in a Row Indicate Statistical
Differences (p < 0.05) Between Experimental Conditions

Polysaccharide fraction Control Berry thinning Cluster thinning
Ra ngea 2878-131 2873-124 2288-124
F1 M, 184.0+2.6,b 172.6+6.7,a 1749+2.5,a
Concentration® 133 +6,a 142 +5, ab 146 +4,b
Range® 131-50 124-50 124-50
F2 M,’ 73.3+0.8,b 69.9+0.7,a 70.3+0.7,a
Concentration® 125+6,a 134 + 4, ab 142 +3,b
Range® 50-30 50-31 50-30
F3 M, 38.0+£0.8,a 39.5+0.5,b 39.5+0.3,b
Concentration® 67+9,a 78+ 3, ab 89+7,b
Range® 30-1 31-1 30-1
F4 M, 246+12,a 24.6+0.6,a 25.4+0.6,a
Concentration® 191+7,a 229+12,b 239+4,b
TOTAL Concentration® 516 + 26, a 583+20,b 617 +14,b

 Range of molecular weights considered in each fraction. The endpoints are expressed as kDa | °
Number average molecular weight (M,) of each fraction expressed as kDa | ¢ Quantification of
polysaccharides of each fraction expressed as mg/L | ¢ Total quantification of polysaccharides
expressed as mg/L

© 2013 American Chemical Society
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Table 10 shows the results of the triangular sensory analysis of the three pairs of wines. The tasters
distinguished significantly (p < 0.05) between the wine from both treatments, and the control wine.
However, they were unable to distinguish between cluster thinning and berry thinning wines (p > 0.05).
The tasters who distinguished correctly between cluster thinning and control wines were divided in their
preferences: More specifically, 7 preferred control wine whereas 7 preferred cluster thinning wine.
However, in the comparison between berry thinning and control wines they clearly opted for the berry
thinning wine. More specifically 9 preferred berry thinning wine whereas only 2 preferred the control
wine.

Table 10. Triangular Test Results for Sensorial Analysis of Wines Made of Grapes for Each Experimental

Condition
Positi Preferences
Triangular test . O'S'I M.e P
identifications Cluster Berry
Control . -
thinning thinning
Control vs. cluster thinning 14/24 <0.05 7 7 -
Control vs. berry thinning 13/24 <0.05 4 - 9
Cluster thinning vs. berry 9/24 ns ) 5 4

thinning

In summary, cluster thinning led to wines with a significantly higher ethanol content, increased
anthocyanin and polysaccharide concentrations and generally higher concentrations of most of the other
phenolic compounds although these differences were not significant. Berry thinning led to wines with
significantly higher TPI, flavonol, proanthocyanidin and polysaccharide concentrations and lower
titratable acidity. Moreover, the proanthocyanidin mDP of berry thinning wine was significant higher than
that of control wine. Wines obtained from both treatments were sufficiently different from the control
wine to be significantly distinguished by a trained panel in a triangular test. It can be concluded therefore
that both treatments for reducing yield effectively enhanced grape maturity and improved wine quality.
However, cluster thinning involves a considerable reduction in yield, which is a real economic
disadvantage. In contrast, berry thinning seems to be more effective than cluster thinning and the yield
reduction is lower.
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CariTuLO lll. La desalcoholizacion parcial de vinos tintos de

elevada graduacion mediante smosis inversa: impacto

sobre la composicion quimica del vino.

a demanda de vinos tintos estructurados

y con un intenso color, ha llevado al

sector a esperar hasta que la uva
alcance un buen nivel de madurez fendlica. En
muchas ocasiones, este hecho comporta que el
nivel de azucares de la uva en el momento de la
recoleccion sea muy elevado, lo que conduce a
vinos con una graduacion alcoholica excesiva, lo
que también puede suponer un perjuicio, tanto
des del punto de vista del consumidor (al que no
le atraen vinos con un elevado grado alcohdlico),
como des del productor (debido a los aranceles
que ciertos paises imponen para bebidas de

elevada graduacion alcohélica).

En este capitulo se aborda el objetivo numero
4, en el que se planted evaluar el impacto que la
desalcoholizacion parcial del vino tinto ejerce
sobre la composicion quimica del vino. Para ello
se seleccionaron dos vinos de alta graduacion
elaborados a escala industrial procedentes de dos
denominaciones de origen distintas: DOQ Priorat
y DO Penedés. Mediante 6smosis inversa, se
redujo el contenido alcohodlico de cada vino uno
y dos grados de alcohol ( % vol), y se estudi6 el
efecto que dicha técnica ejerce sobre la

composicion quimica del vino.

Las analiticas de los vinos obtenidos fueron realizadas en el laboratorio del grupo de tecnologia

enoldgica (TECNENOL) del Departamento de Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat Rovira i

Virgili (URV, Tarragona). Los resultados de este ensayo fueron publicados en la revista European

Food Research and Technology en el articulo titulado “Influence of partial dealcoholization by

reverse osmosis on red wine composition and sensory characteristics”
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Influence of partial dealcoholization by reverse
osmosis on red wine composition and sensory
characteristics.

M. Gil, S. Estévez, N. Kontoudakis, F. Fort, JM Canals, and F. Zamora®

Department of Biochemistry and Biotechnology, Faculty of Oenology of Tarragona, Wine Technology Research Group (Tecnenol),
Rovira i Virgili University, Campus de Sescelades, C/ Marcel.li Domingo, s/n. 43007-Tarragona, Spain

Received: 7 February 2013 Revised: 29 April 2013 Accepted: 8 May 2013 Published online: 23 May 2013

ABSTRACT: Two red wines with a very high ethanol content were partially dealcoholized by reverse osmosis so that
the influence of this technique on wine color, chemical composition and sensory quality could be studied. No
statistically significant differences were found in pH, color intensity, total phenolic index, proanthocyanidin
concentration and their mean degree of polymerization between control wines and partially dealcoholized wines (-1
vol. % and -2 vol. %). Some slight but significant differences were found in titratable acidity, anthocyanins, CIELab
coordinates and polysaccharides. However, these differences were really quite small and only significant in a few
cases. Moreover, a trained panel of tasters had severe difficulty in distinguishing between control and partially
dealcoholized wines in triangular tests and results were statistically significant only in some of the comparisons. It is
concluded that this technique can be very useful for the partial dealcoholization of red wines because they hardly alter
their composition and sensory characteristics.

KEYWORDS: Wine composition, phenolic compounds, polysaccharides, reverse osmosis, partial
dealcoholization

INTRODUCTION

At present, deeply colored full-bodied red wines are highly valued by the market as long as they are not
too astringent and/or bitter. Color, bitterness and texture sensations such as astringency, mouthfeel and
body are closely related to the composition of wine in phenolic compounds, especially in anthocyanins
and proanthocyanidins [1]. Anthocyanidins are present in grape skins, whereas proanthocyanidins are
present in skins and seeds [2]. However, the chemical composition of seed and skin proanthocyanidins is
not identical. Specifically, skin proanthocyanidins have a higher mean degree of polymerization (mDP)
and contain a considerable proportion of epigallocatechin monomeric units [3]. In contrast, seed
proanthocyanidins have a lower mDP, they do not contain epigallocatechin monomeric units and have a
significantly higher proportion of epicatechin-3-O-gallate monomeric units [4]. It is well known that
astringency and bitterness depend on the proanthocyanidin concentration and also on its chemical
structure. Specifically, astringency is greater when the polymer size or the proportion of epicatechin-3-O-
gallate is higher [5]. Likewise, bitterness has also been associated with mDP and monomer composition
[6]. Consequently, it is generally accepted that seed proanthocyanidins are more astringent and bitter than
skin proanthocyanidins.

Polysaccharides also seem to affect some of these wines’ sensory attributes. In this regard, some authors
have suggested that polysaccharides can increase mouthfeel, [7], smooth astringency [8] and even
enhance aromatic persistence [9]. Several studies have been carried out on the changes in polysaccharide
composition of cell walls in grapes during ripening [10]. In general, these studies suggest that the well
known enzymatic degradation of pectins should lead to a greater polysaccharide concentration in wines.
However, some of the polysaccharides present in grape juice are enzymatically degraded or precipitated
during alcoholic fermentation, so wine only contains appreciable amounts of arabinogalactan proteins
(AGP) and type II rhamnogalacturonans (RG-II) [11,12]. Wine also contains other polysaccharides and
mannoproteins released by yeasts [11] which do not come from the plant. There are some studies on wine
polysaccharide composition but to our knowledge only one that studies the influence of grape maturity on
polysaccharide concentration [13].
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Grape ripeness also exerts a considerable influence on wine phenolic composition. Specifically, unripe
grapes have lower concentrations of anthocyanins that are less extractable than well-ripe grapes [14].
Moreover, in well-ripe grapes the concentration and extractability are higher in skin proanthocyanidins
whereas are lower in seed proanthocyanidins [14]. Taking all these aspects into account, it can be asserted
that unripe grapes usually release higher amounts of seed proanthocyanidin [15], which lead to very bitter
and astringent wines.

For these reasons, winemakers usually wait until the skins and seeds of grapes are suitably ripe. In fact,
the term phenolic maturity is usually used to describe this phenomenon. Nevertheless, grapes with
complete phenolic maturity frequently have higher sugar concentrations and lower acidity, which can
cause some problems. First, high ethanol content can lead to stuck and sluggish fermentations. Secondly,
ethanol clearly participates in wine sensory perception and, consequently, an excess can lead to
unbalanced wines that are unpleasant for consumers. Thirdly, the current wine market is very concerned
with health prevention policies and, therefore, is interested in wines with a moderate alcohol level.
Finally, some countries penalize high alcohol wines with higher taxes, which considerably increase their
final price.

In recent years, wines have (on average) gradually increased in alcohol content probably because
winemakers are looking for grapes with a high phenolic maturity. Moreover, it is generally considered
that climate change increases this tendency [16]. If the temperature during ripening is higher than the
optimum, the grape pulp matures faster, and the pH and sugar concentration become too high. Therefore,
the period between veraison and industrial maturity decreases, making it more difficult to pinpoint proper
aromatic and phenolic maturity, and leading to unbalanced wines.

In this situation, there are only two possibilities. Grapes can be harvested when the potential alcohol value
is appropriate or when complete phenolic maturity has been reached. In the first case, it must be assumed
that complete phenolic maturity has not been reached. In the second case, the ethanol content of the
grapes would probably be excessive. Neither of these possibilities is conducive to obtaining high quality
wines and winemakers are obviously concerned.

Several ways of mitigating the impact of global warming have been proposed. One is to change certain
viticultural practices by introducing new cultivars, modifying culture techniques and even relocating
vineyards to other production areas to delay pulp sugar accumulation [17]. Another is to use unripe grapes
harvested during cluster thinning to reduce alcohol content [18]. And yet a third is to use yeast with a
lower ethanol yield even though natural Saccharomyces cerevisiae strains seem to provide similar ethanol
yields [19]. Despite these proposals, nowadays, the most commonly used methods for reducing alcohol
content in wines [20] are physical ones [21]: for example, the spinning cone column [22] and reverse
osmosis [23]. Little is known about how these methods affect wine composition and quality. There are
very few references in the scientific literature and most of them are aimed to obtain alcohol-free wines
[24,25] or very low-alcohol wines [26-28]. However, most wineries are only interested in reducing
alcohol content by one or two degrees in order to obtain more balanced wines [29-31]. The aim of this
work was to study the impact of partial dealcoholization by reverse osmosis in red wine composition and
sensory characteristics.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Equipment. Methanol, acetonitrile, formic and acetic acids were of HPLC grade and were
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). The water used was of Milli-Q quality. Acetaldehyde, phloroglucinol,
ascorbic acid, sodium acetate and ammonium formate were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Absolute
ethanol and hydrochloric acid were purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Malvidin-3-O-glucoside chloride,
proanthocyanidin dimer B2, (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin and (-)-epicatechin-3-O-gallate were
purchased from Extrasynthese (Genay, France). A Shodex P-82 pullulan calibration kit was acquired from Waters
(Barcelona, Spain), and a pullulan 1.3 kDa and four dextrans BioChemika from Fluka (St. Louis, Missouri). The
polysaccharides used as external standards for purposes of quantification were pectins from citrus fruit and dextrans
synthesized by Leuconostoc mesenteroides purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). The HPLC analyses
were performed using an Agilent 1200 Series liquid chromatograph equipped with a G1362A refractive index
detector (RID), a G1315D diode array detector (DAD), a G1311A quaternary pump, a G1316A column oven, and a
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G1329A autosampler (Agilent Technologies, Santa Clara, California). All the spectrophotometric measurements were
performed using a Helios Alpha UV-vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, Massachusetts).

Wines. This study was carried out with two different wines from the 2009 vintage. The first wine was made from
grapes of the cultivar Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon from the Juvé & Camps winery (AOC Pened¢s) and the
second from grapes of the cultivars Grenache and Carignan from the Vinicola del Priorat winery (AOC Priorat).
Alcoholic as well as malolactic fermentation took place in stainless steel tanks.

The ethanol content of the Cabernet Sauvignon wine was 14.8% (v/v) and for the Grenache-Carignan blend
(coupage) it was 16.2% (v/v). Both wines were split into three aliquots of 550 L and the treatments were performed
at cellar temperature. The first one was conserved with no modification as the control. The second one was partially
dealcoholized by reverse osmosis units supplied by Société Michael Paetzold (Cadaujac, France), which reduced
alcohol content by about one degree (- 1%). The third one was partially dealcoholized using the same equipment to
reduce alcohol content by about two degrees (- 2%). This equipment can treat 2000 L/h for removing 1 % of ethanol
and causes a slight increase of wine temperature of around one Celsius degree for every 1% ethanol removed. The
AOC Penedés wines were aged in two-year-old French oak (Quercus petraea) barrels (225 L) whereas the AOC
Priorat wines were aged in new American oak (Quercus alba) barrels (225 L) for 9 months at a cellar temperature of
16 £ 2 °C. A total of 12 barrels were used to carry out the experiment in duplicate. After aging, samples were taken
from each barrel for chemical and sensory analysis.

Standard wine analysis. The titratable acidity was measured by titrimetry using NaOH 0.1N and bromothymol
blue as indicator. pH values were determined by a pH meter Basic-20 (CRISON, Barcelona, Spain) and ethanol
content was determined by ebullometry (GAB system, Barcelona, Spain) as described by Garcia-Barcel6 [32]. The
Total Polyphenol Index (TPI) was analyzed by measuring the 280 nm absorbance of a 1:100 dilution of wine with a
spectrophotometer, using a 10 mm quartz cuvette and multiplying the absorbance value by 100 as described by
Ribéreau-Gayon et al. [33].

Color parameters. Twenty pL of a 10% (v/v) solution of acetaldehyde was added to 2 mL of wine sample in order
to avoid sulfite interferences. After 20 minutes of incubation, spectrophotometric measurements were made using
quartz cells with a path length of 1 mm. The color intensity (CI) was estimated using the method described by Glories
[34]. The CIELab coordinates, lightness (L*), chroma (C*), hue (h*), red-greenness (a*) and yellow-blueness (b*)
were determined according to Ayala et al. [35] and the data were processed with the MSCV® software [36]. The total
colour difference (AEab*) between two samples was obtained using the expression: AEab* = [(AL*)* + (Aa*)* +
(Ab*)*]"2 [37].

Phenolic compounds analysis. Anthocyanins were analyzed by direct injection of wine using reversed-phase
HPLC-DAD as previously described [13]. Proanthocyanidin analysis was performed by reversed-phase HPLC-DAD
of adducts formed after acid-catalysed depolymerisation of proanthocyanidin in the presence of an excess of
phlorogluciol as previously described [13].

Polysaccharide analysis. Wine polysaccharides were extracted by a precipitation with acidified absolute ethanol
and analyzed by HRSEC-RID as previously described [13].

Sensory analysis. All sensory analysis were performed in the tasting room of the Faculty of Enology of Tarragona
(University Rovira i Virgili) which was designed according to UNE 87004.197. Tasting was carried out with the ISO
official tasting glasses (ISO 3591.1977). To evaluate the effect of partial dealcoholization on wine organoleptic
characteristics, all the wines were tasted by a group of eleven expert oenologists from the Rovira i Virgili University.
Six sensory triangle tests were conducted for each AOC wine to compare the three wines in pairs according to UNE
ISO 4120.1983 Triangular tests were performed at two different serving temperatures: 16-18 °C and 24-26 °C. The
low temperature was considered as the optimum serving temperature at which the characteristics and aromas of red
wines were revealed. In contrast, the higher temperature favored ethanol evaporation and was chosen to reproduce the
incorrect serving conditions that sometimes occur. In all the cases, the main objective was to determine whether
tasters were able to recognize the wine that was different. The second objective was to determine which wine was
preferred by the panelists who correctly identified the different wine. However, this last assay was only carried out at
the optimum service temperature (16-18 °C). No preference tests were carried out at 24-26 °C because there was such
a presence of ethanol that it was difficult to appreciate the other attributes.

