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Rafael Schumacher Justificaciéon del tema

JUSTIFICACION DEL TEMA

Uno de los principales problemas a los que se enfrentan las bodegas en la
actualidad es la gran competencia existente en el mercado del vino. Los
consumidores, cada vez mas implicados y exigentes, se ven abrumados ante la gran
oferta de vinos, bastante uniforme, que el mercado actual les ofrece. Afortunadamente,
en la actualidad los vinos que salen al mercado tienden a priorizar la calidad, sin
embargo la calidad por si sola no basta ante un mercado tan competitivo y voraz. Por
tanto, la necesidad de atraer la atencion del consumidor resulta de vital importancia
para cualquier empresa vinicola.

Ante este panorama, uno de los principales retos de las bodegas es buscar
elementos diferenciadores como herramienta eficaz para diversificar sus productos y
desmarcarse asi de sus competidores de una forma clara y efectiva.

De un tiempo a esta parte, muchas han sido las innovaciones tecnolégicas que
se han ido introduciendo en la elaboracion de los vinos con el fin de conseguir esta
diferenciacion. Asi por ejemplo se han utilizado nuevas técnicas de vinificacion, se han
recuperado uvas de variedades autoctonas de la zona o variedades menos usuales, y
ademas también se ha producido el reemplazo de cultivos iniciadores comerciales por
levaduras indigenas especificas de cada regién vitivinicola. Todo ello con el fin de
obtener vinos distintos que sobresalgan del resto y aporten sensaciones diferentes a
un consumidor cada vez mas exigente y abierto a innovaciones sensoriales.

En este sentido, el planteamiento de la presente Tesis Doctoral fue la
introduccion de nuevas técnicas en distintas etapas de la elaboracion del vino, desde
la vifia hasta la crianza, pasando por la propia vinificacion, con el fin de obtener vinos
de calidad y con caracteres diferenciadores.

Siguiendo el orden propio de cualquier vinificacion, el cual puede verse
detallado a continuacién en forma de esquema (Figura A), la Tesis se ha dividido en
tres capitulos, el primero se centra en practicas viticolas, el segundo en el proceso de

vinificacion y, finalmente el tercero en la etapa de crianza.
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CAPITULO |
INNOVACION EN PRACTICAS VITICOLAS

VENDIMIA

DESPALILLADO/
VINOS TINTOS ESTRUJADO

MACERACION

FERMENTACION
ALCOHOLICA

DESCUBE

TRASIEGOS

CAPITULO I
FERMENTACION INNOVACION EN EL
MALOLACTICA PROCESO DE VINIFICACION

TRASIEGOS

CLARIFICACION
ESTABILIZACION

CAPITULO llI
h !_> INNOVACION EN LA ETAPA DE
= CRIANZA

Figura A: Esquema de los procesos de vinificacion

VINOS BLANCOS

PRENSADO

CLARIFICACION

FERMENTACION
ALCOHOLICA

CLARIFICACION

FILTRACION

En el Capitulo | se utilizaron subproductos de esquisto pirobituminoso como

alternativa al uso de fertilizantes tradicionales en el abonado de vifiedos brasilefios.

Este trabajo se desarrolld en Brasil, como parte de la formacién del doctorando para

acceder al Doctorado Internacional.
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En Brasil, la acidez de los suelos y los bajos niveles de fosforo son algunas de
las principales limitaciones edéficas en la produccion de uvas de calidad, por lo que la
técnica del encalado de los suelos es communmente utilizada por los viticultores
brasilefios. ElI material mas utilizado es la cal agricola o calcita, compuesta
principalmente por carbonato de calcio y, obtenida a partir de rocas de caliza.

En la actualidad el 69 % de los fertilizantes utilizados en Brasil provienen de
importaciones, generando un mayor coste de produccién. Esta situacién nos lleva a
investigar en el desarrollo de alternativas basadas en la utilizacion de productos
nacionales, localizados més cercanos a las zonas de produccion, lo que llevaria a una
disminuciéon del coste de produccibn y a una mayor estabilidad de la cadena
productiva.

El uso de los subproductos del esquisto pirobituminoso, entre los que se
encuentra la caliza de esquisto y los denominados “Finos de esquisto”, han
demostrado su eficacia en agricultura para la correccion de la acidez de los suelos vy el
aporte de algunos nutrientes para las plantas, lo que nos hizo plantearnos su
utilizacion en los vifiedos. Asi, el principal objetivo del Capitulo | fue el empleo de los
subproductos de esquisto como alternativa a la fertilizacion tradicional con caliza en
los vifiedos brasilefios, centrandonos en la influencia de dichos subproductos en la
calidad de los vinos obtenidos, concretamente en su composicion volatil, polifendlica y
nitrogenada.

Siguiendo con el orden légico de elaboracién del vino, en el Capitulo Il se
decidio intentar incrementar la calidad de vinos blancos obtenidos de variedades de
uva neutras, mediante maceracion prefermentativa con hollejos blancos liofilizados.
Estos hollejos blancos liofilizados se obtuvieron de subproductos de vinificacion en
blanco, es decir, de los orujos generados por la bodegas.

La gestion de los residuos generados por las bodegas es uno de los principales
problemas de la industria enoldgica, principalmente en paises como Espafia. Segun la

Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OlV, 2011), Espafia ocupa el primer
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lugar en superficie de vifiedos plantados, con aproximadamente 1,01 millones de
hectareas y el cuarto lugar en produccion de uvas, con cerca de 6,11 millones de
toneladas. De entre las regiones productoras, merece especial mencion la region de
Castilla La-Mancha por poseer mas del 50 % del total de vifiedos espafioles. Alrededor
del 80 % de la produccion nacional es procesada por la industria vinicola para la
obtencion de vinos o bien por la industria de bebidas no alcohdlicas para la produccion
de zumos, generando por tanto, una cantidad de residuos nada despreciable.

El orujo de uva es un producto altamente perecedero y debido a los enormes
volumenes de residuos generados durante la temporada de vendimia, la utilizacion de
los orujos de uva fresca es inviable, por lo que requiere un método adecuado de
conservacion o uso apropiado.

Una de las opciones de mayor valor es la recuperacion de los componentes
bioactivos, que podrian ser utilizados en otras industrias, como la farmacéutica o la
alimentaria. En particular, los residuos de la bodega son una fuente importante de
polifenoles, sin embargo, el potencial aromatico de las uvas, concentrado
principalmente en los hollejos, no puede ser olvidado. Concretamente, en la
vinificacién en blanco, este potencial, en muchos casos, no es suficientemente
explotado, ya que los hollejos se descartan en las primeras etapas del proceso de
elaboracion del vino, pasando a formar parte de los orujos.

Aunque los polifenoles son altamente reactivos, debido a su caracter no volatil,
su recuperacion en forma de extractos a partir de los orujos es relativamente sencilla.
Sin embargo, la obtencion de extractos ricos en compuestos volatiles estd muy
condicionada a la técnica de extraccion empleada, la cual puede modificar
profundamente el perfil volatil de los mismos. Por este motivo, el secado se plantea
como una alternativa para el aprovechamiento del potencial, tanto volatii como
polifendlico, presente en los orujos.

Finalmente, en el Capitulo Il se aborda la problematica de la etapa de crianza.,

ya que a pesar de las diversas innovaciones tecnoldgicas introducidas por las bodegas
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durante la elaboracion del vino, hay determinadas etapas donde dichas innovaciones
no han sido tan notables. Un ejemplo de ello, es la etapa de crianza la cual se sigue
llevando a cabo, Unica y exclusivamente, mediante el contacto del vino con madera de
roble, bien con la utilizacién de barricas o0 mediante el uso de virutas.

El proceso de crianza es esencial a la hora de obtener vinos de calidad. Esta
etapa, aparentemente sencilla, entrafia una gran complejidad ya que muchos son los
cambios producidos en las caracteristicas organolépticas de los vinos de crianza, los
cuales pueden mejorar su calidad o por el contrario pueden suponer su deterioro. Por
tanto, el conocimiento y control de todos estos cambios se hace imprescindible para la
obtencion de vinos de crianza de calidad.

El excesivo y Unico uso de la madera de roble en procesos de crianza esta
ocasionando un agotamiento importante en las principales zonas productoras de
robles aptos para usos enolégicos al mismo tiempo que provoca una homogeneidad
en la oferta vinicola actual. Por lo que llegados a este punto, la busqueda de nuevas
alternativas a la madera de roble cobra especial interés.

A la hora de elegir una madera para llevar a cabo la crianza de un vino, es
necesario tener en cuenta diversos aspectos, entre los que destacan su composicion
guimica, tanto en compuestos volatiles como en polifenoles, y sus propiedades
mecanicas, que permitiran su transformacion en barricas. En este sentido, la madera
de castafio se presenta como una buena alternativa a la crianza en madera de roble,
por lo que en el Capitulo Ill se estudiaron las aptitudes enoldgicas de la madera de

castafio para la crianza de vinos tintos de la variedad Tempranillo.
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OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo de investigacion ha sido el de aportar a la
comunidad enoldgica nuevas tecnologias para la obtencion de vinos de calidad. Con

este proposito, fueron desarrollados los siguientes objetivos especificos:

v' Evaluar la composicion volatil, polifendlica y nitrogenada de los vinos de la
variedad Cabernet Sauvignon provenientes de vifiedos brasilefios tratados
con subproductos del esquisto pirobituminoso.

v' Verificar la influencia de la maceracion prefermentativa con hollejos
deshidratados de uvas blancas en la composicion quimica y sensorial de los
vinos blancos obtenidos a partir de variedades neutras.

v' Demostrar el potencial enoldgico de la madera de castafio en la crianza de

los vinos tintos de la variedad Tempranillo.
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RESUMO
1. Justificativa do tema

Um dos principais problemas que as vinicolas enfrentam na atualidade é a
grande concorréncia existente no mercado do vinho. Os consumidores, cada vez mais
implicados e exigentes, ficam abrumados diante da grande oferta de vinhos, bastante
uniforme, que o mercado atual oferece. Afortunadamente, os vinhos que saem para o
mercado tendem a privar pela qualidade, no entanto, a necessidade de atrair a
atencgdo do consumidor resulta de vital importancia para qualquer empresa vinicola.