Statistics. All the physical and chemical data are expressed as the arithmetic average + the standard deviation from
two replicates. One-factor analysis of variance (ANOVA) and Scheffe’s test were carried out with SPSS software
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). The level of significance of sensory triangle tests was determined following
Jackson’s method [38].
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the general parameters of the various wines. As expected all the partially dealcoholized
wines contain less ethanol than their corresponding controls. Moreover, the ethanol content of all the
partially dealcoholized wines was very close to the expected value, which indicated that the application of
reverse osmosis was suitable for the proposed objectives. No significant differences were found in pH or
titratable acidity with the only exception of the -2% wine from AOC Priorat which had a slightly higher,
but statistically significant, titratable acidity. This data is quite logical inasmuch as the solubility of
potassium hydrogen tartrate depends on the ethanol content. Specifically, the higher the ethanol content
is, the lower the solubility [39]. Since the wine is an oversaturated solution in potassium hydrogen tartrate
immediately after alcoholic fermentation, this salt tends to precipitate over time. Consequently, the higher
ethanol content of the control and -1% wines induced greater precipitation during oak aging than in -2%
wine. This phenomenon was not observed in the AOC Penedés wines probably because they were
partially dealcoholized when almost all the excess of potassium hydrogen tartrate had already
precipitated.

Table 1. General parameters for wines.

Dealcoholized wines

Wine Parameter Control wine
-1% -2%

Ethanol 148+0.2 c 13.8+0.2 b 12.8+0.2 a

AOC Penedés pH 3.61+£0.01 a 3.60+0.01 a 3.61+0.01 a

b

TA 3.2+0.1 a 3.2+0.1 a 32+0.1 a

Ethanol® 16.2+0.2 ¢ 15.1+0.2 b 14.1+0.1 a

AOC Priorat pH 3.55+0.01 a 3.55+0.01 a 3.55+0.01 a

TA® 3.50+0.01 a 3.50+0.01 a 3.70+£0.03 b

Different letters in a row indicate statistical differences (P < 0.05) | *Alcohol degree (%vol.). | ®
Titratable acidity (expressed as g/L of sulfuric acid).

Table 2 shows the color parameters of the various wines. No statistically significant differences were
found in any of the color parameters in the case of AOC Penedés wines. However, some slight but
statistically significant differences were found in CIELab coordinates in partially dealcoholized wines
from AOC Priorat with respect to their control. Specifically C* and L* data indicate that the control wine
has a somewhat deeper color than partially dealcoholized wines. To verify whether these small
differences were large enough to be distinguished by the human eye, the total color differences (AEab*)
between the wines were calculated. Table 3 shows the average AEab* when different pairs of wines were
compared. The human eye can generally distinguish two colors when AEab* > 1 [37]. However, it is also
generally accepted that tasters can only distinguish the color of two wines through the glass when AEab*
> 5 [37]. Since this parameter was not higher than five units in any case, the effect of reverse osmosis on
wine color was not enough to be distinguished by the human eye.

Table 4 shows the HPLC-DAD quantification of anthocyanins in the different wines. The concentration
of anthocyanins in AOC Penedés and especially in AOC Priorat wines was very low. However, this is
quite logical considering that these wines were aged in oak barrels for 9 months. The moderate
microoxygenation that took place across the staves had a considerable influence on anthocyanin chemical
transformations. Oxygen can oxidize anthocyanins and can also transform anthocyanins into more
complex pigments, some of which may eventually precipitate [40]. The lower anthocyanin concentration
of AOC Priorat wines may be the result of these wines having consumed more oxygen since they were
aged in new oak barrels which are more permeable to oxygen than the two-year-old barrels used in AOC
Penedes.
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Table 2. Color parameters of wines, including color intensity and CIELAB coordinates.

Dealcoholized wines

Wine Parameter Control wine
-1% -2%
c’ 153+15 a 15.6+09 a 15.4+0.7 a
Cc* b 55.8+1.9 a 56.3+0.7 a 559+0.2 a
L* € 40.6+3.2 a 404+13 a 40.8+0.5 a
AOC Penedés ‘
h* 16.8+£09 a 18.1+£09 a 175+13 a
a*© 554+1.1 a 53.5+0.3 a 53.4+0.1 a
b* f 16.1+1.2 a 17.5+1.1 a 16.8+1.2 a
cl @ 154+0.2 a 15.2+04 a 145+05 a
c*® 553+02 b 524+05a 527%0.1a
L* € 3791204 a 39.8+1.2 ab 40.3+0.1 b
AOC Priorat s
h* 11501 b 11.1+0.4 ab 10.5+0.2 a
a* 523+0.2 b 51.4+0.3 a 51.8+0.1 ab
b*f 10.7+0.1 b 10.1+£0.5 ab 9.6+0.2 a

Different letters in a row indicate statistical differences (P < 0.05) | * Color intensity | ®
Chroma | © Lightness | ¢ Hue | ¢ Green/red color component |  Blue/yellow color
component

Table 3. Average values for Total Color Differences (AEab*)
between samples

AOC Penedes AOC Priorat

Control vs. -1 % 2.37 2.19
Control vs. -2 % 2.13 2.69
-1%vs.-2% 0.81 0.81

The AOC Penedés control wine and its corresponding partially dealcoholized wines have statistically
similar total anthocyanin concentrations. The concentrations of monoglucosides and both acylated
anthocyanidins (acetylated and p-coumarylated) were also similar. This data is quite logical since no color
differences between these wines had been observed.

The anthocyanin composition of the -1% AOC Priorat wine was also statistically similar to that of its
control. However, the total anthocyanin concentration of the -2% AOC Priorat wine was statistically
significantly higher than that of the control and -1% wines. This trend was also observed in
monoglucosides and acylated. This data, which was not observed in the case of AOC Penedés wine, can
be related to the precipitation of tartrate salts. As it has been discussed above, the -2 % AOC Priorat wine
has a significant higher titratable acidity than control wine whereas the -2% AOC Penedes have similar
values. This data indicates the -2 % AOC Priorat has got a minor precipitation of these salts. It is well
known that tartrate salts can absorb polyphenols [41]. Consequently, if this wine has got less precipitation
of tartrate salts, it is quite logical that less anthocyanins have been absorbed.
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Table 4. Anthocyanins quantification determined by HPLC-DAD, expressed as milligrams of malvidine-
0-3-glucoside per liter.

Dealcoholized wines

Wine Parameter Control wine
-1% -2%
Non-acylat'ed 153.3+155 a 151.2+1.3 a 158.6+1.1 a
anthocyanins
AOC Acetylated anthocyanins 68.7+5.7 a 65.5+3.5a 67.9+3.3 a
Penedes p-Coumarylated 84+13 a 8202 a 8.6+0.1 a
anthocyanins
Total anthocyanins 230.3+22.5 a 2249+5.1 a 235.1+45 a
Non-acylated 212426a  201+17a 31546 b
anthocyanins
AOC Acetylated anthocyanins 126+1.8 a 14.4+4.8 ab 193104 b
Priorat p-Coumarylated 06+0.1 a 07£0.1 a 11401 b
anthocyanins
Total anthocyanins 345245 a 31.5+6.7 a 51.9+5.1 b

Different letters in a row indicate statistical differences (P < 0.05)

At first glance it may seem paradoxical that the -2% AOC Priorat wine had a higher anthocyanin
concentration and a color that was slightly less deep (lower C* and higher L*). However, color in wines
aged in wood depends more on anthocyanin derived pigments [42] which probably are in lower
concentration in this wine. In any case, all these differences were so small that they have hardly any effect

on the consumers’ perception of quality.

Table 5. Total phenolic content by spectrophotometry and proanthocyanidin analysis by
phloroglucinolysis using HPLC-DAD.

Dealcoholized wines

Wine Parameter Control wine
-1% -2%

TPI® 73.9+23 a 729+25 a 75.8+0.6 a

TP 1.8+0.3 a 1.6+0.2 a 1.7+0.3 a
A0C mDP ¢ 5.96+0.02 a 6.11+0.09 a 5.87+0.17 a
Penedes %PC®  70.06+0.39 a 69.33+043 a 69.42+0.73 a
%PD © 29.94+0.39 a 30.67+0.43 a 30.58%0.73 a
%Gal | 3.20+0.16 a 3.24+0.20 a 3.48+0.19 a

TPI® 62.4+0.5 a 62.2+0.1 a 62.1+0.8 a

TP® 1.6+0.2 a 1.7+0.2 a 1.2+03 a
mDP ¢ 460+024a 473+004 a 4.69+0.07 a

AOC Priorat ‘

%PC 77.00+0.06 b 76.92+0.32 b 75.51+0.42 a
%PD © 23.00+0.06 a 23.08+0.32 a 24.49+0.42 b
%Gal ' 3.98+0.02a 4.21+038 ab 4.63+0.02 b

Different letters in a row indicate statistical differences (P < 0.05) | * Total polyphenolic
index | ° Total proanthocyanidins expressed as g/L | ¢ Mean degree of polymerization |*
Percentage of procyanidins |  Percentage of prodelphinidins | © Percentage of galloylation
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Table 5 shows the total phenolic index (TPI), the total proanthocyanidin concentration and related
parameters. No statistically significant differences were found in TPI, total concentration of
proanthocyanidins or their mean degree of polymerization (mDP) between partially dealcoholized wines
and the control wine from AOC Penedé¢s. Moreover, no differences were found in the percentages of
procyanidins, prodelphinidins and galloylation. Results were similar in AOC Priorat wines although some
slight but statistically significant differences were observed in the percentage of procyanidins,
prodelphinidins and galloylation. These slight differences may be also related with the absorption of
proanthocyanidins by tartrate salts. In any case, these differences are so low that it seems that reverse
osmosis did not affect appreciably the tannic structure of these wines.

Table 6 shows the results of polysaccharide analysis by HRSEC-RID of the different wines. In general,
the total polysaccharide concentration and the molecular weight fractions of -1% wines were similar to
those of control wines in both Appellations. However, some slight differences appeared in -2% wines
which generally have higher values in all the fractions although these differences are not always
significant. This slight tendency may be due to the fact that polysaccharide solubility is lower when the
ethanol concentration is higher [43]. Consequently, polysaccharide precipitation during oak ageing
should be lower in dealcoholized wines.

Table 6. Polysaccharide analysis by HRSEC-RID, expressed as milligrams of polysaccharide per

liter.
Dealcoholized wines
Wine Parameter Control wine
-1% -2%

LMWf 85.2+10.1 a 84.1+8.6a 86.1+4.7 a
MMW# ° 187.2+57 a  222.7+189 ab  237.8+7.8 b

AOC Penedés
SMWf € 233.8+78.5 a 211.8+19.6 a 221.8+285 a
TOTAL 506.2 £82.8 a 518.6+47.1 a 545.7+41.0 a
LMWf 74.6+20.2 a 65.9+0.7 a 73.3+45 a
MMWf ° 202.9+14.8 a 170.2+10.5 a 218.0+19.7 a

AOC Priorat

SMWf 200.1+7.4 a 167.1+275 a 225.7+14.6 a

TOTAL 477.5+27.7 ab 430.2+37.4 a 516.9+38.8 b

Different letters in a row indicate statistical differences (P < 0.05) | * Large molecular weight
fraction, including polysaccharides greater than 50KDa | ® Medium molecular weight fraction,
including polysaccharides between 10KDa and 50KDa | © Small molecular weight fraction,
including polysaccharides up to 10KDa

Bibliography also describes that some wine polysaccharides can inhibit the growth of potassium hydrogen
tartrate crystals [44] and therefore is also quite logical that wines with higher polysaccharide
concentration would have higher titratable acidity. This is accomplished in the case of -2 % ethanol AOC
Priorat wine but not in the -2 % ethanol AOC Penedé¢s wines which have similar titratable acidity than its
control (Table 1). This phenomenon was probably not observed in the -2 % ethanol AOC Penedés wines
because this wine was partially dealcoholized when almost all the excess of potassium hydrogen tartrate
had already precipitated. This is an interesting data because indicate that reverse osmosis dealcoholization
should be applied as soon as possible in order to prevent the usual losses of titratable acidity which
happens in wines during cold stabilization.
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Table 7. Sensorial analysis results for wines.

o Preferences
Wine Triangular test T (2C) id PO.:'ItIV?
identifications Contr0| _1% _2%
16-18 9/11 0.005
Control vs. -1% 7 2 -
24-26 8/11 0.03
16-18 7/11 0.05
P AO§‘ Control vs. -2% 5 - 2
enedes 24-26 4/11 ns
16-18 1/11 ns
-1% vs. -2% - 0 1
24-26 4/11 ns
16-18 4/11 ns
Control vs. -1% 3 1 -
24-26 3/11 ns
16-18 5/11 ns
AOC Priorat  Control vs. -2% 3 - 2
24-26 7/11 0.05
16-18 5/11 ns
-1% vs. -2% - 3 2
24-26 7/11 0.05

Table 7 shows the results of the sensory analysis. Tasters were able to distinguish control and -1% wines
from AOC Penedés at both serving temperatures in triangular tests. Of all the tasters who distinguished
them correctly, seven preferred the control wine whereas the other two tasters preferred the -1% wine. In
any case, these preferences were not statistically significant (p = 0.0703). Results were similar when the
control was compared with the -2% wine at 16-18 °C although the significance level was somewhat lower
and have neither statistical significance (p = 0.1641). The results were more surprising when this
triangular test was performed at 24-26 °C given that only 4 tasters (p > 0.05) managed to distinguish
between them. This lack of significance may be because the excessive ethanol content in both wines at
high temperatures may cause the tasters some fatigue and / or saturation. Finally, tasters were unable to
distinguish between -1% and -2% wines at both serving temperatures. It seems, therefore, that tasters can
distinguish the AOC Penedes control wine from its corresponding partially dealcoholized wines and that
they prefer it. Nevertheless, all tasters admitted that it was not easy to distinguish between the glasses and
that they had doubts when selecting their preferred wine.

In the case of the AOC Priorat wine, the results were less clear than in the case of the AOC Penedés wine.
Only 4 tasters out of 11 (p > 0.05) matched the triangular test at 16-18 °C and only 3 out of 11 (p > 0.05)
at 24-26 °C when control and -1% wine were compared. Neither could the panel distinguish between the
control and -2% at 16-18 °C (5 tasters out of 11; p > 0.05). However, they could when they tasted the
wines at 24-26 °C (7 tasters out of 11; p = 0.05). Results were identical when -1% and -2% wines were
compared. These surprising results seem to indicate that wines were really very similar at least from the
standpoint of sensory characteristics.

CONLCLUSIONS

The results indicate that the application of reverse osmosis to partial wine dealcoholization does not
appreciably alter the color or the chemical composition of the wines, with the only and obvious exception
of the ethanol content. Significant differences were only found in some of the analyzed parameters but in
all cases these differences were really very small. Moreover, a trained panel of tasters had severe
difficulty in distinguishing between control and partially dealcoholized wines in triangular tests and
results were statistically significant only in some of the comparisons. This technique, then, can be very
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useful for the partial dealcoholization of red wines since it hardly alters their composition and sensory
characteristics. Moreover, the cost of the process can be considered as affordable since the equipment
manufacturer provides the service at a price of 0.15 €/L for removing 1 % of ethanol. Reverse osmosis is,
therefore, an interesting tool for improving the balance of the wines from regions where grapes can easily
have a very high alcohol content. This is particularly important nowadays because climatic change is
increasingly causing a mismatch between the pulp and phenolic maturity of grapes.
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CariTuLO IV. Influencia del tamaiio de baya sobre la composicion

guimica del vino tinto

a enorme heterogeneidad de la uva es uno
de los problemas con los que se enfrenta el
sector vitivinicola, por lo que son muchas
las bodegas que aplican técnicas para seleccionar la
uva, ya sea de forma manual o mediante mesas
automatizadas de seleccion, con el fin de separar las
uvas de mejor calidad y elaborar asi vinos tintos de

alta gama.

En el sector siempre se ha considerado que las
variedades de uva de tamafo pequefio son las mas
adecuadas para la vinificacion, ya que la mayor parte
interés enologico se

de los compuestos de

encuentran en las pieles y, utilizando bayas de

tamafio pequefio se consigue una mayor proporcion
pieles/mosto. Asumiendo esta consideracion, se
plante6 la idea de seleccionar la uva en funcion de su
tamafio y vinificar cada calibre por separado, como
una posible técnica para mejorar la calidad de los

vinos tintos de alta gama.

En este capitulo se aborda el objetivo niimero 5,
en el que se planteaba evaluar la influencia del
tamafo de la baya sobre la composicién quimica del
vino tinto. Para ello se seleccionaron, mediante dos
tamizados, tres tamafios distintos de Dbaya,
procedentes de una cosecha de la variedad cabernet

sauvignon.