Diante desse panorama, uma das principais metas das vinicolas é de buscar
elementos diferenciadores como ferramenta eficaz para diversificar seus produtos e
assim diferenciar-se de seus competidores de uma forma clara e efetiva.

Nos ultimos anos, muitas inovag¢des tecnologicas foram introduzidas na
elaboragdo de vinhos com a finalidade de conseguir esta diferenciacdo. Deste modo,
por exemplo, novas técnica de vinificacao tem sido utilizadas, houve uma recuperagao
das variedades autoctones de cada zona ou de variedades menos usuais, e além
disso também tem sido produzida uma substituicdo dos cultivos iniciadores comerciais
por leveduras indigenas especificas de cada regido vitivinicola. Tudo isso com a
finalidade de obter vinhos distintos que se sobressaiam aos demais e aportem
sensacoes deferentes a um consumidor cada vez mais exigente e aberto as inovacdes
sensoriais.

Nesse sentido, o enfoque da presente Tese de Doutorado foi a introducéo de
novas técnicas em distintas etapas da elaboracdo dos vinhos, desde a videira até o
envelhecimento, passando pela prépria vinificagdo, com a finalidade de obter vinhos
de qualidade e com caracteristicas diferenciadoras.

Seguindo a ordem propria de qualquer vinificagdo, a qual pode ver-se
detalhada a continuacdo, em forma de esquema (Figura B), a Tese foi dividida em trés
capitulos, sendo que o primeiro esta centrado nas praticas viticolas, o segundo no

processo de vinificacdo e finalmente o terceiro na etapa de envelhecimento.
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CAPITULO |
INOVACOES EM PRATICAS VITICOLAS

COLHEITA

DESENGACO/
VINHOS TINTOS ESMAGAMENTO VINHOS BRANCOS

MACERAGAO/ PRENSAGEM
FERMENTACAO REMONTAGENS
ALCOOLICA |

DESCUBA CLARIFICACAO
TRASFEGA |

CAPITULO Il

« FERMENTACAO
FERMENTACAO INOVAGOES NO ALCOOLICA
MALOLATICA PROCESSAMENTO DA
VINIFICACAO |
CLARIFICACAO
TRASFEGA
" FILTRACAO
CLARIFICACAO
ESTABILIZACAO
CAPITULO IlI
INOVACOES NA ETAPA DE
h !—» ENVELHECIMENTO

Figura B: esquema simples de vinificagcbes

No Capitulo | foram utilizados subprodutos do xisto pirobituminoso como
alternativa ao uso de fertilizantes tradicionais na adubacéo de vinhedos brasileiros.
Este trabalho, foi desenvolvido no Brasil, como parte da formacg&o do doutorando para
obter o titulo de Doutorado Internacional.

No Brasil, a acidez dos solos e os baixos niveis de fésforo sdo algumas das
principais limitagdes edaficas na producao de uvas de qualidade, pelo que a técnica de

calagem dos solos é normalmente utilizada pelos viticultores brasileiros. O material

8



Rafael Schumacher Resumo

mais utilizado é a cal agricola, o calcita, composta principalmente por carbonato de
calcio y obtida a partir de rochas calcarias.

Na atualidade, 69% dos fertilizantes utilizados no Brasil provem de
importacdes, gerando um maior custo de producédo. Esta situacdo nos leva a investigar
o desenvolvimento de alternativas baseadas na utilizacdo de produtos nacionais,
localizados mais préximos das zonas de produc¢do, o que levaria a uma diminuigdo do
custo de producdo e a uma maior estabilidade da cadeia produtiva.

O uso de subprodutos do xisto pirobituminoso, entre 0s quais encontra-se o
calcario de xisto e os denominados finos de xisto, tem demostrado sua eficiéncia na
agricultura para a corre¢do da acidez e o incremento da fertilidade dos solos, o que
nos fez pleitear sua utilizacdo nos vinhedos. Assim, o principal objetivo do Capitulo |
foi o emprego de subprodutos de xisto como alternativa a fertilizacdo e a calagem
tradicional dos vinhedos brasileiros, centrando-nos na eficiéncia de ditos subprodutos
na qualidade dos vinhos obtidos, mais concretamente na sua composicao volatil,
polifendlica e nitrogenada.

Seguindo a ordem légica da elaboracdo do vinho, no Capitulo 1l foi decido
tentar incrementar a qualidade dos vinhos brancos elaborados a partir de variedades
de uvas neutras, mediante a maceracdo prefermentativa com cascas liofilizadas de
uvas brancas. Estas cascas de uvas brancas liofilizadas foram obtidas de subprodutos
da vinificag&do dos vinhos brancos, ou seja, dos bagacos gerados pelas vinicolas.

A gestdo dos residuos gerados pelas vinicolas é um dos principais problemas
da industria enolégica, principalmente em paises como a Espanha. Segundo a
Organizacdo Internacional da Uva e do Vinho (OIV, 2011), a Espanha ocupa o
primeiro lugar em superficie de vinhedos plantados, com aproximadamente 1,01
milhdes de hectares e o quarto lugar em producéo de uvas, com cerca de 6,11 milhdes
de toneladas. Entre as regides produtoras, merece destaque especial a regido de
Castilla La-Mancha por possuir mais de 50 % do total de vinhedos espanholes.

Entorno de 80 % da producdo nacional é processada pela inddstria vinicola para
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obtencéo de vinhos ou entéo pela industria de bebidas ndo alcodlicas para a producao
de sucos, gerando portanto, uma quantidade de residuos nada desprezivel.

O bagaco das uvas é um produto altamente perecivel e devido aos enormes
volumes de residuos gerados durante a temporada de colheita, a utilizacdo de bagaco
de uvas frescas é praticamente inviavel, pelo que requer um método adequado de
conservacao ou uso apropriado.

Uma das opc¢Bes de maior valor é a recuperacdo dos componentes bioativos,
que poderiam ser utilizados em outras industrias, como a farmacéutica ou a industria
alimentar. Em particular, os residuos das vinicolas sdo uma fonte importante de
polifendis, sendo que o potencial aromético das uvas, concentrado principalmente nas
cascas, ndo pode ser esquecido. Concretamente, na vinificacdo de vinhos brancos,
este potencial, em muitos casos, ndo é suficientemente explorado, ja que as cascas
sdo descartadas nas primeiras etapas do processo de elaboracdo dos vinhos,
passando a formar parte do bagaco.

Ainda que os polifendis sejam altamente reativos, devido ao seu carater nao
volatil, sua recuperacao na forma de extratos a partir do bagaco € relativamente
simples. No entanto, a obtencdo de extratos ricos em compostos volateis esta muito
condicionada a técnica de extracdo empregada, a qual pode modificar profundamente
o perfil volatili dos mesmos. Por este motivo, a secagem coloca-se como uma
alternativa para o aproveitamento do potencial, tanto volatil como polifendlico, presente
nas cascas.

Finalmente, no Capitulo Ill aborda-se a problematica da etapa de
envelhecimento, ja que apesar das diversas inovacdes tecnoldgicas introduzidas pelas
vinicolas durante a elaboracdo dos vinhos, existem determinadas etapas onde ditas
inovacgdes ndo tem sido tdo notaveis. Um exemplo disso é a etapa de envelhecimento,
a qual segue sendo desenvolvida Unica e exclusivamente mediante o contato do vinho
com a madeira de carvalho, tanto pela utilizagdo de barricas ou mediante o uso de

chips.
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O processo de envelhecimento é essencial para obtencéo vinhos de qualidade.
Esta etapa, aparentemente simples, aporta uma grande complexidade ja que muitas
sdo as mudancas produzidas nas caracteristicas organolépticas dos vinhos
envelhecidos, as quais podem melhorar sua qualidade ou pelo contrario, podem levar
a sua deterioracdo. Portanto, o conhecimento e controle de todas essas mudancas se
faz imprescindivel para a obtencéo de vinhos envelhecidos com qualidade.

O uso Uunico e excessivo da madeira de carvalho nos processos de
envelhecimento esta ocasionando um esgotamento importante nas principais zonas
produtoras de carvalhos aptos para fins enologicos, ao mesmo tempo que provoca
uma homogeneidade na oferta atual de vinhos. Chegado a este ponto, a busca por
novas alternativas a madeira de carvalho cobra um especial interesse.

Na hora de escolher uma madeira para levar a cabo o envelhecimento de um
vinho, € necessario ter em mente diversos aspectos, entre os que destacam sua
composicdo quimica, tanto em compostos volateis como em polifendis, e suas
propriedades mecanicas, que permitirdo sua transformagdo em barricas. Nesse
sentido, a madeira de castanha apresenta-se como uma boa alternativa ao
envelhecimento em madeira de carvalho, pelo que no Capitulo Ill foram estudadas as
aptiddes enoldgicas da madeira de castanha para o envelhecimento de vinhos tintos

da variedade Tempranillo.