Las analiticas de los vinos de este capitulo se realizaron: en el laboratorio del grupo de tecnologia
enoldgica (TECNENOL) del Departamento de Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat Rovira i Virgili

(URV, Tarragona), en los laboratorios del Instituto Regional de Investigacion Cientifica Aplicada (IRICA)
de la Universidad de Castilla la Mancha (UCLM, Ciudad Real), y en los laboratorios del Instituto de la Vid
y el Vino de Castilla la Mancha (IVICAM, Tomelloso). Los resultados de este ensayo se hallan en el

manuscrito titulado “Influence of berry size on wine composition and quality” elaborado para ser

enviado a la revista Food Chemistry.
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Influence of berry size on wine composition and
quality

Mariona Gil,* Olga Pascual,® Sergio Gomez-Alonso,™ Esteban Garcia-Romero,*
b r (4 . *
Isidro Hermosm-Gutlerrez,b Joan Miquel Canals,” and Fernando Zamora.”

* Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Facultat d’Enologia de Tarragona, Grup de Recerca en Tecnologia Enologica
(Tecnenol), Universitat Rovira i Virgili, Campus de Sescelades, C/Marcel.li Domingo s/n, 43007 Tarragona, Spain.

® Instituto Regional de Investigacién Cientifica Aplicada, Universidad de Castilla-La Mancha, Campus Universitario s/n, 13071
Ciudad Real, Spain.

¢ Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha, Ctra. Toledo-Albacete s/n, 13700 Tomelloso, Ciudad Real, Spain.

¢ Fundacion Parque Cientifico y Tecnoldgico de Albacete, Paseo de la Innovacion, 1, 02006, Albacete, Spain.

ABSTRACT: The aim of this paper was to study how berry size affects color and chemical composition of wine.
Grapes of Cabernet sauvignon were harvested at optimal maturity, and selected by two different sieves, to obtain
three grape groups with different sizes (big, medium and small). Every block was used for winemaking by triplicate.
The results show that color intensity, total polyphenol index, total anthocyanins, proanthocyanidins, coumaric acid
derivatives, caffeic acid and stilbene concentrations were higher when the berries were smaller while pH did the
opposite. Moreover, wines from smaller berries have higher proportion of prodelphinidins and lower galloylation
degree of proanthocyanidins. All these data suggest that the separation of berries by size in the wineries should be an
interesting tool for wine quality management.

KEYWORDS: wine composition, berry size, phenolic compounds, polysaccharides, wine color,
pressing.

1. Introduction

Nowadays, international market demands red wines with deep color, full body, soft tannins and fruit
scents. These sensory characteristics are closely related with the phenolic composition of wine.
Specifically, wine color are largely related with anthocyanins which are red pigments originated in grape
skins. However wine color also depends on wine pH and on the presence of copigments (mainly flavan-3-
ols, flavonols or hydroxycinnamic acids) which protect anthocyanins of hydratation enhancing color
intensity (He et al., 2012). Other sensory perceptions, such as bitterness and astringency, are closely
related with proanthocyanidins which are flavan-3-ol polymers from grape skins and seeds (Lesschaeve &
Noble, 2005). There are some structural differences between skin and seed proanthocyanidins.
Specifically, skin proanthocyanidins are larger polymers, containing epigallocatechin and a little
proportion of galloylated subunits, while seed proanthocyanidins are smaller polymers, with a higher
proportion of galloylated subunits and without epigallocatechin subunits within their structure (Cerpa-
Calderon & Kennedy, 2008). It is currently accepted that astringency increases with proanthocyanidin
mean degree of polymerization (mDP) and with the proportion of galloylated subunits (Chira, Pacella,
Jourdes & Teissedre, 2011, Chira, Schmauch, Saucier, Fabre & Teissedre, 2009, De Freitas & Mateus,
2001). In contrast, monomeric flavan-3-ols and their smaller polymers are mainly responsible of
bitterness (Peleg, Gacon, Schlich & Noble, 1999). Moreover, other families of phenolic compounds, such
as flavonols and hydroxycinnamic acids, could also be related with bitterness (Preys et al., 2006).

Astringency and bitterness can also be modulated by the presence of other substances in the wine matrix.
In that sense, it seems clear that compounds contributing to sweetness, such as sugars, glycerol and
polysaccharides can smooth both attributes (Sdenz-Navajas, Avizcuri, Ferreira & Fernandez-Zurbano,
2012).

Grape phenolics are not distributed homogeneously in the berry. Briefly, skins contain anthocyanin,
flavonols, hydroxycinnamic acids and flavan-3-ols (monomers and polymers). Seeds contain mainly
flavan-3-ols and finally pulp contains hydroxycinnamic acids (Adams, 2006). This distribution of

*Corresponding autor: Phone: + 34 977 55 87 96. Fax: + 34 977 55 86 86. E-mail: fernando.zamora@urv.cat
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compounds among berry tissues can explain the differences of extraction kinetics for each family of
compounds, as well as the influence of winemaking technique on wine composition.

According to one of the classical postulates of the viticulture, cultivars with smaller berries produce the
best red wines. If we consider a berry like a perfect sphere, its surface (related to the skin amount)
corresponds to the formula (4nr?), while its volume (related to the flesh amount) corresponds to the

4 . . 3. .
formula ( 3T r3). So then, the skin to flesh ratio corresponds to the formula ( - ), inversely correlated

with the radius of the berry. Considering this idea, it can be accepted that the smaller the berry the biggest
the skin to flesh ratio, which in turn mainly determines the proportion of skins to grape juice ratio during
maceration (one of the main factors for phenolic enrichment of red wine). This argument could explain
some of the differences observed between wines from different Vitis vinifera cultivars (with different
average berry sizes).

It has been described the existence of a high level of grape heterogeneity at harvest, probably due to
differences during the development of the fruit. This heterogeneity leads to a wide maturity range among
grapes (Kontoudakis, Esteruelas, Fort, Canals, De Freitas & Zamora, 2011). One of the obvious factors of
heterogeneity at harvest is the diversity of berry sizes. It is generally accepted that berry size at harvest
depends on the number of seeds per berry, which seems quite logical since the concentration of growth
regulating substances during berry development is also proportionate to the number of seeds.
Consequently, berry size can influence not only the skin to flesh ratio but the seed to flesh ratio as well
(Roby & Matthews, 2004). It is therefore clear that different sized berries have different proportion of
skins and seeds which will probably be reflected in wines with different composition in anthocyanin and
proanthocyanidin.

According to all these arguments, it is quite logical consider the possibility of separating berries by size in
the winery as a tool for better management of wine quality. Winemaking separately berries of smaller size
would theoretically allow winemakers to obtain higher quality of premium red wines whereas the resting
berries would be employed to obtain basic wines.

The aim of this paper was to study the real influence of berry size on wine composition, selecting berries
from a single harvest by its size. Three different sizes, big, medium and small (figure 1), as well as
unselected control grapes were employed for winemaking separately in this study.

Figure 1. Picture of a grape berry for each selected berry size. From left to right picture shows small, medium and
big berry sizes.

2. Methods and Materials

2.1 Chemicals and equipments. Methanol, acetonitrile, formic acid and acetic acid were of HPLC grade
(>99%) and purchased from Panreac (Barcelona, Spain). Acetaldehyde, poly(vinylpolypyrrolidone),
phloroglucinol, ascorbic acid, sodium acetate and ammonium formate were purchased from Sigma-
Aldrich (Madrid, Spain). The commercial standards were from Phytolab (Vestenbergsgreuth, Germany):
malvidin 3-glucoside, trans-caftaric acid, caffeic and p-coumaric acids, trans-resveratrol, and trans-
piceid. Absolute ethanol and hydrochloric acid were purchased from Panreac (Barcelona, Spain).
Commercial standards of kaempferol, quercetin, isorhamnetin, myricetin and syringetin, and the 3-
glucosides of kaempferol, quercetin, isorhamnetin, syringetin, proanthocyanidin dimer B2, (+)-catechin,
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(-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin and (-)-epicatechin-3-O-gallate were purchased from Extrasynthese
(Genay, France). Other non commercial flavonol standards (myricetin 3-glucoside and quercetin 3-
glucuronide) were kindly supplied by Dr. Ullrich Engelhardt (Institute of Food Chemistry, Technical
University of Braunschweig, Germany). The trans isomers of resveratrol and piceid (resveratrol 3-
glucoside) were transformed into their respective cis isomers by UV-irradiation (366 nm light for 5 min in
quartz vials) of 25% MeOH solutions of the trans isomers. Vitisin A (10-carboxy-pyranomalvidin-3-
glucoside) and 10-p-monohydroxyphenyl-pyranomalvidin-3-glucoside ~(MHP-pymv-3-glc) were
quantified using previously obtained standards (Blanco-Vega, Lopez-Bellido, Alia-Robledo & Hermosin-
Gutiérrez, 2011). A pullulan calibration kit Shodex P-82 (P-5, Mw=5.9 kDa; P-10, Mw=11.8 kDa; P-20,
Mw=22.8 kDa; P-50, Mw=47.5 kDa; P-100, Mw=112 kDa; P-200, Mw=212 kDa; P-400, Mw=404 kDa;
P-800, Mw=788 kDa) was obtained from Waters (Barcelona, Spain), while a pullulan 1.3 kDa and four
dextrans BioChemika (12, 25, 50 and 80 kDa) were obtained from Fluka (St. Louis, Missouri). The
polysaccharides used as external standards for quantification were pectins from citrus fruit and dextrans
synthesized by Leuconostoc mesenteroides purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). The
HPLC analysis for proanthocyanidins and polysaccharides was performed using an Agilent 1200 Series
liquid chromatograph equipped with a G1362A refractive index detector (RID), a G1315D diode array
detector (DAD), a G1311A quaternary pump, a G1316A column oven, and a G1329A autosampler
(Agilent Technologies, Santa Clara, California). Low molecular weight wine phenolic compounds
(namely, anthocyanin and non-anthocyanin phenolics) were HPLC separated, identified and quantified on
an Agilent 1100 Series system (Agilent, Germany), equipped with DAD (G1315B) and LC/MSD Trap
VL (G2445C VL) electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS"), and coupled to an Agilent Chem
Station (version B.01.03) data-processing station. The mass spectra data were processed with the Agilent
LC/MS Trap software (version 5.3). All the spectrophotometric measurements were performed using a
Helios Alpha UV-vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, Massachusetts).

2.2 Grapes and wines. The experiment was carried out with Vitis vinifera Cabernet Sauvignon cultivar
from the experimental winery of the Enology Faculty of the Rovira i Virgili University in Constanti
(AOC Tarragona; 41°8°54.17" (N) and 1°11°53.89" (E)) during of the 2012 vintage. The vineyard is
located at an altitude of 87 meters above sea level. Grapes were harvested manually on September 27
when they had around 12.5% of average potential ethanol content. About 100 kg of grapes were carefully
destemmed (Delta V2, Bucher Vaslin SA, Chalonnes sur Loire, France). Subsequently, the berries were
selected in function of their size by employing two sieves with different holes size (11.5 £ 0.5 and 14.5 +
0.5 mm respectively). Berries were dropped onto the sieve with smaller holes with an inclination of about
30 degrees whilst two operators gently agitated it to facilitate the fall of the smaller berries. This
operation was repeated three times and the sieved berries were considered as small berries. Subsequently,
the resting berries were sieved again using the sieve with higher hole in a similar way. The sieved berries
were considered as medium berries whereas the non-sieved berries were considered as big berries. Berries
of each size (small, medium and big) as well as non selected berries (Control) were randomly distributed
in 3 groups of 4 kg each one. After that, berries were crushed with a manual crusher, sulfited (100 mg
K,S,05/kg), and placed in 6 L tanks equipped with a submerged cap system according to the winemaking
method previously described (Sampaio, Kennedy & Vasconcelos, 2007). All tanks were immediately
inoculated with 200 mg/kg of selected yeast (EC1118, Lallemand Inc., Montreal, Canada) and maintained
at a room temperature of 25 £ 1 °C. All of these micro-scale vinifications were controlled daily by
measuring the temperature and the density of the juice. One mechanical punchdown of the cap were made
around 1040 density units to improve color extraction. After 2 weeks of maceration, the wines from three
of the tanks were racked (racking wine) and the wet solids were pressed (pressing wine). All the wines
were sulfited (100 mg K,S,0s/L) and kept at 4 °C for 1 month for tartaric stabilization. Malolactic
fermentation was inhibited to prevent any possible variations in the rhythm of this transformation that
could affect each wine differently. Finally, wines were bottled and stored in a dark cellar at 15 °C until
analysis. The analyses started 2 months after bottling.

2.3 Grapes characterization. For each selected berry size group of grapes, a triplicate of 100 berries was
used to allow the physical grapes characterization. The weight of one hundred grapes was established by
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using an analytical scale. The volume of one hundred grapes was established by the displacement of a
known volume of water into a graduated cylinder. The theoretical surface (S) of skins was calculated
from the previously measured berry volume and assuming that the berries were perfect spheres (S =
4--[3-v/4- m]**, where v corresponds to de measured average volume per berry). The ratio between berry
surface and berry weight was calculated by dividing the theoretical surface of 100 berries by the average
berry mass of 100 berries. The seeds from the same triplicates of 100 berries were extracted manually,
and used to count the number of seeds contained in every single berry and the weight and volume of seeds
from 100 berries, data useful to calculate the proportion of seeds expressed in (w/w) and in (v/v).

2.4 Standard grape juice and wine analysis. The titratable acidity was measured by titrimetry using
NaOH 0.1N and bromothymol blue as indicator. pH values were determined by a pH meter Basic-20
(CRISON, Barcelona, Spain). Potential ethanol of grape juice was determined by refractrometry and the
ethanol content of wine was determined by ebullometry (GAB system, Barcelona Spain). The total
polyphenol index (TPI) was analyzed by measuring the 280 nm absorbance of a 1:100 dilution of wine or
grape juice with a spectrophotometer after a centrifugation (8500 rpm during 20 minutes) using a 10 mm
quartz cuvette as previously described (Ribéreau-Gayon, Glories, Maujean & Dubordieu, 2006).

2.5 Spectrophotometric characterization of anthocyanidins. The total anthocyanin content was
determined by spectrophotometry using the method described by Niketic-Aleksic & Hrazdina (1972). The
PVPP Index analysis proposed by Glories (1984) was made as follows: 1mL of wine was adsorbed to a
PVPP column previously packed into a 10mL syringe. After that, 10 mL of water was passed through the
column to clean up the sample and avoid non-phenolic compounds. Free anthocyanins were eluted using
an eluent made of Ethanol, Water and Hydrochloric Acid (70: 30: 1); The non-colored eluent was
discarded, and colored eluent were recovered from first drop till get 20 mL of solvent containing free
anthocanins. The solution containing free anthocyanins was used to determine free anthocyanins by the
same method used for total anthocyanins (Niketic-Aleksic & Hrazdina, 1972). The PVPP Index (%) was

. . Total Anthocyanin—Free Anthocyanin
determined by the expression: PVPP(%) = > 4

- -100 and corresponds to
Total Anthocyanin

the proportion of combined anthocyanins. lonization Index was determined by the method proposed by
Glories (1984)

2.6 Color parameters. Ten uL of a 10% (v/v) acetaldehyde solution was added to 1 mL of wine sample
20 min before color measurement to avoid sulfite interferences. The color intensity (CI) and hue was
estimated using the method described by Glories (1984). The complete spectra of wines from 400 to 650
nm of wavelength were registered by using the scanning mode of the Helios Alpha UV-vis
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltman, Massachusetts) used for all the
spectrophotometric measurements. The CIELAB coordinates, lightness (L*), chroma (C*), hue (h*), red-
greenness (a*), and yellow-blueness (b*), were determined according to the method of Ayala, Echavarri
& Negueruela (1997) and data processing was performed with MSCV® software (Ayala, Echavarri &
Negueruela, 2013). The total colour differences (AEab*) between wines was obtained using the
expression: AEab* = [(AL*)* + (Aa*)* + (Ab*)?]"? extracted from the work of Pérez-Magarifio &
Gonzalez-Sanjosé (2003).

2.7 Analysis of low molecular weight phenolic compounds. The low molecular weight phenolic
compounds of wines with the exception of flavan-3-ols were analyzed following a previously described
method (Gil et al, 2013), by using a solid phase extraction to the sample preparation and a
chromatographic analysis using a HPLC-DAD-ESI-MS" method.

2.8 Analysis of monomeric and dimeric flavan-3-ols. All solvents were of HPLC quality, and all
chemicals were analytical grade (> 99 %). Water was of Milli-Q quality. The following commercial
standards were used: (—)-epigallocatechin and (—)-gallocatechin from Phytolab (Vestenbergsgreuth,
Germany); procyanidins B1 and B2 from Extrasynthese (Genay, France); (+)-catechin, (—)-epicatechin,
and (—)-epicatechin 3-gallate Sigma (Tres Cantos, Madrid, Spain). Finally, a non-commercial sample of
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procyanidin B4 was kindly supplied by Prof. Victor de Freitas (Centro de Investigagdo em Quimica,
Departamento de Quimica do Porto, Portugal).