2. Objetivos
O objetivo principal deste trabalho de investigagéo foi de aportar a comunidade
vitivinicola novas tecnologias para a obtencdo de vinhos de qualidade. Com este
proposito, foram desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:
v' Analisar a composicao volatil, polifendlica e nitrogenada dos vinhos da
variedade Cabernet Sauvignon provenientes de vinhedos tratados com

subprodutos do xisto pirobituminoso.

11



Resumo Rafael Schumacher

v' Verificar a influéncia da maceracdo prefermentativa com cascas
desidratadas de uvas brancas na composi¢cdo quimica e sensorial de vinhos
brancos obtidos de variedades neutras.

v Avaliar o potencial enolégico da madeira de castanha no envelhecimento de

vinhos tintos da variedade Tempranillo.

3. Resultados

3.1. Os subprodutos de xisto pirobituminoso como alternativa ao uso de
fertilizantes tradicionais na adubacdo de vinhedos brasileiros. Estudo da
composicao polifenélica, aromatica e nitrogenada dos vinhos.

O setor vitivinicola brasileiro durante muito tempo esteve centrado na produgao
de vinhos de mesa, originados a partir de uvas de cultivares americanas ou hibridas.
No entanto, nos ultimos anos houve uma reestruturagdo do setor motivado por um
mercado interno com potencial para o consumo de vinhos de qualidade, com padréo
internacional e de maior valor agregado. Os investimentos na implantacdo de novos
vinhedos, compostos por cultivares europeias (Vitis vinifera) e novas e modernas
vinicolas, mais tecnificadas e que atendessem os padrfes internacionais de produgéo,
foram os primeiros passos do setor rumo a elaboracéo de vinhos de qualidade.

No entanto, a vitivinicultura brasileira ainda encontra-se em um grau de
desenvolvimento inferior ao de muitos paises mais participativos no mercado mundial
de vinhos. Atualmente sdo cultivados no Brasil aproximadamente 83 mil hectares de
vinhedos, com uma producéo de 1,3 milh6es de toneladas de uvas e cerca de 3,5
milhdes de hectolitros de vinhos (IBGE, 2010).

A alta acidez e os baixos niveis de fosforo sdo algumas das limitagcdes
impostas pelos solos brasileiros ao cultivo da videira. Deste modo, é comum por parte
dos viticultores a utilizacdo da técnica de calagem. Esta técnica esta baseada na
aplicacdo de formulados basicos ao solo, ricos em carbonato de célcio, que

neutralizam a acidez e melhoram as caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos,
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possibilitando um melhor desenvolvimento das plantas. Por outro lado, grande parte
dos fertilizantes utilizados na agricultura brasileira provem de importacdes. Essa
dependéncia pelos insumos internacionais para suprir a demanda interna gera maiores
custos de producdo e riscos de instabilidade do setor. Nesse sentido, o uso dos
subprodutos do Xxisto pirobituminoso pode ser uma alternativa para a agricultura
brasileira, em parcial substituicdo dos fertilizantes tradicionais.

O «xisto pirobituminoso é uma rocha oleifera que apresenta grandes
quantidades de hidrocarbonetos disseminados em seu meio mineral y que formam um
complexo orgénico denominado querogénio, que se decompdem termicamente
produzindo Oleo semelhante ao petrdleo. Durante os processos de extragdo e
beneficiamento do xisto pirobituminoso sdo gerado inUmeros subprodutos, dentre os
quais, o calcario de xisto e os finos de xisto sdo de grande importancia. O calcario de
xisto € considerado como uma rocha estéril desde o ponto de vista da producéo de
Oleo, por isso, durante a mineracdo do xisto pirobituminoso é realizada uma lavra
seletiva, separando as camadas de calcéario de xisto das lentes de xisto pirobituminoso
ricas em querogénio e que serdo utlizadas no processamento. Ja durante o
processamento, uma parcela de xisto pirobituminoso é perdida através do
deslocamento no interior do parque industrial, que formam os denominados finos de
Xisto.

Pela grande quantidade de subprodutos gerados durante a industrializacdo do
xisto, a PETROBRAS, detentora dos direitos de exploracdo do xisto pirobituminoso no
Brasil, implantou em parceria com a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria) e o IAPAR (Instituto Agrondmico do Parand) o Projeto Xisto Agricola,
com o objetivo central de identificar, desenvolver e avaliar novos insumos para 0 uso
na agricultura brasileira, com énfase aos sistemas de producdo integrada e aos
formatos agroecoldgicos, que apresentem eficacia agronémica, seguranca ambiental e

gualidade e seguranca alimentar, por meio da utilizagdo dos subprodutos do

processamento do xisto como matéria prima na elaboracao de novos insumos.
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Nesse sentido decidimos avaliar a utilizagdo dos subprodutos de xisto
pirobituminoso na adubacéo de vinhedos brasileiros compostos pela cultivar Cabernet
Sauvignon e seu efeito nas caracteristicas quimicas e sensoriais dos vinhos, durante
as safras de 2010 e 2011. Por um lado, testamos em um vinhedo diversas
concentracdes de calcério de xisto, na forma simples ou em conjunto com o calcario
convencional. Por outro lado, testamos em outro vinhedo, composto pela mesma
variedade, o que chamamos de matrizes MBR. Essas matrizes sdo formulacbes que
possuem em sua constituicao diferentes doses de calcéario de xisto e finos de xisto.

Os resultados obtidos em ambos os experimentos mostram que ndo houve
diferencas significativas na fragdo de compostos aromaticos, polifendlicos e
nitrogenados dos vinhos provenientes de uvas tratadas com alguma fonte de
adubacéo alternativa quando estes sdo comparados com 0s vinhos provenientes da
testemunha (sem a adicdo de adubacéo). Com estes dados, podemos concluir que a
utilizacéo de subprodutos de xisto pirobituminoso pode ser uma alternativa a adubagéo
tradicional dos vinhedos brasileiros, pois em nosso caso, ndo modificaram sua
composi¢do quimica. No entanto, estudo mais detalhados, com a avaliagcdo de um
maior nimero de safras e em mais de uma regido produtora, faz-se necessario

principalmente para diminuir o efeito do ambiente na composicao quimica dos vinhos.

3.2. Aproveitamento de subprodutos da vinificacdo para incrementar a qualidade
dos vinhos brancos.

A otimizagdo do processo de producdo de alimentos baseada na redugéo ou
reutilizacdo de residuos tem se convertido em uma pratica obrigatéria nos paises mais
desenvolvidos. Nesse sentido, um dos maiores desafios para as regides vitivinicolas é
a criacdo de alternativas para processar e aproveitar a grande quantidade de residuos,
principalmente naqueles paises com grande expressdo no setor, como € o caso da

Espanha.
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O bagaco de uva é o principal residuo produzido pela indUstria vitivinicola. E
composto em grande parte por cascas, sementes e engagos, que em conjunto
equivalem a aproximadamente 13% do total de uvas processadas. Segundo algumas
estimativas, sdo produzidos na Espanha entorno de 530 mil toneladas de bagaco de
uva todos os anos. Ja em todo continente europeu, essa producdo pode chegar
proxima das 14,5 milh6es de toneladas, o que tem se convertido em um grande
problema para a inddstria do vinho.

Se nédo é tratado com eficiéncia, o bagaco da uva pode iniciar uma série de
perigos ambientais com efeito prejudicial sobre a fauna e a flora. As solugcbes de
taninos e outros compostos dos bagacos da uva que sao lixiviados causam a
contaminacdo dos solos e das aguas subterrdneas. Por outro lado, estes niveis
relativamente altos de compostos fendlicos nos bagacos das uvas podem ser
responsaveis pela inibicdo da germinacdo das sementes. Além disso, grandes
guantidades de bagacos de uva expostos ao ar livre causam mau cheiro e atraem
insetos e pragas que facilmente podem causar doencas. Por tudo isso, o bagaco da
uva ndo pode simplesmente ser descartado em qualquer lugar e muito menos sem um
tratamento prévio, o que se converteu nao apenas a um importante problema
econbmico para os vinicultores, sendo também em um significativo problema
ambiental.

A pesar do carater contaminante descrito anteriormente, o alto contetdo de
compostos fendlicos e outros compostos bioativos presentes no bagaco das uvas tem
despertado o interesse da comunidade cientifica devido aos efeitos favoraveis destas
substancias para a saude humana. Apesar das diferentes operacbes de
processamento das uvas com o objetivo de extrair a maior quantidade de substancias
aromaticas e de cor, as cascas que compdem o bagaco das uvas ndo estdo
totalmente esgotadas. De fato, estas cascas ainda contém uma quantidade
consideravel de substancias bioativas, tais como antioxidantes, pigmentos, vitaminas e

compostos aromaticos. Desta forma, o bagaco da uva apresenta uma grande
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capacidade de reutilizacdo e uma rica fonte de diversos compostos com alto valor
agregado, que podem ser utilizados na industria agroalimentar para a fabricacdo de
suplementos dietéticos, na agricultura, para a fabricacdo de fertilizantes e
biocombustiveis, na industria farmacéutica, para a fabricagdo de fitoquimicos, entre
outros. Recentemente, alguns estudos avaliaram a utilizacdo das cascas procedentes
dos residuos da elaboracdo de vinhos e mostos na melhoria das caracteristicas
quimicas e sensoriais dos vinhos, sendo que os resultados indicam o potencial de
liberacdo de compostos de cor e aromas, 0 que aponta esta técnica inovadora e
sustentavel como uma ferramenta eficaz para melhorar os parametros de qualidade
dos vinhos.

No entanto, € necessario ter em mente dois aspectos. Por um lado o bagaco é
um produto altamente perecivel e devido aos enormes volumes de residuos gerados
durante a temporada de safra, sua utilizacdo fresca é praticamente inviavel, pelo que
requer um método adequado de conservacao. Por outro lado, ainda que a extracdo de
compostos fendlicos seja facilmente obtida, a volatilidade dos compostos de aroma faz
com que sua obtencédo na forma de extratos seja muito mais custosa e complexa, além
de que as condi¢bes de extracdo poderiam modificar profundamente sua composicao.
Nesse sentido, a secagem apresenta-se como uma alternativa para o aproveitamento
do potencial aroméatico e de cor dos residuos da vinificacdo, concentrados
principalmente nas cascas das uvas. Além disso, possibilita a utilizagdo destes
residuos desidratados nos periodos de entre safra, rompendo assim a sazonalidade
de sua utilizacao.

Com a finalidade de selecionar um método de secagem adequado para a
desidratacdo das cascas frescas de uvas brancas, foi realizado um estudo preliminar
sobre o efeito de diferentes métodos de secagem na qualidade do aroma das cascas
de uvas da variedade Moscatel. Concretamente os tratamentos utilizados foram trés:
secagem em estufa a 30 °C, secagem em estufa a 45 °C e liofilizacdo. Para a

realizacdo desse estudo preliminar, foram selecionados 10 compostos volateis
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pertencentes a trés familias quimicas diferentes (alcoois e aldeidos Cg, terpenos e
compostos furanicos). Os compostos Cg e 0s terpenos foram eleitos pelo seu carater
varietal, enquanto que os compostos furanicos foram selecionados devido a sua
relacdo com os processos de desidratacao, ja que sua formacdo estara condicionada
principalmente pela temperatura aplicada.

Os resultados mostram que a quantidade de compostos volateis nas cascas de
uvas frescas diminuiu consideravelmente durante a secagem em estufa a 45°C e
30°C, com perdas de 35,9% e 38,9%, respectivamente. No entanto, nas amostras
liofilizadas as perdas foram muito menores, entorno de 4,7%. Além disso, as amostras
secadas em estufas apresentaram maiores concentragdes de compostos furdnicos
que as liofilizadas. Este importante incremento de compostos furanicos durante a
secagem em estufa, juntamente com a diminuigdo dos terpenos e alcoois e aldeidos
de 6 atomos de carbono, pdem em evidencia o grande potencial da liofilizacdo para a
desidratacdo das cascas de uvas brancas.

Posteriormente, com o objetivo de conhecer o real potencial da liofilizacdo para
a obtencéo de cascas de uvas secas com qualidade, foi decidido realizar um estudo
mais amplo sobre o efeito desta técnica de secagem nos compostos volateis e
fendlicos das cascas de uvas brancas da variedade Moscatel. Igualmente ao estudo
preliminar, a quantidade total de compostos aromaticos nas cascas frescas diminuiram
levemente durante a liofilizagéo, com perdas de 5,5% e incrementaram ligeiramente a
guantidade de compostos furanicos. Ja com relacdo aos compostos fendlicos, nédo
foram identificadas diferengas nas suas concentracdes entre as cascas de uvas
frescas e as liofilizadas, o que demonstra as vantagem dessa técnica para obter um
produto desidratado com qualidade similar ao original.

Finalmente, as cascas liofilizadas da uva Moscatel, obtidas de subprodutos da
vinificacdo, foram utilizadas para incrementar a qualidade dos vinhos brancos
elaborados a partir de uvas Vitis vinifera da variedade Airén, uma uva branca

considerada neutra. Para isso, os vinhos foram obtidos mediante a maceracao
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prefermentativa de mosto Airén com cascas de uvas Moscatel frescas e liofilizadas,
utilizando como testemunha o vinho obtido da fermentacdo do mosto Airén sem
maceracéao.

A avaliacdo dos compostos aromaticos feita nesses vinhos mostrou um alto
conteudo de compostos terpénicos tanto nos vinhos macerados com cascas frescas
como liofilizadas. Os terpenos sdo compostos caracteristicos da variedade Moscatel e
como era de se esperar, no vinho controle, somente apareceram alguns desses
compostos em quantidades tracas. Outro fato importante observado nos vinhos
fermentados com a maceragdo de cascas frescas e liofilizadas foi um incremento de
alguns ésteres etilicos, como o butirato de etilo e o hexanoato de etilo. Ambos
compostos jogam um papel importante no aroma dos vinhos e s&o considerados
especialmente importantes no aroma dos vinhos brancos elaborados com variedades
neutras, devido a sua influéncia nas notas aromaticas afrutadas, muito apreciadas em
nesses vinhos.

A analise dos compostos fendlicos e os parametros de cor dos vinhos nao
demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos com maceracdo de
cascas frescas e liofilizadas frente ao vinho testemunha. Estes resultados comprovam
gque a maceracao prefermentativa com cascas ndo supéem uma variacdo na coloracao
dos vinhos brancos.

Enquanto a analise sensorial, 0 contato com as cascas de uva Moscatel, tanto
frescas como liofilizadas, produziram um moderado incremento nas notas afrutadas
(damasco, péssego) e no aroma fresco, observando-se uma maior contribuicdo ao
aroma floral e as notas citricas. Estes atributos sao principalmente atribuidos aos
compostos terpénicos e aos ésteres etilicos. Na comparacdo entre o0s vinhos
macerados com cascas frescas e liofilizadas, ndo foram encontradas diferencgas, o que
comprova o potencial da liofilizagcdo como técnica de desidratacdo das cascas das
uvas. Os vinhos macerados com cascas liofilizadas foram melhor classificados que os

vinhos macerados com cascas frescas, sendo que ambos obtiveram pontuacdes
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superiores na impressdo global e qualidade do retrogosto, com relacdo ao vinho

controle.

3.3. Potencial enolégico da madeira de castanha como alternativa a madeira de
carvalho tradicional. Estudo da composicdo fendlica, volatil, e sensorial dos
vinhos tintos.

O envelhecimento de um vinho é um processo longo e delicado, destinado a
conferir caracteristicas distintas a um vinho ja elaborado, ao que oferece a
possibilidade de ver melhoradas as suas caracteristicas organolépticas. Esta € uma
pratica tradicionalmente empregada nas zonas produtoras de vinhos de qualidade e
que na atualidade estenderam-se para quase todas as regides vitivinicolas mundiais.

A madeira, concretamente a madeira de carvalho, tem sido o material mais
utilizado para o envelhecimento dos vinhos, visto que incidem sobre ela uma série de
caracteristicas fisico-quimicas particulares que melhoram a qualidade dos vinhos. As
modificagbes na coloracdo, no aroma e nas sensagoes tateis dos vinhos envelhecidos
acontecem principalmente devido a difusdo lenta e continua do oxigénio através dos
poros da madeira e pela passagem ao vinho de compostos préprios da madeira de
carvalho, os quais, sdo diretamente influenciados pela origem geogréfica e pelas
espécies de carvalho utilizadas, pelos processos de secagem e tostado que a madeira
sofreu, bem como pelo tempo de contato do vinho com a barrica, o tamanho das
barricas e pelo nimero de vezes que estas tém sido usadas.

No entanto, o excessivo e exclusivo uso das madeiras de carvalho nos
processos de envelhecimento dos vinhos esta gerando um esgotamento consideravel
dos bosques nas principais zonas produtoras de carvalho com potencial enoldgico, ao
mesmo tempo que provoca uma homogeneidade na oferta atual de vinhos. Por tanto,
a busca de novas alternativas a madeira de carvalho cobra especial interesse.

Nesse sentido, outros tipos de madeira, distintos a madeira de carvalho, como

por exemplo a castanha, a cereja, o freixo e a amora, tem sido consideradas
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ultimamente como possiveis fontes alternativas a madeira de carvalho para o uso nas
tonelarias, com a finalidade de aportar caracteristicas particulares aos vinhos
envelhecidos. Contudo, até o0 momento somente o uso das barricas de madeira de
castanha esta aprovado pelo Cdédigo Internacional de Praticas Enologicas da
Organizacao Internacional da Uva e do Vinho (OENO 4/2005).

No passado, os tonéis de madeira de castanha eram amplamente utilizados
nas regibes mediterrAneas, principalmente com a finalidade de transporte e
armazenamento, devido a sua ampla disponibilidade e baixo custo. Mais tarde, devido
a seu grande contetdo de acido galico e taninos hidrolisaveis, a madeira de castanha
foi amplamente utilizada na industria enolégica como fonte de taninos comerciais, com
a finalidade de proteger os mostos das oxida¢fes ndo desejadas, contribuir a estrutura
do vinho e ajudar na melhoria da coloragéo e adstringéncia dos mesmo.

Os primeiros trabalhos que investigaram o potencial da madeira de castanha
no envelhecimento de bebidas foram feitos utilizando conhaques e destilados
sintéticos, sendo que os resultados mostraram a possibilidade do uso dessa madeira,
devido principalmente as interessantes propriedades sensoriais que essas bebidas
adquiriram, muito similares as obtidas em envelhecimento com madeira de carvalho.

No entanto, até agora, poucos estudios centraram-se nas implicacbes e
interagbes que sdo produzidas entre os compostos dos vinhos e a madeira de
castanha durante o periodo de envelhecimento. Alguns estudos encontrados na
literatura indicam que os vinhos envelhecidos em madeira de castanha sdo mais ricos
em compostos fendlicos, mais tanicos e com melhor intensidade colorante que
aqueles envelhecidos em madeiras de carvalho. Por outro lado, com relacdo as
caracteristicas sensoriais, outros autores demonstraram o potencial enoldégico da
madeira de castanha para o envelhecimento dos vinhos, devido principalmente ao
carater afrutado mais acentuado nestes vinhos, em comparacdo com aqueles

envelhecidos em madeira de carvalho.
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Contudo, estes poucos trabalhos realizados referem-se ao comportamento das
barricas de castanha e a utilizacdo de variedades de uvas minoritarias, procedentes de
regides muito pontuais e concretas. Parametros cruciais no envelhecimento dos
vinhos, tais como o efeito do tostado, o tempo de envelhecimento ou o efeito que o
uso de chips de madeira de castanha pode ter na composicdo do vinho ndo ainda
foram estudados com profundidade.