With regards to flavan-3-ols (monomers and B-type procyanidins), their HPLC separation, identification
and quantification were performed on an Agilent 1200 Series system equipped with DAD (Agilent,
Germany), and coupled to an AB Sciex 3200 Q TRAP (Applied Biosystems) electrospray ionization mass
spectrometry system (ESI-MS). The chromatographic system was managed by Agilent Chem Station
(version B.01.03) data-processing station. The mass spectra data were processed with the Analyst MDS
software (Applied Biosystems, version 1.5). The samples (0.25 mL of wine diluted with 4.75 mL of
water: formic acid, 98.5:1.5) were injected (100 pL) after filtration (0.20 pum, polyester membrane,
Chromafil PET 20/25, Machery-Nagel, Diiren, Germany) on a reversed-phase column Ascentis Express
C18 de Supelco (4.6 x 150 mm; 2.7 pm particle), thermostated at 16 °C. The solvents were
water/methanol/formic acid (89:10:1, v/v/v, solvent A) and methanol (solvent B), and the flow rate was
0.5 mL/min. The linear gradient for solvent B was: zero min, 1%; 2 min, 1%; 60 min, 23%; 75 min, 70%;
80 min, 95%; 90 min, 95%; 95 min, 1%; 100, 1%. Two MS scan types were used: Enhanced MS (EMS)
for compound identification; and Multiple Reaction Monitoring (MRM) for quantification. MS conditions
for both scan types were: ion spray voltage, -4000; ion source temperature, 450 °C; collision gas, high;
courtain gas, 15; ion source gas 1, 70; ion source gas 2, 50; declustering potential, -35; entrance potential,
-10; collision energy, -30; collision cell exit potential, -3. The selected mass transitions (m/z pairs) for
MRM scan and quantification were: (+)-catechin and (-)-epicatechin (289-245); procyanidins B1, B2, and
B4 (577-425 and 577-407); (-)-epigallocatechin and (-)-gallocatechin (305-221 and 305-219); and (-)-
epicatechin 3-gallate (441-289). Quantification was made using external calibration curves of (+)-
catechin together with previously obtained response factors for each of the other compounds. Two
injections of (+)-catechin standard solution, one at the beginning and the second at the end of every
injection series, were done for updating the response factors before quantification. The analyses were
made in duplicate.

2.9 Proanthocyanidin analysis. Acid-catalysed depolymerisation of proanthocyanidins in the presence of
an excess of phloroglucinol was used to analyze the proanthocyanidin content and composition, by using
a previously described method (Gil et al., 2013).

2.10 Polysaccharide analysis. Wine polysaccharides were analyzed by HRSEC-RID after precipitation
with cold acidified ethanol, as previously described (Gil et al., 2013).

2.11 Statistics. All data are expressed as the arithmetic average + standard deviation of three replicates.
One-factor ANOVA tests (p < 0.05) were carried out with SPSS software, and multiple comparisons were
performed by the employing the Student-Newman-Keuls (SNK) post hoc test. The same software (SPSS)
was used to perform the Principal Component Analysis (PCA).

3. Results and Discussion

With the aim of evaluating the effectiveness of the berry size selection method by using two different
sieves, a triplicate of 100 berries for each berry size (big, medium and small, figure 1) was used to
characterize grapes from each group. The data obtained for grape characterization is shown in the table 1.
As expected, the values of mass and volume of 100 berries increase with berry size, while the control
group shows a similar behavior than medium size grapes. These results confirm that the selection method
is useful to separate grapes according to their size, since data show statistical differences between the
three selected groups of berries in mass (m;q) and volume (Vo). The average number of seeds contained
in 100 berries also tend to increase with berry size, which is quite logical considering that berry single
growth are related with its number of seeds. In this sense, figure 2 shows the distribution of seeds per
berry, reinforcing the idea that small berries contain a minor number of seeds (mostly a single one), and
that the number of seeds per berry increases with berry size. The minor number of seeds contained in the
small berries implies a minor proportion of seeds referred to the weight. This behavior was similar when
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COMPUESTOS FENOLICOS

the proportion was referred to volume although there were not statistical differences between big and
medium grapes.

Since the heterogeneous distribution of phenolic compounds among berry tissues, the quantity of skins
and seeds per grape mass were calculated. These results are shown in table 1 and correspond to the skin
surface per gram of berry and the number of seeds per gram of berry. As expected, the skin surface per
gram of berry shows a clear trend, in which the quantity of skins increased when the berry size decreased.
On the other hand, the number of seeds per gram of berry seems to follow the opposite way, in which the
number of seeds per gram of berry decreases with the berry size. So, taking in consideration all these
results, it seems that small berries contain a higher proportion of skins and lower proportion of seeds,
while big berries do the opposite. The results showed in table 1 are, in general, agree with previously
published data (Barbagallo, Guidoni & Hunter, 2011, Poni & Libelli, 2008).

Table 1. Physical characterization of grape berries. Different letters in a row indicates statistical

differences (p < 0.05).

BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Mago 184.1+0.9,c  142.9+72,b  100.6+0.2,a  1442+33b
Vigo™ 166.0+1.0,c  129.0+6.2,b 92.5+0.5, a 130.2+2.3,b

seed;go ' 244£8, ¢ 173 +15,b 116 +3, 179+6,b
%seed (w/w)®  572+025c  515+0.23,b  4.39+0.13,a  4.92+0.03,b

%seed (V/V)®  55%03,b 53+04,b 44+01,a 46+0.1,a
Skin,"? 3.68+0.01,a  4.01£007,b  456+0.02,c  4.00%0.05 b
Seed,® 133£0.04,c  121£0.04,ab  1.15:0.02,a  1.24+0.01,b

¥ Mass of 100 berries expressed in g. | ° Volume of 100 berries expressed in mL. | ¢ Number of seeds
contained in 100 berries. | ¢ Seed contribution to berry weight expressed as a percentage | ¢ Seed
contribution to berry volume expressed as a percentage. | ' Berry’s surface per gram of berry, expressed in
cm?/g. | ¢ Seed’s number per gram of berry.

Once the berries were characterized, the analysis of grape juice from crushed grapes for winemaking was
performed. The data corresponding to potential ethanol, pH and titratable acidity (TA), shown in table 2,
could give us an idea about the pulp maturity level of grapes. Broadly grape juices from big and medium
berry sizes don’t show statistical differences in TA, potential ethanol nor pH. In contrast, juices from
small berries show statistically higher TA and lower pH, which seems to indicate that the smaller berries
reach a higher acidity and, consequently, lower pH. The pH and TA trend observed in our assay was
previously reported by Poni & Libelli (2008), in an assay performed with Syrah. However other assay
performed (also with Syrah) by Barbagallo, Guidoni & Hunter (2011) shows a trend in which TA
increases with berry size. Regarding the potential ethanol values, it seems that sugar concentration

increases when berry size
decreases although only
. statistical ~ differences  were

found between big and small
grapes. The Barbagallo’s assay

¥ aforementioned shows a similar
3 trend, in which the soluble
E" 5 solids of grapes (°Brix)
;ﬁ“ decrease when berry size

increases. However, not clear
trend about soluble solids was
found in the assay of Poni et al.
Despite the existence of some
disagreement of the cited
assays (probably related with
differences in growth

—E e MED L SMALL e ee CONTROL

Figure 2. Average number of seeds per berry distribution among berry sizes.
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conditions), our data seems to indicate that small berries have a better potential to elaborate high quality
red wines, since they have more skin proportion, less seed proportion, higher sugar content and TA, and
lower pH value.

Table 2. Grape juice characterization. Different letters in a column indicates statistical differences (p < 0.05)
among berry sizes.

Potential Ethanol ©® pH TA® TPI
BIG 12.56 + 0.00, a 3.68+0.03,c  5.69+0.06,a 8.8+0.7,a
MEDIUM 12.63 £ 0.06, ab 3.67+0.01,¢c  5.69+0.01,a 9.2+0.4, ab
SMALL 12.80+0.16, b 3.56+0.01,a  6.47+0.15,¢ 10.5+0.9, b
CONTROL 12.73 £+ 0.06, ab 3.59+0.01,b  6.19+0.04,b 10.3+0.6, ab

* Potential Ethanol by considering a fermentation yield of 17 g/L of sugar leads to a 1 %vol of Ethanol. | °
Titratable acidity of grape juice expressed as g/L of Tartaric acid. | © Total Polyphenolic Index of grape juice

Once alcoholic fermentation was finished, when the maceration time was over, the free-run wine was
racked (racking wines), and the wet solids were pressed leading to a new fraction of wines (pressing
wines). Not statistical differences were found in neither racking yield nor pressing yield nor mass of
solids after pressing (data not shown). Both racked wines and pressed wines were analyzed, but a global
value for each parameter was estimated by using the proportion of racked wine and pressed wine, in order
to evaluate the impact of berry size in wine composition without consider the wine origin from the
pressing process point of view.

Table 3. General parameters of wines obtained from grapes of different berry size (bleed wine, press wine and its
average). Different letters in a row indicates statistical differences (p < 0.05) among berry sizes for each studied
parameter. Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each
condition and parameter.

Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine 12.8+0.1,a 12.8+0.1,a 12.8+0.1,a 12.7+0.0,a
%vol @ Pressingwine  12.7£0.0,ab 12.7+0.0,ab 12.8+0.1,b 125402, a
Global 12.810.1.,"9. ....... 12.8+0.1,a 12.7+0.1,a 12.7+0.1,a
Racking wine 4.02+0.01,d* 3.98+0.01,c* 3.89+0.01,a * 3.96+0.01,b *
pH Pressing wine  4.13+0.00,c**  4.08+0.00, b ** 3.95+0.01, a ** 4.10 £0.03, b **
Global 406+001,c  4.01+0.01b 3.91+001,a 4.01+0.01, b
Racking wine 5.36+0.10, a 5.38+0.04, a ** 5.70+£0.16, b 5.41+0.13,a
TA® Pressing wine ~ 5.22 +0.04, a 5.28+0.04,a* 5.54+0.18, b 5.26+0.09, a
Global 53140060  534+00lL4a 5.64+0.17, b 5.35+0.08 a
Racking wine 55.4+4.4,a 60.3+2.6,ab 73.0t1.3,c 65.1+2.5,b
TP1D  Ppressing wine 542+3.1,a 58.1+2.1,a 71.6+2.6,b 61.9+4.9,a
Global 550%38a 59.6 +2.4, ab 725415 ¢ 64.0+3.2, b
Racking wine 530.0+42.9,a 579.3+£20.0,a 772.6+96.3,b 650.1 £ 25.5, a **
Aot @ Pressing wine 509.3+31.8,a 561 +40.3, ab 617.8+31.8,b 544.3+29.2,ab *
Global 522.6+389,a  572.5+227.ab  7161%57.7.c  613.0£10.3, b
Racking wine 56.6*+4.3,a 56.9+3.8,a 60.6+0.3,a* 56.2+4.3,a
PVPPI®  pressing wine 63.0% 4.0, a 62.8+4.7,a 64.0+ 1.6, a** 61.9+3.0,a
Global 589+3.7a 589+3.1,a 61.8+0.4,a 58.2+4.0,a
Racking wine 22.6+3.0,a 25.4+1.9,a** 29.1+1.8,a 243+3.7,a
nt Pressing wine 19.6+0.9, a 19.8+0.5,a * 26.8+0.3,b 24.7+3.4,b
Global 21.5+1.9,a 23.4+1.3,a 28.3+1.0,b 24.5+2.7, a

% Ethanol content of wines expressed. | ° Titratable acidity expressed as g/L of tartaric acid. | © Total polyphenol
Index of wines. | ¢ Spectrophotometric measurements of total anthocyanins. | ¢ PVPP Index, expressed as a
percentage of polymerized anthocyanins. |  Tonization Index, expressed as a percentage of anthocyanins colored

at wine pH

Table 3 shows the general parameters for wine characterization. Regarding the ethanol content of wines,
not statistical tendency was observed among berry sizes, so the slight but significant trend observed in the
potential ethanol of grape juice has disappeared during the winemaking process. On the contrary, pH
differences have been enhanced during the winemaking process, since wine pH shows a clear statistical
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trend: the smaller the berry the lower the wine pH. The statistical differences between pH values of grape
juice and wine, and also those found between racked and pressed wines, could be easily explained by the
solubilization of potassium during de maceration and pressing processes. The titratable acidity (TA) of
wines from small berries was statistically higher, as happened with grape juice TA. However, the
observed differences between control and the big and medium selected berry sizes observed in grape juice
have disappeared during the winemaking process. The total phenolic index (TPI) of grape juices (table 2)
and wines (table 3) follows a similar trend, in which the TPI increases when the berry size decreases,
although in grape juice just the small and the big berry sizes shows statistical differences. Poni & Libelli
did not found differences in TPI among two wines elaborated with different berry sizes (Poni & Libelli,
2008). However, in our experiment, the TPI of wines from small grapes are statistically higher than any
other condition (control wine, medium and big sizes), which indicate a higher phenolic content of wines
from small grapes. Regarding the Spectrophotometric characterization of anthocyanins, it seems that total
anthocyanins of wines increases when the berry size decreases. This result is quite logical since
anthocyanin pigments are located only in grape skins. Not statistical differences were found in the PVPP
index (which indicates the proportion of polymerized pigments) among wine samples, indicating that
berry size has not influence on pigment polymerization. In contrast, some differences were found in the
ionization index (which indicates the proportion of red colored anthocyanins at wine pH) that is higher in
wines from small berry size, probably because its lower pH.

. VisiblaSpactra of blssded wings, C0lOT 1S one of the most important
attributes of red wine, and for that
reason the complete characterization of
wine color was performed for each
wine, in order to evaluate the influence
of berry size on wine color. Figure 3
shows the average visible spectra of
wines from different berry sizes as well
as the control wines, in which we can
observe, at a glance, that the wines from
. small berries have a deeper color, since
7  auelengeh (om) its absorbance value is higher for every

e e e wavelength recorded in the spectra. By

Visible Spectra of pressedwines.  the same way, the spectrum shows that

wines from big grapes show the poorer

Absorvance

552 862 52

tp000

color, while control wines and wines
from medium berry size remain in the
middle. The area under the spectrum
curve was calculated to evaluate the
differences in spectra (table 4) and the
results confirm the described trend
among berry sizes is statistically
_ significant, while control wines have a
« | similar behavior than medium berry
Wavelenght (nm) .
wines.

Absorvance

SMALL e MED LI S

Figure 3. Visible spectra of wines made from cach berry size. 1he classical parameters proposed by
Racking wines and Pressing wines. Glories, color intensity (CI) and hue

(Glories, 1984, Ribéreau-Gayon,
Glories, Maujean & Dubordieu, 2006), as well as the CIELab coordinates are shown in table 4. Wine CI
statistically increases when berry size decreases. Control wine has again a similar behavior than middle
grape wines. The Glories hue value (referred to the yellow to red ratio) is statistically lower in wine from
small berries, which indicates a lower proportion of the yellow component to the color intensity. Focusing
on CIELab coordinates the Chroma (C*) and the geen-red component (a*) statistically increased when the
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berry size decreased, while the lightness (L*) did the opposite. The hue (h*) and blue-yellow component
(b*), seems to be higher in the small berry wines, while not clear statistical differences were found
between the big and medium berry wines.

Table 4. Color characterization of wines obtained from grapes of different berry size (bleed wine, press wine and
its average). Different letters in a row indicates statistical differences (p < 0.05) between berry sizes for each
studied parameter. Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for

each condition and parameter.

Parameter Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine  11.6+0.7, a 13.1£05,b**  16.1+08,c** 13.8+1.1,b
c® Pressing wine ~ 10.5+0.3,a  11.8+0.1,ab* 144+03,c*  124+15b
Global 11.2+05,a 12.7+04, b 155406, c 13.3+1.2 b
Racking wine 61.1+£0.9, b 60.7+0.8,b 57.2%+0.5,a 59.5+0.8,b
Hue ® Pressing wine ~ 63.6+4.2,a 60.9+0.5, a 59.0+ 1.5, a 60.0£0.6, a
Global 61.9+1.7,b 60.8+0.6,b 57.840.8 a 60.0+ 0.6, b
Vis-Spectrum Racking wine 87+5,a** 100+ 3, b ** 125+6,c 106+9,b
(© Pressing wine 76+4,a* 90+1,b* 115+3,c 95+10,b
Area Global 83+4 a 96+3 b 12145, ¢ 10249, b
Racking wine ~ 48.0+2.0, ¢ 44.5+0.6,b* 386+1.1,a*  426+24,b
L* @ Pressing wine ~ 50.2+16,c  463+0.3,b**  41.1+0.7,a**  455+3.1,b
Global 48.841.9, ¢ 451405, b 395409, a 43.6+2.6,b
Racking wine 50.0%+1.2,a 53.2+1.2, b ** 57.4%+0.9,c 54.1+2.0,b
c* (e) Pressing wine 474116, a 50.7+0.5,b* 56.1+1.0,c 51.7+2.2,b
Global 49.2+1.3,a 523%1.0,b 56.9%0.9, ¢ 53.342.0,b
Racking wine 82+1.2,a 11.2+2.1,b 14.0+ 1.6, ¢ 10.9+1.0, b
h* @ Pressing wine ~ 6.5+1.0,a 8.410.7,ab 133£12,c 9411.7,b
Global 76+1.1,qa 102+1.7,a 13.7+1.2 b 103+1.2 a
Racking wine 495+1.1,a 52.1+0.8, b ** 55.7+0.5,¢c 53.1+1.8,b
a* © Pressing wine ~ 47.4+1.5,a 50.2+0.6, b * 54.6+0.8, c 51.0£1.9,b
Global 48.7+1.2,a 514408 b 55340.6,c 524+1.8 b
Racking wine 71+1.1,a 10.3+2.2,ab 13.9+1.8,b 10.2+1.3,ab
b* () Pressing wine 5.4+0.9 a 7.4+0.6,ab 129+1.3,c 84+1.9,b
Global 6.5+1.0,a 93+17.a 13.5+1.4 b 9.6+15a

 Color Intensity of wines. | ® Hue expressed as a percentage of ODyy0nm to ODsyonm ratio. | © Area surface under
the visible spectrum (between 420 nm and 620 nm) of wines. | ¢ Lightness values (CIELab coordinates). | ©
Chroma values (CIELab coordinates). | ¥ Hue values (CIELab coordinates) | ¢ Green/red component (CIELab
coordinates). | " Blue/yellow component (CIELab coordinates).