Portanto, o principal objetivo do nosso estudo foi o de avaliar as aptiddes
enoldgicas da madeira de castanha para o envelhecimento dos vinhos tintos de uma
variedade muito mais internacional, como é o caso da Tempranillo. O contato do vinho
com a madeira foi desenvolvido mediante o uso de barricas e mediante o uso de chips,
procedentes da prépria barrica. Deste modo, buscamos a melhor combinagéo entre a
madeira, a variedade de uva utilizada e o tempo de envelhecimento, com a finalidade
de obter vinhos de qualidade semelhantes aos obtidos no envelhecimento com
madeiras de carvalho, mas com caracteristicas distintas.

Os vinhos da variedade Tempranillo foram envelhecidos em barricas de
madeira de castanha tostadas e ndo tostadas e as avalia¢cdes forma feitas inicialmente
apos trés meses, e posteriormente apds seis meses de contato com a madeira. Em
contrapartida, também foram avaliados os vinhos em contato com os chips de madeira
de castanha, originados a partir da prépria barrica. Para a testemunha, foi utilizado um
vinho Tempranillo sem o contato com a madeira.

Com base na analise quimica dos compostos volateis e na analise sensorial, a
madeira de castanha mostrou ser uma madeira com excelentes propriedades
aromatizantes para 0 desenvolvimento dos processos de envelhecimento. O
tratamento com chips de castanha foi 0 menos avaliado pelo painel de degustadores,
enquanto que os vinhos envelhecidos em barricas de castanha tostadas,
principalmente durante seis meses, foram o0s mais apreciados. No entanto, é

importante levar em conta que um periodo mais longo de envelhecimento poderia
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provocar a presencga de sabores estranhos e problemas de oxidacdo devido a maior
porosidade da madeira de castanha quando comparada com a madeira de carvalho.

Com relacdo aos compostos fendlicos e as caracteristicas cromaticas dos
vinhos, os resultados indicam que o efeito do tostado da madeira ndo teve maior
relevancia. Nao obstante, o efeito do tempo foi um parametro crucial ha composicao
fendlica dos vinhos envelhecidos em barricas de madeira de castanha. Este feito pode
ser atribuido ndo somente a evolucdo e/ou transformacdo lenta dos compostos
fendlicos do vinho, porém também ao processo lento e continuo de micro-oxigenagao
sofrido através dos poros da madeira de castanha durante o periodo de
envelhecimento.

De uma maneira geral, com base nos resultados obtidos através da
composicdo fendlica e arométicas dos vinhos, podemos afirmar que a madeira de
castanha possui aptidées enolégicas para ser utilizada como uma ferramenta

diferenciadora no envelhecimento de vinhos de qualidade.

4. Conclusdes

Os subprodutos de xisto pirobituminoso como alternativa ao uso de fertilizantes
tradicionais na adubacdo de vinhedos brasileiros. Estudo da composi¢éo
polifendlica, aromatica e nitrogenada dos vinhos.

» Em ambos experimentos de adubacdo (com calcario de xisto e calcario
convencional e com as distintas matrizes MBR) foram encontradas poucas
diferencas estatisticamente significativas entre as amostras com distintos
tratamentos, considerando os dados globais de composi¢cdo quimica. Ainda
gque algumas amostras apresentaram pontualmente valores superiores aos do
vinho testemunha, estes resultados ndo se repetiram nas duas safras.

» Nos dois experimentos com adubacéo observou-se um efeito importante do
ano de producdo, constatando que as condi¢cdes climéaticas condicionam

fortemente a composicao quimica das uvas e dos mostos, e por tanto, do vinho
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resultante. No ano de 2010, caracterizado por mais chuvas e
consequentemente menor insolagdo, foram observados os efeitos de uma
menor maturacdo da uva, representada pelos menores conteudos de
compostos fendlicos e compostos volateis (com excecdo dos compostos de
seis atomos de carbono).

» A influéncia dos fatores ligados ao solo e as préticas culturais (manejo, poda e
conducdo, p.ex.) também foram evidenciados através das diferencas
encontradas entre os vinhos dos experimentos de adubacdo com calcario de
xisto y com as matrizes MBR. Tais experimentos foram realizados em vinhedos
distintos, com sistemas de conducado das videiras diferentes, constatando que
os vinhos procedentes dos tratamentos com MBR tiveram maiores
concentragdes de antocianos, volateis maioritarios e aminoacidos que os dos
experimentos com calcario de xisto.

» Podemos concluir que os tratamentos de adubacdo com as novas formulagdes
utilizando os subprodutos do xisto pirobituminoso pode ser utilizadas como
alternativa a adubacao tradicional sem modificar negativamente a composicéo

quimica dos vinhos procedentes das uvas tratadas.

Aproveitamento de subprodutos da vinificagcdo para incrementar a qualidade dos
vinhos brancos obtidos de variedades de uvas neutras.

» Os subprodutos gerados pela industria enoldgica (bagacos), concretamente 0s
da vinificacdo em branco, sdo uma importante fonte de aromas e compostos
fendlicos.

» O importante incremento de compostos furanicos produzido durante a secagem
em estufa dos subprodutos da vinificagédo, junto com a diminuicdo de terpenos
e alcoois e aldeidos de 6 atomos de carbono, p6e em evidéncia o grande

potencial da liofilizagéo para a secagem de ditos subprodutos.
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» A liofilizagdo ndo produziu nenhuma modificagdo nas concentracdes de
compostos fendlicos das cascas provenientes dos bagacos de uva, 0 que
corrobora as vantagens desta técnica na obtencdo de um produto desidratado
de qualidade similar ao original. Isso € de especial interesse no caso dos
bagacos procedentes de uvas tintas, devido a seu alto conteiddo em compostos
fendlicos.

» A utilizacdo das cascas de uva brancas liofilizadas para levar a cabo a
maceragao prefermentativa numa vinificagdo em branco, permite incrementar a
qualidade dos vinhos obtidos, ndo encontrando-se diferengas com 0s vinhos

macerados com cascas frescas.

Potencial enolégico da madeira de castanha como alternativa a madeira de
carvalho tradicional. Estudo da composicdo fendlica, volatil, e sensorial dos
vinhos tintos.

» A madeira de castanha resultou ser uma excelente madeira para executar 0s
processos de envelhecimento ndo somente devido a suas boas propriedades
aromatizantes, sendo também a adequada composic¢éo fendlica.

» A micro-oxigenacao sofrida através dos poros da madeira de castanha € maior
que no caso da madeira de carvalho, o que parece estimular o crescimento
microbioldgico e portanto uma maior producéo de 4-etilguaiacol e 4-etil fenol.
Deste modo, é aconselhado o emprego de madeira de castanha para periodos
de envelhecimento ndo muito longos.

» Os vinhos envelhecidos em barricas de castanha tostada, principalmente
durante seis meses, foram os mais apreciados pelo painel de degustadores.

» Contrariamente, os vinhos envelhecidos mediante o uso de chips de castanha
foram os menos avaliados devido a grande acidez e a notas descritas como

serragem que esses vinhos apresentaram. Além disso, a variabilidade
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encontrada na composi¢ao volatil dois vinhos envelhecidos pelo uso de chips
evidenciou a desvantagem do uso deste métodos na obtencdo de um produto
homogéneo.

» O processo de tostado da madeira de castanha ndo mostrou ser um parametro
crucial na composicdo fendlica dos vinhos, contrariamente ao tempo de
envelhecimento devido a evolugcdo e transformacdo lenta dos compostos

fenolicos.
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1.1. INTRODUCCION
1.1.1. Panorama economico del sector vitivinicola
1.1.1.1. Importancia econdmica mundial del sector vitivinicola

La superficie total de vifiedos cultivados en todo el mundo fue, en el afo 2010,
de aproximadamente 7,2 millones de hectareas, segun datos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO, 2012). Estos vifiedos estan
planteados en el mundo con criterios muy variables, que responden, por una parte, a
las condiciones naturales, pero también han jugado un importante papel los factores
historicos, culturales, industriales, comerciales y principalmente humanos,
potencializando algunas regiones en detrimento de otras.

Actualmente, todos los continentes abrigan areas significativas con cultivo de la
vid. Segun la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OlV, 2010), Europa tiene
la mayor area implantada, con aproximadamente 57,8 % del total global, seguida de
Asia 21,3 %, América 13,0 %, Africa 5,2 % y Oceania 2,7 %.

En la Tabla 1.1 se muestra el panorama viticola mundial, teniendo en cuenta
los paises mas importantes en la produccion de uvas y vinos. De este modo, los
principales paises viticolas son Espafa, Francia e Italia, en el continente europeo,
China en Asia, y Estados Unidos, Argentina y Chile, en el continente americano.

La producciéon total de uvas es muy variable de unos afios a otros como
consecuencia de la influencia de las condiciones climaticas de cultivo. En 2010, fueron
producidas mundialmente cerca de 68,3 millones de toneladas, siendo China el
principal productor, seguida por ltalia, Estados Unidos, Espafa y Francia (FAO, 2012)
(Tabla 1.1).