Table 5. Color differences (AEab*) between wines obtained from grapes of different
berry size. Values above the diagonal correspond to differences between racking wines.
Values below the diagonal correspond to differences between pressing wines

SMALL MEDIUM BIG CONTROL
SMALL - 8.0+2.0 13.2+25 6.1+3.2
MEDIUM 89+1.1 - 5625 3716
BIG 13.9+2.2 53+2.0 - 73+34
CONTROL 73+3.6 3.7+0.9 6.8+3.9 -

All this information about wine color confirms that small berry wines have statistically deeper color than
control ones. So the berry size selection in wineries could be a good tool to improve wine color. In
general terms, the clear upward tendencies in CI and C*, together with the downward tendency of L*,
seem to indicate that exists a relation between berry size and wine color: the smaller the berry the deeper
the color of wine. In spite of these results, human eye are much less sensible to color changes than a
spectrophotometer, and for that reason it could be interesting to evaluate if these differences are
appreciable by the human eye. Total color differences between wines (AEab*) are shown in table 5. It is
accepted that the human eye can usually distinguish two colors when AEab* > 1 (Pérez-Magariiio &
Gonzalez-Sanjosé, 2003). Although it is also generally accepted that tasters can only distinguish the color
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of two wines through the glass when AEab* > 5 (Pérez-Magarifio & Gonzalez-Sanjos¢, 2003). Looking at
table 5, it can be asserted that the color differences among these wines were greater enough to be
distinguished by the human eye, since the AEab* was higher than 5 units in almost all the cases, with the
only exception of differences between middle grape wines and control ones. These results confirm that
different berry size led to wines which were perfectly distinguishable by tasters, whereas control and
middle grape wines were indistinguishable by its color.

Table 6. Anthocyanin analyses of wines made for each berry size by RP-HPLC-MS". Different letters in a row
indicates statistical differences (p < 0.05) between berry sizes for each studied parameter. Asterisks indicate
statistical differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each condition and anthocyanin. Each
anthocyanin data is expressed as molar percentage. The total amount of anthocyanins is expressed as mg/L of
malvidine-3-glucoside

Parameter” Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine 0.9310.04,a 1.17+0.17,a 2.60+0.33,c 1.73+0.06, b **
dp3glc Pressing wine 0.86+0.04, a 1.04+0.09, a 2.34+0.29, c 1.57+0.05,b *
Global 0.90+0.04, a 1.12+0.14, a 2.50+0.31, ¢ 1.67+0.05, b
Racking wine 0.00 £ 0.00, a 0.00+0.00, a 0.28+0.07, b 0.00 £ 0.00, a
cy3glc Pressing wine 0.00 £ 0.00, a 0.00+0.00, a 0.33+0.06, b 0.00 £ 0.00, a
Global 0.00 +0.00, a 0.00 +0.00, a 0.30+0.06, b 0.00 +0.00, a
Racking wine 2.28+0.04, a ** 2.55+0.08, b ** 3.61+0.21,d 2.94+0.05, c
pt3glc Pressing wine 2.09+0.01,a* 2.31+0.09,b * 3.4310.20,c 2.84+0.07,c
Global 2.21+0.03, a 2.47 +0.07, b 3.55+0.21,d 2.91+0.06, ¢
Racking wine 2.11+0.07,a 2.49+0.11, ab 3.45+0.41,c 2.88+0.10, b
pn3g|c Pressing wine 2.13+0.04,a 2.44 £0.05,a 3.49+0.36, c 2.85+0.10, b
Global 2.12+0.06, a 2.48+0.09, a 3.47+0.39, ¢ 2.87+0.08, b
Racking wine 60.35+0.76, b 60.19+0.34,b * 57.27+1.24,a 58.89+0.38,b *
mv3glc Pressing wine 61.23+0.87, b 61.28 +0.38, b ** 58.35+1.11, a 60.09 +0.39, b **
Global 60.66 +0.79, b 60.57 +0.34, b 57.66+1.18 a 59.30+0.38, b
Racking wine 0.76 £0.10, a 0.83+0.07,a 0.93+0.07,a 0.88+0.24,a
dp3acgic Pressing wine 0.74+0.04, a 0.76+0.01, a 0.95+0.02, ¢ 0.87+0.02,b
Global 0.75+0.05, a 0.80+0.04, a 0.93+0.05, a 0.88+0.15, a
Racking wine 2.01+£0.48,a 1.82+0.19,a 2.33+0.18,a ** 2.02+0.13,a
pt3acg|c Pressing wine 1.59+0.28,a 1.58+0.12,a 2.00+0.09,a * 1.91+0.10,a
Global 1.86+0.41, a 1.74+0.15, a 2.21+0.11,a 1.98 +0.05, a
Racking wine 0.00 £ 0.00, a 0.00+0.00, a 0.09+0.00, b 0.00 £0.00, a
dp3cmglc Pressing wine 0.00 £ 0.00, a 0.00+0.00, a 0.11+0.03, b 0.00 £ 0.00, a
Global 0.00 +0.00, a 0.00 + 0.00, a 0.10+0.01, b 0.00 +0.00, a
Racking wine 0.79+0.01,a 0.82+0.03,a 1.04 £0.08, b 0.95+0.07,b
pn3acglc Pressing wine 0.74+0.01, a 0.76 £0.01, a 0.97£0.08, c 0.88+0.02, b
Global 0.77 +0.00, a 0.80+0.02, a 1.01+0.08, b 0.93+0.05, b
Racking wine 26.16 £0.52, ¢ 25.07 £0.48, b 22.95+0.37,a 24.55 +0.05, b **
mv3acgic Pressing wine 25.72+£0.54, c 24.58 +0.55, b 22.46+0.17, a 23.95+0.08, b *
Global 26.00+0.52, ¢ 24.90+0.49, b 22.77+0.29, a 24.34+0.02, b
Racking wine 0.11+0.02, a 0.12+0.02, a 0.20+0.05, b 0.14+0.02, a
pt3cmglc Pressing wine 0.11+0.02, a 0.11+0.02,a 0.21+0.01, b 0.13+0.02, a
Global 0.11+0.01, a 0.12+0.03, a 0.20+0.03, b 0.14+0.02, a
cis- Racking wine 0.17+£0.03,a 0.20+0.04, a 0.21+0.05, a 0.17+0.04, a
Pressing wine 0.18 £0.04, a 0.17+0.01,a 0.24+0.04, a 0.22+0.03,a
mv3cmglc Global 0.17+0.03, a 0.19+0.03, a 0.22+0.02, a 0.19+0.02, a
Racking wine 0.17+0.02,a * 0.22+0.02, b 0.34+0.02,d 0.27 +0.01, ¢
pn3cmglc Pressing wine 0.22+0.02, a ** 0.22+0.01,a 0.34+0.04, b 0.27+0.01,a
Global 0.19+0.01, a 0.22+0.02, b 0.34+0.03, d 0.27 +0.00, ¢
trans- Racking wine 3.95+0.31,a 4.29+0.30,a 4.50+0.21,a 4.39+0.16,a
Pressing wine 4.12+0.27,a 4,51+0.29,a 4,57 +0.14,a 4.20+0.06, a
mv3cmgle Global 4.01+0.29,a 4.36+0.29,a 4.52+0.09, a 4.32+013,a
Racking wine 0.21+0.04,a 0.23+0.04,a 0.19+0.03,a 0.19+0.03,a
mv3cfglc Pressing wine 0.26 £0.04, a 0.24+0.04, a 0.20+0.05, a 0.23+0.03, a
Global 0.23+0.04, a 0.23+0.03, a 0.20+0.02, a 0.20+0.02, a
Racking wine 153.47 +26.31, a 174.73 +12.87, a 189.87 +18.17, a 185.01 +24.82,a
TOTAL Pressing wine 171.18+19.91,a 190.30+13.92, a 194.45 +8.86, a 172.89£6.47, a
Global 159.84 + 23.63, a 180.10+ 11.64, a 191.34+8.92,a 180.88 + 18.69, a

* Abbreviations used for anthocyanin nomenclature corresponds to: delphinidin (dp), cyanidin (cy), petunidin (pt),
peonidin (pn), malvidin (mv), acetylated (ac), p-coumarylated (cm), cafeoylated (cf) and glucoside (glc).
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Anthocyanins are the main responsible of young wine color, so its characterization was performed by
HPLC. The results are shown in table 6. By considering that small berry wines have deeper color and
higher total anthocyanin concentration (spectrophotometric measurement, table 3), it could be expected
that small berry wines contain a higher amount of monomeric anthocyanins. Nevertheless, it does not
happen, as shown in table 6. Despite of this result about total amount of anthocyanins, some slight but
statistical differences were observed in the anthocyanin profiles. Specifically, petunidin-3-O-glucoside
and peonidin-3-O-coumaroilglucoside increased when berry size decreased, while malvidin-3-O-
acetilglucoside did the opposite (increases with berry size). Moreover, delphinidin-3-O-glucoside,
cyanidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside and petunidin-3-O-coumaroilglucoside showed higher
amounts in small grape wines, and delphinidin-3-O-coumaroilglucoside was only detected in the wines
from small grapes. Finally, malvidin-3-O-glucoside shows a statistically lower amount in small grape
wines. These differences lead to a different profile of small grape wine, consisting in a higher proportion
of anthocyanidin monoglucosides and lower proportion of acylated anthocyanins, although wines from
small berries have a higher proportion of coumarylated anthocyanins than the other wines. Regarding the
B ring structure of antocyanins, small berries contain a lower proportion of trioxylated anthocyanins, and
a lower methylation degree.

These differences in anthocyanin profiles are really a very curious data, since the anthocyanin profile of
wines seems to be cultivar dependent. In fact, anthocyanin profile has been proposed as cultivar
fingerprint during the last years (Mattivi, Guzzon, Vrhovsek, Stefanini & Velasco, 20006), although grape
maturity also seems to play a significant role in anthocyanin profiles (Gil et al., 2012, Guidoni & Hunter,
2012). All the analyzed wines in this study come from the same harvest and, obviously from the same
cultivar (cabernet sauvignon), so the observed differences within wine anthocyanin profiles are almost
surprising. It is well accepted nowadays that acylated (in the position 6 of the glucose molecule) and
trioxylated anthocyanins (in the B ring of anthocyanin) are more difficult to extract from skins to wine,
but they are also more stable (Guidoni & Hunter, 2012). In that sense, it seems that the profile of small
grape wines have lower amounts of the less easily extractable anthocyanins. It is therefore possible that
small berry had a lower anthocyanin extractability, but the higher skin proportion compensates it, since
not statistical differences was observed in the total amount of anthocyanins.

Table 7. Pyranoanthocyanin analysis of wines made with each berry size by RP-HPLC-MS". Different letters
in a row indicates statistical differences (p < 0.05) between berry sizes for each studied compound. Asterisks
indicate statistical differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each condition and
anthocyanin. Each pyranoanthocyanin is expressed as mg/L of vitisin A.

Compound Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine  5.87 £0.26, a ** 7.63+1.82,a 8.48+2.12,a 6.56 £1.25, a
vitisin A Pressing wine  5.04 +£0.38,a * 5.90+0.79, a 6.95+1.41,a 5.47+1.14, a
Global 5.57+0.30, a 7.05+1.50, a 7.94+1.82,a 6.18+1.19, a
Racking wine  3.95+0.12, a ** 4.64+0.74,a 4.84+0.88,a 3.88+0.56,a
ac-vitisin A Pressing wine  3.15+0.17,a * 3.46+0.31,a 3.81+0.56, a 3.25+0.57,a
Global 3.66+0.10, a 4.23+0.61, a 4.47 +0.74, a 3.66 +0.54, a
Racking wine  0.58 + 0.04, a ** 0.76£0.31, a 0.94+0.25,a 0.63+0.26,a
cm-vitisin A Pressing wine  0.40+0.05,a * 0.52+0.13,a 0.73+0.25,a 0.45+0.08, a
Global 0.52 +0.04, a 0.68+0.25, a 0.87 +0.25, a 0.57+£0.20, a
Racking wine  2.90 £0.23, a ** 3.14+0.58, a 3.20+0.05, a 3.07+0.64, a
vitisin B Pressing wine ~ 2.46 £0.02,a * 2.67+0.19, a 2.87+0.22,a 3.02+0.40, a
Global 2.74 £0.15, a 2.97+0.43,a 3.09+£0.04, a 3.05+0.39, a
Racking wine 1.15+0.27,a 1.27£0.27, a 1.43+0.20,a 1.26£0.13,a
ac-vitisin B Pressing wine 0.88 +£0.06, a 0.97 £0.15, a 1.07+0.23, a 1.22+0.22,a
Global 1.05+0.19, a 1.16 £0.21, a 1.31+0.06, a 1.24 +£0.09, a
10-MPH- Racking wine 0.25+0.01,a * 0.43+£0.02,b 0.73+0.08,d 0.62+0.03,c
Pressing wine  0.36 +0.05, a ** 0.37+0.12, a 0.63+0.09, b 0.55+0.12, ab
pymv3glc Global 0.29+0.02,a  041%0.05b 069+008d 0.59+0.04,c
Racking wine 14.7 £0.2,a ** 17.9+2.2,a ** 19.6+3.6, a 16.0+2.1,a
TOTAL Pressing wine 12.3+0.5,a * 13.9+1.0,a* 16.1+2.0,a 14.0+2.4,a
Global 13.8+£0.2,a 16.5+1.9,a 184+2.9,a 15.3+2.1,a
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During winemaking and wine ageing, anthocyanin derived pigments are formed, and their influence in
wine color is increasing over time. One of the main anthocyanin family derived pigments is
pyranoanthocyanins. The pyranoanthocyanin content of wines (table 7) do not show statistical differences
in total amount nor in individual analyzed pyranoanthocyanin, with the only exception of 10-MPH (a
pyranoanthocyanin formed by the condensation of malvidine-3-O-glucoside and p-coumaric acid), which
increases when the berry size decreases. However its concentration is too low to have an effect on wine
color.

Table 8. Flavonol profile and quantification of wines made with each grape berry size. Total amounts are
expressed as mg/L of quercetin-3-O-glucoside. Flavonols are classified by their aglycone backbone and the data
of each aglycone-type are expressed as molar ratios (%). Different letters in a row indicates statistical differences
(p < 0.05) between berry size for each studied parameter. Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05)
between racking and pressing wines for each condition and parameter.

Parameter Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL

Racking wine 32.23+0.95,a 32.31+1.39,a 28.48 £1.68, a 3.30+£1.95,a
M-Type®  Pressingwine  32.68+0.30,b  32.61+0.37,b  28.79+2.10,a 29.46+1.73,ab
Global 3239+0.70,b  32.43+1.03,b  2858+164,a 30.01+1.70, ab

Racking wine ~ 36.79+0.67,ab  36.54+1.26,ab  40.46+2.16,b  34.09 +3.26,a

Q-Type"  Pressingwine ~ 35.55+0.49,a  36.10+0.46,a  39.5042.55b  35.28+1.54,a
Global 36.34+058 ab  36.37+0.96,ab  40.14+2.02,b  34.47+261,a

Racking wine ~ 12.04+0.15,a  12.15+0.34,a  12.89+0.93,a  15.60+1.02, b

L-Type!?  Pressingwine  11.84+0.72,a 12.20+0.64,a  13.19%0.58 ab  14.40£0.90, b
Global 11.97+018 a  1216+033,a  13.00#0.77,a  1521+0.63,b

Racking wine  1.42 +0.20, b 1.28+0.18, b 098+054,ab  0.52+0.15,a

K-Type  Pressingwine ~ 1.29+0.16,b 1.47+0.12, b 0.69£0.05a  0.76%0.15,a

Global 1.37+0.18, b 1.35+0.17,b 0.87+035ab  0.60+0.14,a

Racking wine ~ 4.14+0.23,b  4.51+0.02,b**  3.55+0.06, a 3.45+0.37, a

I-Type®  Pressingwine ~ 4.20+0.14,b  4.13+0.20,b* 343:0.22,a  3.81:0.22,b

Global 4.16+0.17, b 4.38+0.06, b 351+008a 3574024, a

Racking wine ~ 13.39+0.72,a  13.20£0.36,a  13.63+0.21,a  16.04 +0.94, b

s-Type”  Pressingwine  14.44+064,a  13.49+0.47,a  14.40+0.52,a  16.29+0.85,b
Global 13.76+0.69,a 133140340  13.90#012,a 16.14+0.86,b

Racking wine  51.26 +4.04, ab 56.58+2.91,b 54.28+0.92,b 45.56 + 489, a

TOTAL Pressing wine  46.22 +2.92, ab 54.45+3.94, c 51.35+2.37, bc 42.69+4.41,a
Global 4946+3.63,ab  5581+3.30,b  53.22+0.49,b  44.53+4.59,a

% Racking wine 19.25+1.31,a 19.00+1.53, a 4091+4.67,b 25.83+5.38,a

(@ Pressing wine 18.17+£0.95, a 18.94+0.86, a 39.34+3.43,c 26.44+2.13,b

Aglycones

Global

18.87+1.03, a

18.96+1.21,a

40.35+4.12, b

25.98+4.20, a

¥ Myricetin glycosides group. | ° Quercetin glycosides group. | ¢ Laricitrin glycosides group. | ¢ Kaempferol
glycosides group. | © Isorhamnetin glycosides group. | © Syringetin glycosides group. | ¢ Percent ratio of non
glycosilated flavonols

The data about wine pigments do not seems to explain the observed great differences in wine color, since
the total amount of HPLC analyzed pigments is statistically similar in all the wines. Nevertheless, the
total anthocyanin measured by specrophotometry is statistically higher (table 3) in small berry wines.
Considering these data, it could be postulated that some non analyzed anthocyanin derived pigments
could be responsible of the higher amount of anthocyanins analyzed by spectrophotometry, and, in turn,
responsible of part of the higher color intensity of small berry wines. The pH trend observed in wines
among berry sizes could also explain partially the color differences, because a great proportion of
anthocyanins are colored at more acidic pHs, although only small grape wines shows a statistically higher
ionization index. Another possible explanation for color differences can be found in the copigmentation
phenomenon, by which anthocyanins interact with other planar phenolic compounds (such as phenolic
acids, flavonols, flavanols or another anthocyanins) enhancing and stabilizing the wine color. This kind of
interaction could be intermolecular (when the anthocyanin and the copigment are different molecules) or
intramolecular (when the copigment is a substituent of the anthocyanin, such as p-coumaric acid of
coumarylated anthocyanins). Since big grape wines have lower proportion of coumarylated anthocyanins
than small grape wines, it is possible that intramolecular copigmentation phenomenon explains some of
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the observed color differences. The possible contribution of intermolecular copigmentation will be
evaluated below; when we will discuss the results about low molecular weight phenolic compounds
(those can act as copigments).

Table 9. Molar profile (%) of individual flavonols. Different letters in a row indicates statistical differences (p <
0.05) between berry sizes for each studied flavonol. Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05) between

racking and pressing wines for each condition and flavonol.

Flavonol® Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
M-3-glcU Racking wine 3.37+0.03,a 3.50+0.02, a 3.79+0.19, ab 4.09+0.32,b
g Pressing wine 3.36+0.03, a 3.48+0.07,a 3.77+0.16, b 3.96+0.15, b
M-3-gal Racking wine 0.44 £0.05, a 0.53+0.09, a 0.56£0.09, a 0.50+0.03,a
g Pressing wine 0.51+£0.02,a 0.48 £0.05, a 0.60+£0.19, a 0.53+£0.09, a
M-3-glc Racking wine 2438 +0.52, c 24.62 £1.18, c 11.79+1.68, a 17.96+1.51,b
g Pressing wine 25.35+0.68, c 2499+0.42,c 12.06+1.44, a 18.01+0.85, b
Q-3-gal Racking wine 1.08 +0.09, b 1.06 £0.06, b 0.67 £0.09, a 0.73+0.08, a
g Pressing wine 0.95 +0.07, bc 1.05+0.07,c 0.57+£0.09, a 0.81+0.11, b
Q-3-glcU Racking wine 11.84+0.28, a 11.80+0.34, a 14.62+0.99, b 15.03+0.98, b
g Pressing wine 11.39+0.27, a 11.45+0.15, a 14.67£0.68, b 14.86 £ 0.56, b
Q-3-glc Racking wine 11.12+0.51, c 10.82+0.43, c 1.88+0.62, a 420+0.51,b
g Pressing wine 11.11+0.44,c 10.89+0.07, ¢ 2.06 £0.63,a 4.24+0.36,b
Q-3-rut Racking wine  0.82 £0.11, ¢ ** 0.67+£0.03,b 0.08 +0.07 a 0.00+0.00, a
Pressing wine 0.53+0.12,b * 0.56+0.12, b 0.13+0.07,a 0.13+0.11,a
L-3-glc Racking wine 11.09+0.13,a 11.35+0.29,a 11.84+1.37,a 13.88+£1.06, b
g Pressing wine 11.06+0.64, a 11.44+0.63,a 11.25+0.63, a 12.76 £ 0.68, b
K-3-glc Racking wine 0.81+0.19, b 0.64+£0.10, b 0.18£0.07, a 0.27+0.21, a
g Pressing wine 0.65+0.05, b 0.81+0.09, c 0.26 £0.09, a 0.38£0.04, a
I-3-glc Racking wine 297+0.21,c 3.34+0.17, c ** 1.34+0.23,a 2.01+0.20, b
g Pressing wine 3.04+0.11, c 2.93+0.12,c* 1.34+0.22,a 2.13+0.28, b
S-3-glc Racking wine 12.84 +0.66, a 12.67 £0.39, a 13.15+0.17,a 15.50+0.96, b
g Pressing wine 13.89+0.61, a 12.98 £0.45, a 13.94+0.47, a 15.75+0.87,b

M Racking wine 4.04£0.54, a 3.66+0.17, a 12.35+0.29, c 7.75+0.49, b
Pressing wine 3.45+0.54, a 3.67+£0.32,a 12.36+1.19,c 6.96 £0.97, b
Q Racking wine 11.93+0.88, a 12.20+£1.20, a 23.22+3.70,b 14.14 £ 4.65, a
Pressing wine 11.57+0.78, a 12.15+0.37, a 22.07+£3.53,b 15.24+2.12,a

L Racking wine 0.95+0.08, b 0.80+£0.05, a 1.85+0.08, c 1.72+0.09, c
Pressing wine 0.79+0.10, a 0.76 £0.02, a 1.93+0.08, c 1.64+0.25,b

K Racking wine 0.61+£0.03,a 0.64 £.29,a 0.81+£0.53,a 0.25+0.16, a
Pressing wine 0.64+0.11, a 0.66£0.14, a 0.42+0.14,a 0.38+£0.18, a

| Racking wine 1.17£0.02, a 1.17+0.17,a 2.21+0.28,b 1.44 £0.56, a
Pressing wine 1.16 £0.20, b 1.20+£0.10, a 2.09+0.30, c 1.67+0.20, b

S Racking wine 0.55+0.07,a 0.54 £0.05, a 0.047 £0.07, a 0.55+0.02, a
Pressing wine 0.55+0.04, a 0.51+0.05, a 0.47 £0.07, a 0.54+£0.02, a

* Abbreviations used for flavonol algycones nomenclature corresponds to: myricetin (M), quercetin (Q), laricitrin
(L), kaempferol (K), isorhamnetin (I) and syringetin (S). Abbreviations used for glycosilation corresponds to:
glucuronide (glcU), galactoside (gal), glucoside (glc) and rhamnosylglucoside (rut).

Flavonol profile and content of wines is shown in table 8. Not statistical differences were found in
flavonol amount among grape berry sizes, although the total amount of flavonols of control wine seems to
be lower than medium and small grape wines. Flavonol profiles of wines according to their aglycone
molar ratio are quite similar among grape berry sizes; just the myricetin and the isorhamnetin glycosides
shows a lower proportion in small grape wines. The main differences in flavonol profiles were found in
control wines, which had a lower proportion of quercetin and kaempferol than grape selected wines, while
the proportions of laricitrin and syringetin did the opposite. In the light of these results, it seems that
flavonol profile are not affected by the berry size, since the results don’t show any clear trend among the
berry selected wines. Regarding the molar profile of each analyzed flavonol molecule (table 9) it seems
that exists deeper differences between the small grape wines and the big and medium grape wines, but
these differences do not show a clear trend, since the individual flavonol proportion of small berry wines
is higher in some molecules (M-3-glcU, Q-3-glcU, M, Q, L and I), and lower in other cases (M-3-glc, Q-
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3-gal, Q-3-glc, Q-3-rut, K-3-glc, 1-3-glc). The most awesome result concerning flavonols is the great
content of flavonol aglycones (table 8) showed by the small grape wine. It is well accepted nowadays that
all the flavonols present in grapes are glycosylated molecules, but during winemaking a hydrolysis
process occurs which releases flavonol aglycones. These aglycones are less soluble than its glycosides
and they may precipitate (Hermosin-Gutiérrez, Castillo-Muioz, Gomez-Alonso & Garcia-Romero, 2011).
On the other hand, the aglycones have antioxidant activity, while their glycosides are not antioxidants
(Bravo, 1998), so it is possible that small grape wines have a higher antioxidant power. Little is known
about factors affecting the hydrolysis ratio of flavonols, but it seems that small berry wines stimulate
critically this process.

Since not statistical differences were found in monomeric anthocyanin content nor total flavonol content,
the deeper color of small berry wines may be related to the higher proportion of flavonol aglycones given
that flavonol aglycones seem to be best copigments than the glycosilated ones, as noted by Boulton
(2001).

Table 10. Monomeric flavan-3-ol and major flavan-3-ol dimmers composition of wines made for each berry size grapes.
Different letters in a row indicates statistical differences (p < 0.05) between berry sizes for each studied molecule.
Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each condition and flavanol.

Parameter @ Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine 70.54 £ 1.59, ab 61.07 £6.67,a 82.19+7.80,b 78.21+4.86, b **
C Pressing wine 63.05+8.54, b 70.63 £5.99, ab 77.78£6.92,a 52.71+13.99,ab *
Global 67.82+2.81,a 64.20 £ 2.40, a 80.55+ 6.85, b 69.53+1.27,a
Racking wine 33.24+1.05,a 32.37+3.15,a 40.52 £4.13, ab 41.77 £4.60, b **
EC Pressing wine 30.88+5.39,a 35.52+3.53,a 37.16 +4.64,a 26.67 +6.74,a *
Global 32.37+2.01,a 33.34+1.01,a 39.28+3.73, b 36.61 +0.98, ab
Racking wine 4.48+0.32,a 4.73+0.43,a 8.84+0.73,b 8.50+0.73,b
GC Pressing wine 4.40+0.40,a 534+1.11,a 893+1.95,a 6.55+2.89, a
Global 4.45v 0.34, a 4.93+0.63,a 887+1.14, b 7.86+1.43, b
Racking wine 2.00+0.26, a 2.21+0.22,a 3.03+0.47,b 2.91+0.39,b
EGC Pressing wine 1.83+0.41,a 2.16+£0.27,a 2.55+0.21,a 2.04 +£0.46, a
Global 1.94+0.31, a 2.19+0.22,ab 2.85+027, b 2.61 +0.40, ab
Racking wine 0.21+0.02,b 0.18+0.07,b 0.04 £0.04, a 0.05+0.02,a
ECg Pressing wine 0.27+£0.10, b 0.27£0.08, b 0.09+0.03, a 0.07+£0.03, a
Global 0.23+0.04, b 0.21+0.04, b 0.06+0.02, a 0.06 £0.01, a
TOTAL Racking wine 110.5+0.7,a 100.6+9.1, a 134.6+13.0,b 131.4+8.3,b
Pressing wine 100.4 +£14.8,a 113.910.8,a 126.5+13.6,a 88.05+24.1,a
monomers
Global 107.1+12.5,a 105.0+2.6,a 131.9+11.9,b 116.9+2.6,a
Racking wine 12.56 £0.72, b 10.13+1.09,a * 18.17+1.11,c 17.07 £1.26, c
PB1 Pressing wine 12.39+2.45,a 13.11 £0.90,a ** 19.55+2.82,a 13.01+5.41,a
Global 12.49+0.70, a 11.13+0.48, a 18.66+1.64, b 15.71+2.62, b
Racking wine 13.95+0.28,b 11.49+1.05,a* 18.56 +1.98, c 17.58 £1.08, c
PB2 Pressing wine 14.00+2.96, a 15.45+1.98,a ** 19.66 +2.76, a 12.32+4.19,a
Global 13.96 + 0.94, ab 12.82+0.12, a 18.95+2.23, ¢ 15.80+0.69, b
Racking wine 6.35+0.42,a 5.05+0.44,a* 7.25+1.32,a 7.10+0.92,a
PB4 Pressing wine 2.14+3.71,a 6.20 £ 0.31, ab ** 7.47 £0.64, b 496 +1.39, ab
Global 4.83+1.15,a 5.44+0.20, a 7.31+0.86, b 6.37+0.23, ab

* Abbreviations used for flavan-3-ol monomeric nomenclature corresponds to: catechin (C), epicatechin (EC),
gallocatechin (GC), epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate (ECg). Abbreviations used for flavan-3-ol major dimers
nomenclature corresponds to: procyanidin B1 (PB1), procyanidin B2 (PB2), and procyanidin B4 (PB4).

After anthocyanins and flavonols, the last family of main monomeric flavonoids in wine is the flavan-3-
ols family, whose results are shown in table 10. Only the epigallocatechin shows a clear statistical trend,
in which the epigallocatechin (EGC) content decreases when berry size increases. On the other hand,
small berry wines seems to have a higher amount of catechin (C), epicatechin (EC) and gallocatechin
(GC) than big grape and medium grape wines, while epicatechin gallate (ECg) did the opposite (since
small berry wine contains less ECg than the other selected grape wines). Monomeric flavan-3-ols come
from skins and seeds of grape berries, but some differences in monomeric composition between both
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tissues are described; namely seeds contain a higher proportion of galloylated units (ECg), while the B
ring trioxylated units (GC and EGC) are found mainly in skins. Taking in account this information, the
results of our study seem quite logical, since in general terms the small berry wines contain higher
proportion of GC and EGC, while lower proportion of ECg, indicating a higher contribution of skins and
a lower contribution of seeds. Moreover, small berry wines had the highest amount of total flavan-3-ols
although these differences were not significant when it was compared with control wine.

Table 10 also shows the amount of the main detected dimmers of flavan-3-ols: Proanthocyanidin B1
(PB1: epicatechin-(C4—C8)-catechin), Proanthocyanidin B2 (PB2: epicatechin-(C4—C8)-epicatechin)
and Proanthocyanidin B4 (PB4: catechin-(C4—C8)-catechin). Once again, small grape wines contained
higher amounts of these compounds than big and medium grape wines, although the pressed wines do not
show statistical differences among berry size in PB1 nor PB2. In a similar way that occurs with
monomeric flavanols, the content of dimmeric procyanidins do not show statistical differences between
small berry and control wines, with the exception of the global content of PB2 (higher in small grape
wines).

Polymeric proanthocyanidins were quantified and characterized by acid depolymerization in the presence
of an excess of phloroglucinol, followed by a RP-HPLC-DAD analysis of flavanol adducts. Those results
are shown in table 11. The small berry wines contained the highest proanthocyanidin concentration and
these differences were statistically significant when were compared with medium and bigger berry wines.
Hence, the general trend seem to indicate that selection of small berries seems to lead to more tannic
wines although, once again small berry wines were not statistically different of control wines.

Table 11. Proanthocyanidin characterization. Different letters in a row indicates statistical differences (p < 0.05)
between berry sizes for each studied parameter. Asterisks indicate statistical differences (p < 0.05) between
racking and pressing wines for each condition and parameter.

Parameter Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine 1414 + 183, ab 1336+55a  1702+157,b 1534+ 128, ab
PA(a) Pressing wine 1192 +65,a 1348 +102, a 1460 £ 206, a 1337 +53,a
Global 1336+103,a 13424500 1615+142, b 1465+ 87, ab

Racking wine 6.06 +0.18, b ** 5.45+0.07, a 6.08 +0.07, b 6.07 £0.16, b **

mDP™® Pressing wine ~ 5.39+0.02,a * 542+0.50,a 570+0.27,a 567+0.14,a*
Global 582+0.13,b  545+021,a  594+014 b  593%0.09b

Racking wine  20.10+0.69,a  21.14+0.38,ab 22.81+0.26,b  22.45+1.41,b

% PD" Pressing wine ~ 19.82+0.35,a  21.30£0.87,b 2232+1.02,b  21.83+0.08,b

Global 20.00+0.54 a  21.22+0.32, b 22.64+0.38 ¢ 22.22+0.96, hc

Racking wine 8.15 + 0.45, b 819+0.30,b  640+0.15a  6.63+0.25 a*

% Gal' Pressing wine ~ 8.91+0.29, ¢ 837+0.25b  686+037,a 7.31+0.12, a**
Global 8.42+0.24, b 825+0.26,b 656+0.12,a  687+0.18a

@ Concentration of Proanthocyanidins expressed as mg/L. | ° Mean degree of polymerization of wine
proanthocyanidins. | ° Prodelphinidin ratio of proanthocyanidins expressed as a percentage. | ¢ Galloylation degree
of proanthocyanidins expressed as a percentage.