La importancia econdmica del sector viticola estd bastante relacionada con la
produccion de vino. En 2010, se produjeron mundialmente 262,17 millones de
hectolitros, donde el continente europeo tuvo el 57,6 % del total, principalmente por la
produccion de paises como ltalia, Francia y Espafia (FAO, 2012). En América, los

principales paises productores de vinos son Estados Unidos con 18,7 millones de
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hectolitros, Argentina con 15,5 millones de hectolitros y Chile con 10,6 millones de

hectolitros (FAO, 2012) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Panorama Vvitivinicola mundial de acuerdo con el é&rea cosechada
(hectéreas) y la cantidad de uva (toneladas) y de vino (hectolitros) producidos en el
afio de 2010.

millones de
Paises
hectéareas toneladas de uva hectolitros de vino

Espafa 1,01 6,11 36,10
Francia 0,84 5,84 45,42
Italia 0,82 7,79 45,80
Turquia 0,50 4,25 0,28
China 0,47 8,65 16,57
Estados Unidos 0,40 6,22 22,11
Argentina 0,22 2,62 16,25
Chile 0,19 2,75 9,15

Fuente: FAO — Unesco, 2010.

En general, cada region viticola mundial posee sus propias caracteristicas y
técnicas enolégicas para la elaboracion de determinados productos que mas
representen el terrufio local. Segin Ruiz (2011), la regién occidental de Europa esta
especializada en la produccién exclusiva de vinos, mientras que Asia y algunos paises
musulmanes de Africa, tienen la produccion claramente dirigida para uvas de mesas y
pasas. En Australia y paises sajones de Africa, ocurre como en América, que posee un
desarrollo tecnolégico muy notable, y aunque el vino es la produccion principal, se

alcanzan importantes logros en la produccion de uvas de mesa.

1.1.1.2. Importancia econémica del sector vitivinicola brasilefio

Los primeros registros del cultivo de la vid en Brasil datan del inicio del siglo
XVI, cuando los colonizadores portugueses introdujeron las primeras cepas en el
estado de Séo Paulo (IBRAVIN, 2011). Sin embargo, solo a mediados del siglo XX se
tornd6 una actividad comercial, en las manos de los inmigrantes italianos, que
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difundieron su cultivo principalmente en la region sur del pais (CAMARGO et al.,
2011).

El sector fue estructurado con base en la produccion de vinos de mesa,
originados a partir de uvas de variedades americanas o hibridas. Sin embargo, a partir
de los afios 80 empezaron los cambios en la vitivinicultura brasilefia, motivados por un
mercado interno con potencial para el consumo de vinos de calidad, con patrén
internacional y de mayor valor afiadido (IBRAVIN, 2011). Las inversiones en la
implantaciéon de nuevos vifiedos, compuestos por variedades europeos (Vitis vinifera) y
de nuevas y modernas bodegas, mas tecnificadas y que atendiesen los patrones
internacionales de produccién, fueron los primeros pasos del sector rumbo a la
elaboracion de vinos de calidad (PROTAS, 2003).

No obstante, la vitivinicultura brasilefia aln se encuentra en un grado de
desarrollo inferior al de muchos paises mas participativos en el mercado mundial de
vinos. Eso se debe principalmente al bajo consumo de vinos por la poblacion brasilefia
— cerca de 1,79 litros per cpita/afio (WINE INSTITUTE, 2010) —, que puede ser
explicado por el bajo poder adquisitivo de la poblacién, y también por la falta de
tradicién vinicola en Brasil. Ademas, los vinos nacionales de calidad superior, son
relativamente caros en relacion a los vinos importados (ROSA et al., 2006).

Actualmente, son cultivados en Brasil aproximadamente 83 mil hectareas con
vifiedos (IBGE, 2010), establecidos desde el extremo sur del pais, hasta regiones del
extremo norte, situadas muy préximas de la linea del ecuador (CAMARGO et al.,
2011). La produccion de uvas fue alrededor de 1,3 millones de toneladas en la
vendimia 2010, y la de vino de aproximadamente 3,5 millones de hectolitros en el
mismo afio (FAO, 2012). En virtud de la diversidad ambiental, existen polos con
viticultura caracteristica de regiones templadas, subtropicales y tropicales, donde son
producidas uvas con distintas finalidades (consumo in natura, zumos, vinos, etc.) y de
diversos cultivares (viniferas, americanas e hibridas) ademés de diferentes sistemas

de produccion (conduccién, poda, manejo, etc.) (IBRAVIN, 2010).
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La produccion nacional de derivados de uva, principalmente zumos y vinos es
dependiente de la produccion del estado de Rio Grande do Sul, el mayor productor
nacional. Segun Mello (2010), Rio Grande do Sul produjo aproximadamente 2,2
millones de hectolitros de vino en el afio de 2010, lo que corresponde alrededor de
62% del total de la produccion brasilefia (FAO, 2012). Sin embargo, solo el 11 % del
total son vinos elaborados con uvas Vitis vinifera, los demés, son vinos de mesa,
elaborados con uvas hibridas o americanas.

Otro estado que destaca en la produccion de vinos en Brasil es el estado de
Santa Catarina. Aunque la produccion sea pequefia, comparada a nivel nacional, el
Estado ha evolucionado en la produccion de vinos de calidad, elaborados con uvas
originarias de vifiedos cultivados en regiones de altitud (por encima de los 900
metros), que dan una caracteristica especial a los vinos, muy apreciada por los
consumidores (FALCAO et al., 2007 y 2008). Segun datos del IBGE (2010), el area
cultivada con vifiedos en el estado fue de aproximadamente 5,05 mil hectareas, con
una produccién de 66,21 mil toneladas de uvas y 0,13 millones de hectolitros de vino

(MELO, 2010).

1.1.2. Aspectos agronémicos generales
1.1.2.1. Caracteristicas de la planta de la vid: Importancia del proceso de
fertilizacion y abonado

La vid pertenece a la familia de las Vitaceas la cual comprende diez géneros,
siendo el mas importante el género Vitis, que abarca cerca de 50 especies,
(POMMER, 2003). Entre las especies, Vitis vinifera, originaria de Asia Occidental, es la
més difundida mundialmente y de mayor importancia econdmica, con
aproximadamente diez mil variedades (DOMINGUEZ, 2011).

La vid es una planta de gran rusticidad, con amplia adaptabilidad a la mayor
parte de los terrenos de uso agricola. La cantidad de nutrientes que requiere es

relativamente baja, cuando la comparamos con otros cultivos. Algunos de estos
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nutrientes son suministrados por las reservas almacenadas en las estructuras
permanentes de la vid (tallo y raices), a través de removilizacion, en el inicio del
desborre (BATES et al., 2002). Sin embargo, la mayoria de los nutrientes necesarios
para toda la temporada de crecimiento de la vid, debe ser absorbido por las raices en
forma de iones disueltos en el suelo (KELLER, 2010).

La fertilizacion de los suelos es una de las técnicas viticolas con un gran efecto
en el rendimiento del vifiedo y en la calidad del mosto y del vino. El uso de fertilizantes
por lo general se traduce en aumentos de la produccién, pero la aplicacion excesiva o
desequilibrada puede tener efectos negativos sobre la calidad de las uvas (DELGADO
et al., 2004).

Para garantizar la nutricibn de los vifiedos y asegurar sus rendimientos en
cantidad y calidad se suelen emplear fertilizantes minerales. Las exigencias de
sostenibilidad econdmica y de produccion con minimos impactos ambientales que
actualmente condicionan la actividad vitivinicola, obligan a que la aplicacion de
fertilizantes minerales se calcule y se aplique con el maximo rigor cientifico y técnico.
Ademas, el estado de los nutrientes minerales de la baya es motivo de preocupacion
no soélo para el viticultor, sino también para el endlogo, porque hay un impacto directo

de la nutricién de la baya en la composicién del mosto y del vino.

1.1.2.2. Efectos de los principales nutrientes en el desarrollo y produccion de la
vid

Entre los elementos considerados esenciales para el crecimiento y desarrollo
de la vid estan los macronutrientes nitrégeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg) y azufre (S), ademas de los micronutrientes molibdeno (Mo), cobre
(Cu), manganeso (Mn), boro (B), zinc (Zn), hierro (Fe), cloro (Cl) y niquel (Ni)
(CHRISTENSEN, 1984).

Dependiendo de la variedad, del portainjerto, y de las condiciones climéticas,

las cantidades de macronutrientes retiradas de un vifiedo por toneladas de uvas
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cosechadas en una vendimia estan en el intervalo de 1,0 — 3,0 kg de nitrégeno, 0,2 —
0,4 kg de fosforo, 1,5 — 4,0 kg de potasio, 0,2 — 1,0 kg de calcio, y 0,05 — 0,2 kg de
magnesio (CONRADIE, 1981; CURRLE et al., 1983; MULLINS et al., 1992;

SCHREINER et al., 2006).

Efecto del nitrégeno

El nitrégeno es uno de los principales nutrientes de las plantas, actuando
principalmente en el estimulo del crecimiento y en la obtenciéon de suficiente area
foliar. Los suministros moderados de nitrdgeno antes de la floracion favorecen la
sintesis de polifenoles de la uva (KELLER & HRAZDINA, 1998). Sin embargo, el
aumento de la capacidad productiva de la planta a menudo se asocia con el aumento
del tamafio de las bayas, por lo que un aumento de la relacion pulpa/piel provoca una
disminucion del contenido de antocianinas y polifenoles en el mosto (SPAYD et al.,
1994).

El efecto estimulante del nitrégeno puede compactar las hojas de las vifias, lo
que disminuye la exposicion de los racimos a la luz influyendo en los parametros del
color de las uvas (KELLER & HRAZDINA, 1998). Ademas, los niveles excesivos de
nitrégeno en el suelo retrasan la maturacion, lo que influye negativamente en la
coloracion de las bayas (KLIEWER, 1977; SPAYD et al., 1994; KELLER et al., 1999).

El exceso de nitrégeno también provoca un crecimiento mas vegetativo, que
compite con la translocacion de azucar y acumulo de soélidos solubles totales en los
frutos. También interfiere con las rutas metabdlicas que conducen a la sintesis de
compuestos responsables del aroma en las uvas (BRAVDO & HEPNER, 1987).

Por otro lado, el abonado con nitrégeno en el viledo aumenta el contenido de
compuestos nitrogenados en la uva, principalmente amino&cidos, y por consecuencia,
puede aumentar las concentraciones de aminas biégenas en los vinos (BERTRAND et

al., 1991; BAUZA et al,. 1995).
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Efecto del potasio

El potasio es un elemento esencial para todos los organismos vivos y es de
lejos el catibn mas abundante en las uvas (MPELASOKA, et al., 2003). Las funciones
importantes del potasio en las plantas se pueden agrupar en cuatro funciones
fisioldgicas-bioquimicas, tales como, activacién enziméatica (WALKER et al., 1998);
procesos celulares de transporte de membrana y la translocacion de asimilados
(PATRICK et al, 2001); neutralizacion de aniones, que es esencial en el
mantenimiento del potencial de membrana (LEIGH, 2001); y regulacion osmotica
potencial, que es uno de los mecanismos importantes en el control de las relaciones
hidricas de la planta, del mantenimiento de la turgencia y del crecimiento (DAVIES &
ZHANG, 1991).

La nutricion adecuada de potasio ayuda a aumentar tanto el color como el
contenido polifendlico de las uvas (MOHAMMED et al., 1993; DELGADO et al., 2004).
El potasio estimula la actividad fotosintética y favorece la traslocacion de los azlcares
de la fruta. Esto beneficia indirectamente la sintesis de compuestos fendlicos durante
la maduracion, que esté estrechamente relacionada con la presencia de carbohidratos
en la uva (PIRIE & MULLINS, 1977).

Sin embargo, los niveles excesivos de potasio en las uvas puede tener un
impacto negativo en la calidad del vino, sobre todo porque disminuye el &cido tartarico
libre, que resulta en un aumento del pH del jugo de la uva, y por consecuencia, del
mosto y del vino (MPELASOKA et al., 2003). Mostos y vinos con pH altos, a menudo
son mas susceptibles al deterioro oxidativo y biologico, ademas de poseer baja acidez
y sabores insipidos, lo que se refleja negativamente en el analisis organoléptico
(SOMERS, 1977). Ademas, el grado de ionizacion de las antocianinas, que es el
porcentaje de antocianinas totales presentes en las formas coloreadas, disminuye a

medida que el pH aumenta (SOMERS, 1975).
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Mas alla de disminuir los niveles de &cidos libres, el potasio también se
combina con el 4cido tartarico para formar bitartrato de potasio, que es una sal en gran
medida insoluble. Esta sal precipita durante la vinificacion y almacenamiento, lo que
también ayuda al aumento del pH del vino, potenciando los efectos negativos en el
color, sabor y estabilidad microbioldgica del vino (DAVIES et al., 2006). Por otro lado,
las deficiencias de potasio pueden ser responsables por un aumento de los niveles de
aminas biégenas en las uvas, como es el caso de la putrescina (LANDETE et al.,

2005).

Efecto del fosforo

En lo que se refiere al papel del fésforo en las plantas, el anién fosfato (H,POy,)
es un sustrato importante en el metabolismo energético y en la sintesis de acidos
nucleicos (ADN y ARN) y es constituyente de los fosfolipidos de la membrana celular.
También desempefia un papel importante en la fotosintesis (a través de la
fotofosforilacion), en la respiracion celular y en la regulaciéon de una serie de enzimas
(MAUREL et al., 2008). En la vid, el fésforo participa de la sintesis y composicién de
sustancias organicas como nucleoproteinas y fosfoproteinas, favorece la floracion,
fijacion y calidad de los frutos, contribuyendo en el almacenamiento de sustancias de
reserva en los tejidos (GIOVANNINI & MANFROI, 2009).

En los suelos, el fésforo es el menos disponible de todos los nutrientes
esenciales para el desarrollo de la vid, ya que es extremadamente insoluble, y por lo
tanto, inmovil, debido a su afinidad con cationes, tales como calcio, magnesio y
aluminio (KELLER, 2010). Especialmente en suelos acidos, el fésforo se encuentra en
la forma de H3;PO, siendo el nutriente méas limitante (KOCHIAN et al., 2004). Esta es
una de las razones por las cuales dichos suelos son a menudo mejorados a través de
las técnicas de encalado, o sea, la aplicacion de CaCO; durante la implantacion del

vifiledo. Esta técnica serd discutida posteriormente.
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Un descenso en el nimero y tamafo de las hojas es uno de los primeros
sintomas de deficiencia de fésforo. Los bajos suministros de fésforo limitan la division
celular, restringen la iniciacion foliar en los meristemos de los brotes apicales, y la
expansion y desarrollo de nuevas hojas (CHIERA et al., 2002). Esta reduccién en la
diferenciacion celular, también puede ser responsable de la inhibicién de la iniciacién
de los racimos y de la diferenciacion y crecimiento de los brotes laterales en las vifias
(GARTEL, 1993; GRANT & MATTHEWS, 1996).

El fésforo también interfiere en el potencial hidrico de la planta, de modo que el
suministro de agua a los 6rganos crecientes restringe la expansion celular, lo que a la
vez, limita fuertemente el desarrollo de las hojas (CLARCKSON et al., 2000). Las
deficiencias de fosforo reducen la actividad fotosintética y fraccionamiento de los
asimilados de las hojas mas viejas, por un lado, porque no hay fésforo suficiente para
la sintesis de ATP, y por otro, porque no hay activacion completa (PAUL & FOYER,
2001). Ademaés, deficiencias severas de fosforo pueden hacer que las hojas se queden
con color rojo, debido a la produccion de antocianinas (LILLO et al., 2008). Esta
pigmentacion, probablemente es una reaccion fotoprotectora, resultante de estrés
oxidativo, que se da por el exceso de energia durante el decline de la fotosintesis

(FEILD et al., 2001; HOCH et al., 2003).

Efecto del magnesio

El magnesio juega dos papeles importantes en el crecimiento y desarrollo de la
vid. En primer lugar, es uno de los componentes esenciales de la molécula de clordfila,
siendo vital para la fotosintesis, y en segundo lugar, también activa las enzimas
necesarias para el crecimiento vegetal (MULLINS et al., 1992).

La deficiencia de magnesio es una situacion muy comun de las vides que se
desarrollan en suelos arenosos o muy acidos, donde las altas concentraciones de
iones de aluminio, amonio e hidrogeno tienden también a inhibir su absorcion

(GARTEL, 1993). Por otro lado, altas disponibilidades de calcio y de potasio también
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pueden frenar la absorcibn de magnesio e inducir su deficiencia, debido a la
competencia entre estos cationes en la absorcion de las raices (DELAS & POUGET,
1984).

Al ser un nutriente movil en los tejidos de las plantas y estar involucrado en la
fotosintesis, los primeros sintomas de deficiencia de magnesio se dan por clorosis
intervenal en las hojas mas viejas (CHRISTENSEN & PEACOCK, 2000). Sin embargo,
incluso antes de que los sintomas se hagan visibles, los efectos inhibitorios de la falta
de magnesio conducen a la acumulacion de sacarosa y almidon en las hojas, mientras
que reduce la exportacion de sacarosa y aminoacidos (HERMANS et al., 2006;
CAKMAK & KIRKBY, 2008). La relacion entre el estatus de magnesio y la exportacion
de sacarosa puede también ser la razon de la correlacién negativa observada entre el
contenido de magnesio en el peciolo y el azicar de la bayas (VAN LEEUWEN et al.,
2004).

Del mismo modo que la deficiencia de fosforo, la de magnesio también genera
el estrés oxidativo, donde el azlUcar excedente es utilizado para la produccion de
antocianinas que actian como fotoprotectores, para inhibir el exceso de absorcion de
luz, lo que origina el tipico sintoma de necrosis en las regiones intervenales de las
hojas de las vifias (CURRLE et al., 1983).

Ademas de los perjuicios en el rendimiento y maduracion de las uvas debido a
la disminucion de la exportacion floema/hojas, la disponibilidad insuficiente de
magnesio también ha sido implicada en el desarrollo de un disturbio fisiolégico
denominado “desecamiento de raquis”, (KELLER & KOBLET, 1995). La lesion
probablemente se refleja en la oxidacion de compuestos fendlicos y rapidamente se
extiende a lo largo y alrededor del tallo. El proceso puede anillar el floema, que
efectivamente interrumpe la importacion de asimilados en las bayas distales y
ocasiona necrosis. El efecto del anillado detiene la acumulacién de azucares en las
bayas, mientras que la degradacion del malato continua, lo que puede conducir a mala

calidad de la fruta y la disminucién del tamafio de las bayas (JACKSON & COOMBE,
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1988; KELLER et al.,, 2001). Cultivares como Cabernet Sauvignon, Riesling y
Gewdlrztraminer son particularmente susceptibles al desecamiento de raquis, mientras
gque todas las Pinot y Chardonnay son relativamente tolerantes (CURRLE et al., 1983).
Por otro lado, los tejidos de las raquis afectados son méas vulnerables a la infeccién de
hongos saprofiticos patogénicos como Botritis cinerea, (KELLER, 2010), lo que puede
disminuir la calidad de las uvas y aumentar los costes de produccién del vifiedo, por la
mayor aplicacion de fungicidas.