The lowest values of mean degree of polymerization (mDP) corresponded to the medium berry wines,
while not statistical differences were found among all the other wines. Since skin proanthocyanidins have
a higher mDP than seed proanthocyanidins, and small berries have higher proportion of skins and lower
proportion of seeds, a higher mDP in small berry wines could be expected. However, this trend was not
observed. Both results, proantocyanidin content and mDP, do not show statistical differences among
berry sizes for pressing wines, so it seems that the pressing process diminish these differences. The ratio
of prodelphinidins (trioxylated monomeric subunits) shows a general trend in which the bigger the berry,
the lower the prodelphinidin ratio. Since prodelphinidins are only present in skins, the observed trend is
quite logical inasmuch as the proportion of skins increase when the berries are smaller.

The last information about proanthocyanidins shown in table 11, is the galloylation degree of
proanthocyanidins. The galloylation degree of proanthocyanidins from small berry wines was significant
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lower than in medium and bigger berry wines. However, once again small berry wines were not
statistically different of control wines. The seed proanthocyanidins contains higher amount of galloylated
subunits, and it is well accepted that the higher the content of galloylated subunits, the higher the wine
astringency perception. Because of the lower contribution of seeds in small grape berries, the lower
proportion of galloylated subunits could be expected, and this may lead to think that small berry wines are
less astringents than big and middle grape wines. Nevertheless, the galloylation degree of small berry
wines was quite similar to galloylation degree of control wines. Consequently, the selection of grapes did
not allow decreasing the galloylation degree in respect to control (non selected grape) wines at least in our
experimental conditions.

Tablel2. Non flavanoid phenolics of wines made with different grape berry size. Different letters in a row indicates
statistical differences (p < 0.05) between berry sizes for each studied compound. Asterisks indicate statistical

differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each condition and compound.

Compound® Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL
Racking wine 23.83 +£3.15,a 23.19+1.84,a 26.10+1.46, a 25.27 £1.12, a **
Caftaric Acid  Pressing wine  21.25+2.51,a 22.60+1.87, a 25.23+134,a 22.44+0095,a*
Global 22.91+2.92, a 22.98+1.86,a  25.78+1.40,a 24.28+1.10, a
Racking wine 1.12+0.10, a 1.41+0.16,b 3.06+0.08, d 1.90 +0.09, ¢
Caffeic Acid  Pressing wine 1.06+0.13,a 1.42+0.20,b 2.89+0.15,d 1.73+0.15, ¢
Global 1.10#0.11, a 1.41+0.18 b 3.00#0.10, d 1.84+0.09, ¢
Ethyl Racking wine 0.29+0.10, a 0.24+0.03,a * 0.70+0.09, ¢ 0.49 £ 0.05, b **
Pressing wine 0.26+0.11, a 0.39+0.07, a ** 0.72+0.10, b 0.39+0.01,a *
Caffeate Global 0.2840.10, a 0.2940.02, a 0.7140.09, ¢ 0.41+0.03, b
Racking wine ~ 25.24+3.25, a 2484+2.02,a 29.86+1.56,a 27.66+1.19, a
Total caffeic  Pressing wine  22.58 £2.61,a 24.40+2.00,a  28.83+1.54,b 24.55+0.92, a
Global 24.29+3.03,a 24.69+2.02,a 29.49+1.53, a 26.57+1.13,a
Coutaric Racking wine 9.26+1.29,a 9.35+1.24,a 11.17+0.74, a 10.41 +0.64, a **
. Pressing wine 8.09+0.90, a 9.00 +1.08, ab 10.75+0.85, b 8.99+0.57,ab *
Acid Global 8.84+1.15 a 9.23+1.19,a 11.01+0.77, a 9.9240.63, a
glc-Coumaric Racking wine 2.23+0.13,a 2.47+0.17, ab 2.54+0.04, b 2.37 £0.06, ab
. Pressing wine 2.22+0.14,a 2.52+0.08, a 2.47 £0.10, a 2.46+0.22,a
Acid Global 2.23+0.13a 2.49+0.14, b 2.5240.01, b 2.40+0.11, ab
Ethyl Racking wine 0.23+0.05, a 0.27+0.05,a * 0.94+0.03, c 0.48 £0.07, b
Pressing wine 0.32+0.15,a 0.39+£0.05, a ** 0.89+0.03, b 0.50+0.13,a
Coumarate Global 0.27 +0.06, a 0.31+0.04, a 0.92+0.03, ¢ 0.49 +0.09, b
Total Racking wine ~ 11.72+1.47,a 12.09+1.35,ab  14.65+0.72,b  13.26+0.69, ab
. Pressing wine  10.64 +1.04, a 11.91+1.14,ab  14.11+0.93,b  11.96+0.70, ab
coumaric Global 11.33+1.32,a  12.03+1.28 ab  14.45+0.80,b  12.81+0.68, ab
Racking wine 0.48 +0.06, a 0.66 +0.08, a 1.18+0.20, b 0.80+0.18,a
t-piceid Pressing wine ~ 0.51+0.03,a 0.66 +0.12, ab 1.19+0.13, c 0.80 £0.09, b
Global 0.49#0.05, a 0.66 +0.09, ab 1.1840.18 ¢ 0.80+0.15, b
Racking wine  0.55 +0.10, a ** 0.62+0.11, a 1.30+0.6,c 0.93+0.27,b
t-resveratrol Pressing wine  0.36 +0.04,a * 0.74+£0.18, b 1.31+0.20, c 0.67 £0.14, b
Global 0.49+0.08, a 0.66+0.13, ab 1.30+0.08, ¢ 0.84+0.22, b
Total Racking wine 1.01 0.14,a 1.28 £0.18, ab 2.48 +0.14, c 1.73+0.45,b
. Pressing wine 0.87 £0.05, a 1.40+0.28, b 2.51+0.29,c 1.47+0.22, b
stilbene Global 0.97+0.11, a 1324021, ab  249+0.18 ¢ 1.64+0.37, b

* Hydroxycinnamic acids and derivatives are expressed as mg/L of caffeic acid. Stilbenes are expressed as mg/L of ¢-
resveratrol.

Table 12 shows hydroxycinnamic acids and stilbene concentration of the different wines. No statistical
differences were found in caftaric acid nor total caffeic acid. However, the free caffeic acid shows a clear
statistical trend in which the smaller the berry the higher the content of free caffeic acid, while control
wine value falls between the small and the middle berry wines. Ethyl caffeate showed a similar pattern
although no significant differences between medium and bigger berry wines were observed.

Looking upon the higher content of free caffeic acid and ethyl caffeate, it seems that a higher hydrolysis
of caftaric acid occurred in small grape wines. The free caffeic acid released during the ester hydrolysis
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reaction obviously increases the amount of caffeic acid, but also allows the formation of derivatives as
ethyl caffeate (by an esterification reaction with the ethanol presents in the media). The total content of
coumaric acid and its derivatives also shows a statistical trend in which the smaller the berry the higher
the coumaric content. Despite free coumaric acid was not detected, their derivatives seem to indicate a
similar behavior than in the case of caffeic acid. Coutaric acid seems to increase when berry size
decreases, although just the pressing wine shows a statistical trend. Glucosilated coumaric acid follows a
similar behavior than coutaric acid, since small grape wines contains statistically higher amounts than big
grape wines. As occurring with ethyl caffeate, small grape wines contains higher amount of ethyl
coumarate, which indicates that a higher amount of coutaric acid was hydrolyzed previously to the
reaction with ethanol contained in the medium. This data is in consonance with the greatest content of 10-
MHP-pymv3glc (table 7) that comes from the reaction between coumaric acid and malvidin. Considering
the overall results from hydroxycinnamic acids, it seems that small grape wines contain higher amounts
of these compounds, which is quite logical since grape skins contains higher amounts of
hydroxycinnamates than grape pulp. Hydroxycinnamic acids and derivatives are described as good
copigments, so the higher amount of these compounds in small grape wines could explain partially the
deeper color of small grape wines, due to the intermolecular copigmentation effect. On the other hand, the
higher amount of non-tartaric derivatives seems to indicate a higher hydrolysis ratio in small grape wines,
which is in consonance with flavonol results. The hydrolysis reactions can occur through two different
pathways, the first one occurs by an acidic hydrolysis and the second one occurs enzymatically
(Hermosin-Gutiérrez, Castillo-Munoz, Gomez-Alonso & Garcia-Romero, 2011). The most acidic pH of
small berry wines, could lead us to think that chemical acidic hydrolysis is the responsible of the great
hydrolysis ratio of small berry wines, although enzymatic activity measurements were not taken and,
therefore, further studies to clarify the winemaking and ageing hydrolysis processes will be necessary.

Regarding stilbene (#-piceid, #-resveratrol, and total content) concentration of wines showed in table 12, a
clear trend among berry sizes was observed: the biggest the grapes, the lower the stilbene content.
Stilbenes are phytoalexins biosinthethyzed by vines as a response to fungal diseases and stress conditions
(Adams, 2006). Since stilbenes were found mainly in grape skin, it seems quite logical that small berry
wines contain a higher amount of them. Stilbenes are healthy compounds with antioxidant activity
(Atanackovic, Petrovic, Jovic, Bukarica, Bursac & Cvejic, 2012) and also can act as copigments because
of its structure. The content of stilbenes of small berry wines was statistically higher than those of control
wines, so the selection of grapes by berry size seems to be able to enhance the stilbene content of wines.

Table 13. Polysaccharide content of wines made with different grape berry size. Different letters in a row
indicates statistical differences (p < 0.05) taking the berry size as a factor. Asterisks indicate statistical
differences (p < 0.05) between racking and pressing wines for each condition and fraction.

Wine BIG MEDIUM SMALL CONTROL

Racking wine 197 +12,b 192+29,b 141 +14,a 141+ 14, a
HMW®  pressing wine 179+ 10, b 176 +18, b 1365, a 134+3,a
Global 191+11, b 186+ 25, b 139+10,a 136+4,a

Racking wine 646 +46, a 664+9,a* 662 +46,a * 705 +70, a

MMW®  pressingwine ~ 694+58 a  768+36,a**  804+76,a** 68945 a
Global 663+49,a 700 + 15, a 714 £48, a 699 +61, a

Racking wine 141+2,a 143+7,a* 189+6,b * 180+12,b

LMW'?  pressingwine  156+17,a  185+14,b**  219%9,c** 172+ 4, ab
Global 144 +5,a 158+8,a 200+ 7, ¢ 177+8, b

Racking wine 1002 + 65, a 1000 + 16, a * 992 +£62,a 1023+ 85, a

TOTALY Pressing wine 1029 +73,a 1129 +33, a ** 1158 £ 85, a 994 + 46, a

Global 1012 + 64, a 1044+ 9, a 1052 +61,a 1013 +71,a

“High molecular weight fraction (higer than 150 KDa) expressed as mg/L. | > Medium molecular weight
fraction (between 150 KDa and 5 KDa) expressed as mg/L. | © Low molecular weight fraction (between 5
KDa and 1.5 KDa) expressed as mg/L. | ¢ Total amount of polysaccharides expressed as mg/L.

Finally, polysaccharide quantification was performed by HRSEC-RID and results are shown in table 13.
Regarding total polysaccharide concentration, statistical differences were not found among berry sizes
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neither between selected grape wines and control ones. In contrast, when we focus on the molecular
weight distribution of polysaccharides some statistical differences were found among berry sizes. Small
grape wines show the lower amount of high molecular weight polysaccharides (HMW) and the greatest
amount of low molecular weight polysaccharides (LMW), while big and middle grape wines did the
opposite. In general terms, the behavior of small grape wines is quite similar than control ones, although
the LMW fraction was higher in small grape wines. Polysaccharides come from cell walls of grapes and
yeasts, and because of those heterogeneous origin, it is difficult to ascribe these differences to a specific
factor, although the yeast inoculation was performed by the same way for all wines. Previous published
studies had reported a protective effect of LMW polysaccharides front the tannin aggregation, which
protect them from the formation of large aggregates that tend to precipitate (Poncet-Legrand, Doco,
Williams & Vernhet, 2007). This argue is agree with our data, considering the higher amount of
proanthocyanidin in small grape wines and control wines, as well as their higher amount of LMW
polysaccharides for both wines.

2,01
@ SMALL berry wines
MIDDLE berry wines
BIG berry wines
P < CONTROL w ines
1,071
[ J
*% o
N
o [ J
]
S 0.0
7] [ J
1
[e)
=
(%)
©
Y
% o
w o <O
14
<&
-2,07 O
(o4
-3,07
T T T T
-2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0

REGR factor score 1

Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) Scores for each wine simple.

Owing to the huge amount of chemical data, a Principal Component Analysis (PCA) was performed. 72
variables were preselected to perform the PCA analysis, and the obtained wine scores are shown in figure
4. The first component explains 63.37 % of the variance, and the second one explains 11.52 % of the
variance (so, the accumulated explained variance by the two first components was 74.89 %). Regarding to
the loadings (data not shown), all variables seem to have similar influence in the Component 1, since all
loading values are roughly distributed between 0.5 and 1 (in absolute values) with the only exception of
some flavonol data (specifically, the total flavonol content, and the profiles of L3glc, S3glc, S-algycone,
L-type and S-type) with a loading values lower than 0.5. Almost 40 variables show loadings higher than
0.8 (in absolute values), as shown in table 14. Component 2, in contrast, seem to use flavonol data to
explain variance, since just six flavonol variables (specifically total flavonol content and profiles of S-
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Table 14. Contribution of the most important variables of the

PCA for each Component.
Variable Component
1 2
pt3glc ,984
dp3glc ,980
Caffeic acid 977
TPI ,963
> resveratrol ,952
pn3glc ,950
M aglycone ,946
t-piceid ,944
M-3-glc -,936
Spectrum Area ,934
L* -,924
Ehyl coumarate ,923
Q-3-glc -,922
Cc* ,921
pn3acglc ,918
a* ,917
t-resveratrol 917
% hidrélisis ,914
pn3cmglc ,913
(o] ,912
1-3-glc -,911
GAL ratio -,911
L aglycone ,905
mv3glc -,901
Ethyl caffeate ,894
b* ,889
> coumaric acid ,873
h* ,870
10-MHP-pymv3glc ,868
mv3acglc -,864
pt3cmglc ,846
> caffeic acid ,844
gallocatechin ,842
Q aglycone ,839
K-3-glc -,835
Q-3-gal -,832
cy3glc ,831
I aglycone ,812
dp3cmglc ,809
Coutaric Acid ,805
S-type -,975
S-3-glc -,970
Total Flavonols ,897
L-3-glc - 775
L-type -,745
M-3-gicU -,723

type, L-type, S3glc, L3gl, M3glcU,
and Total flavonols) have loadings
exceeding 0.7 (in absolute values) as
shown in table 14. Focusing on wine
scores (figure 4) for Component 1, it
seems that small grape wines are
enough different of middle and big
grape wines, since they are well
distributed among component 1
axis. In contrast, middle and big
grape wines seem to be quite
similar, since they are grouped in

the same scores range. Control wine

scores falls Dbetween the two
aforementioned groups (small grape

wines on one hand and big and
middle grape wines on the other
hand), which is quite logical taking

in account the discussed results
about  wine  chemical  data.
Surprisingly, Component 2 seems to
separate the control wines from the
grape selected ones. In contrast, the

variance explained in the PCA does
not seem to be able to differentiate
big grape wine and the middle grape

ones, since their scores are quite
similar (and fall in the same zone of

the chart). PCA results reinforced
the idea that small berry wines are

quite different from the other two
selected berry wines (big and middle
grape wines), those, in turn, are
quite similar and seem

undistinguishable by the performed
PCA. Finally, it seems that flavonol
profiles (with a high contribution of

Component 2) are an important
factor to differentiate selected berry

wines from control ones.

4, Conclusions.

In this study, a grape selection by

berry size (by using two different

sieves) was performed successfully,
since the selected grape groups
show different berry mass and berry

volume. Small berry grapes have a
higher proportion of skins and a

lower  contribution of  seeds.

Additionally, small berry grapes

show a higher titratable acidity and
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soluble solids, but a lower pH. Wines obtained for each grape selected group was characterized and

shows some interesting differences among berry sizes. The clearest trend among wines from different
berry sizes is related with wine color: The smaller the berry the deeper the wine color. Moreover pH, TPI,

total anthocyanins (Spectrophotometric measurement), total amount of coumaric acid and derivatives, as
well as stilbene concentration also increases when berry size decreases. In contrast, total anthocyanins
(HPLC quantification), pyranoanthocyanins, total flavonols and total polysaccharides of wines don’t
show any trend among berry sizes. In general, small grape wines contain higher amounts of ionized

anthocyanins and higher amount of flavanols (in its monomeric, dimmeric and polymeric forms). Finally,
it seems that hydrolysis processes (affecting glycosidic linkage of flavonol glycosides and the ester bond
of hydroxycinnamates) occurring during winemaking are highly favored in the case of small grape wines.

Further studies will be necessary to a better understand of this hydrolysis processes.

According to all these results it can be asserted that selection of grapes by berry size could be an
interesting tool for management of wine quality in wineries. Nowadays, berry size selection is not easy to
carry out at industrial winemaking level. For that reason, further studies directed to the design of an
equipment that allows to mechanically separation of grapes by size are needed to scale up this procedure

to the industry.
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Para poder entrar a realizar una discusion general de los resultados presentados en esta
tesis doctoral, es necesario contextualizarla dentro de la linea de madurez fendlica que se
desarrolla desde hace afios en el grupo de tecnologia enoldgica (TECNENOL) del Departamento
de Bioquimica y Biotecnologia de la Universidad Rovira i Virgili, cuya trayectoria esta avalada
por varias publicaciones cientificas e intervenciones en congresos nacionales e internacionales.
El objetivo fundamental de ésta linea de investigacidn es generar informacién cientifica que
permita relacionar el nivel de madurez de la uva con la calidad del vino tinto que con ella se
elabora, con el fin de generar conocimiento que pueda resultar util tanto para el mundo

académico como para los profesionales del sector.

El avance de las técnicas analiticas y la generalizacidon de las técnicas instrumentales de
analisis, ha permitido ir mejorando la calidad de la informacidn cientifica generada alrededor
de la relacién entre la composicién quimica y la calidad del vino tinto. En todos los ensayos
plasmados en esta memoria, se caracterizan los vinos de tal modo que se incluyen los
parametros utilizados tradicionalmente en el mundo de la enologia (tales como la intensidad
colorante, el indice de polifenoles totales, o los antocianos totales determinados mediante
espectrofotometria), junto con datos mucho mdas precisos obtenidos mediante técnicas
actuales (como la caracterizacién del color mediante el uso del espacio ClELab o Ia
caracterizacién de la composicién quimica de ciertas familias de compuestos mediante HPLC).
Esta dualidad permite que la informacidn cientifica generada resulte util tanto desde el punto
de vista de la ciencia basica (debido a la gran cantidad de datos aportados) como desde el

punto de vista del productor, mucho mds familiarizado con los parametros tradicionales.

A lo largo de siglos de experiencia acumulada, el sector ha podido comprobar que la
madurez de la uva condiciona severamente la calidad del vino. Aunque éste es un hecho
contrastado, todavia quedan muchos conceptos para esclarecer los mecanismos mediante los
cuales la madurez de la uva actua sobre la composicién quimica del vino tinto, y cdmo dicha
composicion quimica afecta a sus propiedades organolépticas. Con la vocacidon de aportar
datos cientificos que contribuyan a la comprensién de dichos mecanismos se planteé el ensayo
del capitulo |, en donde se pudo comprobar las principales diferencias en cuanto a color y
composicion quimica de los vinos elaborados con uvas cosechadas a distinto nivel de madurez,
aportando datos sobre el contenido de antocianos, proantocianidinas y polisacaridos, lo que
permite tener una idea global del contenido de los compuestos mayoritarios del vino y con
mayor impacto sobre sus atributos sensoriales. Aunque a nivel académico pueda resultar mds

0 menos interesante caracterizar qué compuestos presentes en el vino son marcadores o
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indicativos de un correcto nivel de madurez de la uva, a nivel profesional dicha informacién
sélo resultara de utilidad si acaba sirviendo para mejorar la calidad final de los vinos

elaborados.

El hecho que la madurez juegue un papel fundamental en la composicién quimica y los
atributos sensoriales del vino tinto, tiene una serie de implicaciones que no se deben
menospreciar. Si la vid esta bien adaptada a su entorno, el ciclo anual se desarrolla con
normalidad y las condiciones meteorolégicas durante el proceso de desarrollo y madurez del
fruto son las adecuadas, la uva alcanzara un buen nivel de madurez, tanto desde el punto de
vista fendlico como desde el punto de vista industrial, y elaborar vinos tintos de alta gama sera
relativamente sencillo siempre que en bodega se utilicen las practicas adecuadas. Lo que
sucede en realidad es que éste escenario favorable en el que la uva madura correctamente no
se da de forma tan habitual como nos gustaria, de tal modo que el endlogo ha de enfrentarse
al reto de intentar paliar el efecto que una madurez inadecuada ejerce sobre la calidad y la

composicion del vino tinto.

Los problemas de una madurez inadecuada con los que se puede encontrar un endlogo
hoy en dia son muchos y muy variables, de modo que resulta francamente dificil estudiarlos en
su conjunto. Por ello, para la elaboracién de esta tesis doctoral, se intenta evaluar el impacto
de algunas practicas vitivinicolas utilizadas por los profesionales del sector para paliar algunos

de los problemas de madurez mas habituales hoy en dia.

Uno de los problemas con los que se puede encontrar el productor de vinos tintos es la
necesidad de vendimiar antes de que la uva alcance su grado éptimo de madurez, debido a
gue ataques fungicos o inclemencias meteoroldgicas puedan echar a perder la cosecha, con el
perjuicio econdmico que esto supone. En estos casos, la herramienta basica y mas accesible
que tiene el endlogo para modular las caracteristicas del vino es el control del tiempo de
maceracion, que termina cuando se produce el descube y se separa el liquido de las partes
sélidas. Cuando las uvas estan bien maduras, el enélogo puede ir a maceraciones largas con el
fin de obtener vinos carnosos y estructurados, con una tanicidad agradable, aromas afrutados
y una gran intensidad colorante: atributos muy cotizados en el mercado actual del vino.
Cuando las uvas no estan bien maduras, en cambio, el endlogo tiende a ir a maceraciones mas
cortas, ya que aunque esto vaya en detrimento de la intensidad colorante del vino, las
maceraciones largas pueden originar vinos rudos, herbaceos y agresivos con aromas vegetales:
atributos mas bien considerados como defectos en el mercado actual. Por estos motivos, se

decidid incluir el factor del tiempo de maceracién en el ensayo del capitulo I, con el fin de
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tener una instantanea de cémo influye el tiempo de maceracion sobre la composicién quimica
de vinos tintos elaborados con uvas cosechadas a distintos niveles de madurez. Asi pues,
mediante el ensayo del capitulo | se ha podido describir las diferencias de composicién quimica
entre los vinos elaborados con uvas de distinto nivel de madurez y distinto tiempo de
maceracion, aportando algo de luz sobre cuales pueden ser los motivos de sus diferencias
organolépticas. Aunque existe mucha literatura cientifica relacionada con el impacto de la
madurez de la uva o el impacto del tiempo de maceracidn sobre la composicidon en ciertas
familias de compuestos del vino tinto, no existia ninguno (al menos en nuestro conocimiento)
gue contemplara ambos factores conjuntamente, estudiando su efecto sobre el color y la
composicion del vino tinto. Asi pues, las principales aportaciones del capitulo | recaen sobre el
hecho de haber realizado una caracterizacidn completa del color, los antocianos y las
proantocianidinas del vino en funcién del nivel de madurez de la uva y del tiempo de
maceracion, ademds de aportar, por primera vez, informacién acerca de cémo influyen estos

dos factores en el contenido de polisacdridos del vino.

Al plantear los distintos problemas de madurez con los que se puede enfrentar el sector
hoy en dia, se considerd el problema de la madurez insuficiente de la uva como consecuencia
de un vigor excesivo de la cepa, que conduce a sobreproducciones en las que la vid es incapaz
de madurar correctamente toda la uva. Para afrontar este problema, durante afios se han
aplicado técnicas de reduccién del rendimiento mediante el aclareo de frutos. Esta técnica
consiste en realizar una correccién de la cantidad de fruto que tiene que alimentar la cepa,
eliminando una parte de la uva antes de que empiece la fase de maduracién. Al regular la
produccidn, se persigue conseguir que la cepa alimente tan solo aquella producciéon que es
capaz de madurar correctamente. La practica mds habitual de aclareo de frutos es el aclareo
de racimos, que consiste en eliminar un porcentaje concreto de racimos enteros, practica que,
por otro lado, ha sido ampliamente estudiada y sobre la que se dispone de una gran cantidad
de literatura cientifica. A pesar de ello, hay otras practicas de aclareo de frutos menos
populares, como el aclareo de bayas mediante la aplicacion de productos quimicos sobre la
cepa o el aclareo de bayas mediante la eliminacion de una parte concreta del racimo.
Considerando toda esta informacion, se decidié realizar un ensayo aplicando a una plantacion
con vigor excesivo dos practicas distintas de aclareo de frutos: un aclareo del 50 % de los
racimos y un aclareo de bayas mediante la eliminacidn de las puntas de todos los racimos. Los
resultados de dicho ensayo, presentados en el capitulo Il del presente manuscrito, muestran
que ambas practicas viticolas resultan eficaces para mejorar el nivel de madurez de la uva vy,

por consiguiente, la composicion fendlica del vino. A pesar de que ambos tratamientos
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resulten eficaces para solventar el problema de vigor excesivo y mejorar la calidad del vino, la
practica de aclareo de bayas aplicada, descrita durante la década de 1930 pero practicamente
ignorada por la comunidad cientifica desde entonces, muestra unos resultados prometedores,
ya que mejora significativamente la calidad del vino sacrificando una proporcion menor de la

cosecha, con el consecuente beneficio econdmico que esto supone para el productor.

Otro de los problemas de madurez considerados durante la elaboracién de la presente
tesis doctoral, recoge una inquietud creciente en el sector debido fundamentalmente al
impacto que el cambio climatico estd ejerciendo sobre la viticultura en climas templados,
relacionado con el incremento de las temperaturas medias, que avanza la madurez industrial
del fruto. Este avance de la madurez industrial provoca un desfase entre esta y la madurez
fendlica, mas tardia, lo que provoca que si el productor espera hasta alcanzar un buen nivel de
madurez fendlica para cosechar el fruto, se dispara el contenido de azlcar de la uva, de tal
manera que los vinos elaborados contienen un nivel de alcohol excesivo. El hecho que los vinos
tengan un grado alcohdlico muy elevado, resulta perjudicial para el productor por diferentes
motivos. En primer lugar, y debido a que el etanol participa de la percepcién sensorial de los
vinos, el exceso de etanol puede conducir a vinos desequilibrados poco valorados por los
consumidores. Ademads, no hay que olvidar que las politicas sanitarias de la mayoria de paises
consumidores de vino hacen que el sector esté interesado en elaborar vinos con un grado
alcohdlico moderado, especialmente los que han abierto mercado en paises que graban con
tasas e impuestos las bebidas con un elevado contenido de alcohol. Todos estos argumentos
han contribuido a que el sector se dote de herramientas para la desalcoholizacién parcial de
los vinos, entre las que destaca la dsmosis inversa, protagonista del ensayo del capitulo Ill, en
el que se pone de manifiesto la utilidad de la dsmosis inversa para reducir el contenido en

etanol del vino sin alterar significativamente su composicion fendlica.

Aunque hasta el momento se ha hablado de la madurez fendlica y la madurez industrial
como si de puntos discretos en el tiempo se tratara, hay que considerar que la enorme
heterogeneidad de la uva dificulta en gran medida poder evaluar la madurez global de una
cosecha y utilizar las practicas viticolas mas adecuadas de vinificacién en funcidn del potencial
fendlico de la uva. La principal herramienta para paliar los efectos negativos de la
heterogeneidad de la uva consiste en una seleccidon de la uva previa a su vinificacion, que
habitualmente se realiza de forma manual o semiautomatizada mediante el uso de mesas de
seleccidon, que permiten desechar las uvas verdes, las pasas o la uva que se halla en mal estado

sanitario. Esta seleccion que se realiza en bodega resulta efectiva para asegurar unos minimos
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de calidad en vinos tintos de alta gamma, pero considerando la enorme heterogeneidad de las
cosechas, resulta evidente que hallar un modo de seleccionar la uva antes de la vinificacion
podria resultar muy util para elaborar vinos con distintas calidades. En este sentido, durante
los ultimos anos se han realizado estudios de seleccionar la uva en funcidon de su densidad, o
en funcidn de la parte del racimo de la que procede, aunque este tipo de practicas no se han
instalado en las bodegas. Considerando la idea generalizada que las mejores variedades de uva
para la vinificacion son aquellas que tienen un tamafio de grano pequefio (puesto que ello
incrementa la proporcion pieles/pulpa y, por lo tanto la proporcién sélido/liquido durante la
maceracion), en el ensayo del capitulo IV se planteé la idea de seleccionar la uva en funcién de
su diametro y vinificar cada tamafio por separado, con el fin de evaluar si la seleccidn de la uva
por tamafio de grano puede resultar una técnica interesante para su futura aplicacién en
bodega. Los resultados significativos de dicho ensayo, en el que se aporta una descripcidn
completa de la composicién fendlica del vino, resultan un buen punto de partida para plantear
la perspectiva de la aplicacion de la seleccion de la uva mediante el tamafio de baya a escala

industrial.

Asi pues, de acuerdo con los resultados presentados en esta memoria, se ha confirmado
la hipdtesis planteada, ya que se ha podido observar la gran influencia que la madurez de la
uva ejerce sobre la composicidn quimica del vino, y que se pueden utilizar distintas técnicas
vitivinicolas como herramientas para modular la composicidn quimica del vino en aquellos
compuestos de interés enolégico responsables de atributos tan importantes como el color, el

amargor y la astringencia del vino tinto.
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Considerando los resultados obtenidos se puede concluir que:

La madurez de la uva condiciona la composicién quimica del vino tinto. Los vinos
elaborados con uva madura muestran, en general, una mayor intensidad del color
y una mayor concentracion de polisacaridos de origen vegetal, antocianos y
proantocianidinas. Asimismo, las proantocianidinas de los vinos procedentes de
uvas mas maduras presentan un mayor grado medio de polimerizacién, una mayor
proporcién de prodelfinidinas y un menor porcentaje de galoilizacién. Estos datos
sugieren que las uvas de mayor madurez aportan una mayor proporcién de taninos

de piel y una menor proporcion de taninos de semilla.

Mediante el control del tiempo de maceracion se puede modular la composicidn
quimica del vino. Al aumentar el tiempo de maceracidn decrecen la intensidad del
color y la concentracion de antocianos, mientras que se incrementan la
concentraciéon de polisacaridos y proantocianidinas. Por otra parte al aumentar el
tiempo de maceraciéon se disminuye el grado medio de polimerizacién de las
proantocianidinas y la proporcién de prodelfinidinas mientras que aumenta el
porcentaje de galoilizacion. Estos datos confirman que los taninos de la piel se
liberan rdpidamente y que al alargar la maceracion se favorece la extraccién de

taninos de semilla.

Las técnicas de aclareo de racimos y aclareo de bayas permiten que las uvas
alcancen un mayor nivel de madurez, incrementando el contenido de compuestos
fendlicos y polisacdridos del vino final. Las dos técnicas de aclareo aplicadas
parecen ser Utiles para mejorar la calidad del vino, aunque el aclareo de bayas lo
consigue con un rendimiento superior al del aclareo de racimos, lo que supone un
beneficio econdmico para la bodega puesto que la disminucidn de la produccidn es

mucho menor.
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4. La desalcoholizacion parcial de vinos tintos mediante dsmosis inversa permite
reducir el contenido alcohdlico de vinos con un grado alcohdlico excesivo sin
alterar significativamente la intensidad de color ni la concentracion de antocianos,

proantocianidinas y polisacaridos.

5. El tamafio del grano de uva ejerce una gran influencia en la composicién del vino
debido a que las bayas pequeiias presentan un menor nimero de semillas y una
mayor relacién entre la superficie de piel y el volumen de baya. Los vinos
elaborados con bayas de tamafio pequefio presentan una mayor intensidad de
color y, en general, una mayor concentracién en compuestos fendlicos. Ademas,
los taninos liberados por las bayas pequefias presentan una mayor proporcion de
prodelfinidinas y un menor porcentaje de galoilizacion lo que confirma una mayor

proporcién de tanino de piel.
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La madurez de la uva ejerce una
gran influencia sobre la composicion
quimica del vino tinto, lo que a su
vez condiciona severamente
propiedades organolépticas como el
color, la astringencia y el amargor.
La enorme heterogeneidad de la
uva, asi como la variabilidad de los
factores que condicionan el proceso
de maduracion y que pueden
conducir a una madurez
inadecuada, van en detrimento de
la calidad de los vinos tintos de alta
gama. Con el fin de paliar los
efectos de dicha madurez
inadecuada, se ha ensayado el
potencial de ciertas técnicas
vitivinicolas para incidir
positivamente en la composicion
quimica del vino tinto. Las cuatro
prdcticas vitivinicolas testadas
durante la elaboracion de esta tesis
doctoral (control del tiempo de
maceracion, aclareo de frutos,
desalcoholizacion parcial y seleccion
de bayas en funcion de su tamano)
se han revelado como herramientas
eficaces para modular la
composicion quimica del vino tinto
en compuestos fendlicos y
polisacdridos, mejorando asi
atributos sensoriales tan
importantes como el color, la
astringencia y el amargor del vino.