Efecto del calcio

El calcio es el inico macronutriente que se encuentra en una alta proporcion en
las paredes celulares de las plantas, donde sirve como un agente de refuerzo
(FERGUSON, 1984). Est4 implicado en la produccion de electrones, protones y
oxigeno durante la fotosintesis. Ademas, actia como sefializador intracelular en
respuesta a estrés osmoético, que surge debido a muchos factores ambientales
(PLIETH, 2005). Influencia en la formacion del tubo de polen (DUTTA & ROBINSON,
2004), es importante para el crecimiento apical y también ayuda en la translocacién de
los carbohidratos, favoreciendo la sintesis de azlcares y sustancias aroméaticas
(GIOVANNINI & MANFROI, 2009) y de antocianinas (VITRAC et al., 2000).

La concentracion de calcio en las hojas de la vid es similar o mayor que la de
nitrégeno (GARTEL, 1993). Debido a que el calcio es practicamente inmovil en el
floema, los sintomas de deficiencia aparecen principalmente en las hojas jévenes en
expansion (KELLER, 2010). La deficiencia promueve la desintegracion de la pared y
de la membrana celular, lo que provoca la muerte de las células y puede llevar al
colapso de los tejidos afectados (HIRSCHI, 2004). Esto, puede dar lugar a la necrosis
de las hojas jovenes y a la deshidratacion de los frutos de los racimos (GARTEL,
1993). Ademéas de tener importancia en el crecimiento del tubo polinico, las
deficiencias de calcio también pueden ser perjudiciales para la fecundacion y

fructificacion (KELLER, 2010). Por otro lado, el exceso en el suministro de calcio
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puede retardar la velocidad de maduracion de las uvas, posiblemente por evitar la
degradacién de la pared celular (FERGUSON, 1984).

Naturalmente, la deficiencia de calcio es muy rara y ocurre principalmente en
suelos acidos (pH<5), debido a que el aluminio altamente toxico se hace muy soluble
en estas condiciones, bloqueando la absorcion del calcio (HIRSCHI, 2004; PLIETH,
2005). Suelos con exceso de potasio y/o magnesio también pueden inducir a la

deficiencia de calcio (DELAS & POUGET, 1984).

Efecto del azufre

El azufre es un constituyente esencial de los aminoacidos (cisteina y
metionina), de los lipidos, de metabolitos intermediarios, de compuestos relacionados
con la generacién de energia y transporte de electrones, y de las moléculas
involucradas en la proteccion de los tejidos contra el estrés oxidativo (KOPRIVA,
2006). Los compuestos que contienen azufre son utilizados por las células para
neutralizar las especies reactivas de oxigeno provocadas por factores de estrés
ambientales tales como sequia, frio, calor, alta incidencia de luz y el ataque de hongos
(NOCTOR & FOYER, 1998). Ademas, el azufre regula la produccién y movilizacién de
almidén en respuesta a la luz y al suministro de azucar (KELLER, 2010).

El crecimiento de las plantas depende de la absorcién de azufre del suelo, que
en general es absorbido en forma de sulfato (SO,;) (GROSSMAN & TAKAHASHI,
2001). Los sintomas de su deficiencia incluyen necrosis de las hojas jévenes y retraso
en el crecimiento (SCHACHTMAN & SHIN, 2007). Ademas, por estar involucrado en
los mecanismos de defensa de la vid, las deficiencias de azufre elemental pueden
generar mayor susceptibilidad al ataque de hongos y bacterias patdgenas (COOPER &
WILLIAMS, 2004). La aplicacion de fungicidas a base de azufre, puede tener el
beneficio adicional de mejorar la defensa de la vid y al mismo tiempo mejorar la

deficiencia de azufre (KELLER, 2010).
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1.1.3. Caracteristicas del terrufio brasilefio
1.1.3.1. Problemética y limitaciones de los suelos brasilefios. Necesidad de la
técnica del encalado

En Brasil, la acidez de los suelos y los bajos niveles de fosforo son algunas de
las principales limitaciones edéficas en la produccién de uvas de calidad (MELO,
2006). Los suelos acidos, en general, se manifiestan con toxicidad de aluminio y
manganeso, ademas de deficiencias en la absorcién de calcio y magnesio, lo que
afecta en el desarrollo de las raices y la productividad de las plantas (SILVA et al.,
2010).

De este modo, el encalado de los suelos es una técnica cominmente utilizada
por los viticultores brasilefios. Esta técnica consiste en la aplicacion de formulados
basicos al suelo, tales como enmiendas calcareas, para neutralizar la acidez y mejorar
las caracteristicas quimico-fisicas del suelo (BERNIER & ALFARO, 2006). En general,
los materiales utilizados son principalmente carbonatos, 6xidos, hidroxidos y silicatos
de calcio y/o magnesio (DOSS et al., 1979). La cal agricola o calcita, es el material
mas utilizado, que contiene preferentemente carbonato de calcio (CaCO3z) y que es
obtenida a partir de rocas de caliza dispuestas en la naturaleza (CAMPILLO &
SADSAWKA, 1999).

Segun Bernier & Alfaro (2006), los efectos beneficiosos del encalado, son:

¢ Inhibicién de la toxicidad del aluminio y del manganeso por la reduccién de la
solubilidad de ambos, que son muy toxicos para casi todos los cultivos.

+ Disponibilidad de fdsforo: la aplicacion de cal no produce la liberacién del
fésforo retenido o fijado en el suelo, o de formas insolubles. Sin embargo,
favorece la disponibilidad del fésforo aplicado después del encalado. La cal
bloquea algunos sitios reactivos del complejo coloidal, impidiendo que éstos
atraigan los iones fosfatos que estan en el suelo y los retengan o fijen. De este

modo, queda mas foésforo disponible para ser absorbido por las plantas.
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Fijacion del nitrégeno: por general, la acidez restringe la actividad de la
mayoria de los microorganismos del suelo. El encalado mejora las condiciones
para un adecuado desarrollo de la actividad microbiana. La fijacién bioldgica de
N es uno de los factores que se ve beneficiado por el encalado. Por otro lado, y
de forma paralela, al mejorar la acidez del suelo se favorece toda la actividad
bacteriana responsable por la mineralizacibn de la materia orgénica,
favoreciendo la nitrificacion del N organico y la mineralizacion de formas
organicas de azufre, a formas minerales capaces de ser absorbidas por las
raices de las plantas.

Propiedades fisicas del suelo: el encalado también tiene un efecto beneficioso
sobre algunas propiedades fisicas del suelo, en especial la estructura, debido
al efecto floculante de la cal y de los hidroxidos y éxidos de hierro y aluminio.
Por otro lado, el encalado favorece la poblacion, tamafio y actividad de las
lombrices del suelo, afectando indirectamente la estructura del mismo por el
aumento de los macroporos.

La importancia de conocer con exactitud el abonado que va a ser suministrado

a la vid, cuantificando con precisién el contenido total de nutrientes que estaran

disponibles en el suelo y consecuentemente para la vid, ademas de las funciones

desempefadas por estos nutrientes en la planta, permite entender mejor las

consecuencias del abonado sobre los aspectos fisiol6gicos de la vifia, tales como

reacciones a enfermedades, desarrollo, productividad, calidad de los racimos y de las

uvas y, por consiguiente, calidad de los vinos.

De ese modo, el viticultor necesita informaciones correctas para que la toma de

decisiones sobre su vifiedo esté basada en criterios técnicos dirigidos a optimizar los

beneficios econdmicos y reducir las pérdidas ambientales.
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1.1.3.2. Subproductos naturales como alternativa a los fertilizantes
convencionales: Composicion e importancia del esquisto pirobituminoso

Con el 6 % del volumen mundial, Brasil es hoy el cuarto mayor consumidor de
fertilizantes en el mundo, quedando por detras apenas de paises como China, India y
Estados Unidos (IFA, 2012). En los ultimos afios, hubo un incremento del 20,8 % en el
mercado interno de fertilizantes, llegando a las 28,33 millones de toneladas en el afio
2011. Por otro lado, la produccién nacional no siguié el mismo ritmo, incrementando su
produccién en apenas un 10 %, pasando de 8,88 millones de toneladas en 2008, a
9,86 millones de toneladas en 2011 (ANDA, 2010). Eso indica que el 69 % de los
fertilizantes utilizados actualmente en la agricultura brasilefa provienen de
importaciones, lo que conlleva a una gran dependencia de las mismas para suplir la
demanda interna, generando un mayor coste de produccién y el riesgo de la
inestabilidad del sector.

De esta manera corresponde a la comunidad cientifica, con el aporte de la
investigacion, desarrollar metodologias y técnicas basadas en la recomendacién de
productos nacionales, que se encuentran mas cercanos a las zonas de produccion. Lo
que llevaria a una disminuciéon del coste de produccion, mayor estabilidad de la
cadena productiva y la sustentabilidad del sector. Ademas, existe una demanda en la
agricultura actual por productos alternativos, direccionados a un modelo de produccién
agroecoldgico.

El uso de los subproductos del esquisto pirobituminoso puede ser una
alternativa para la agricultura brasilefia, como sustituto parcial de los abonados
tradicionales, con un enfoque volcado a la produccién integrada y a los formatos
agroecoldgicos, que presenten eficiencia agrondmica, seguridad ambiental, calidad y
seguridad alimentaria.

El esquisto pirobituminoso es una roca originada por un conjunto de
sedimentos paleozoicos formados bajo la influencia del clima seco y caliente,

caracteristico del final del Pérmico (HACHIRRO, 1997). En Brasil, esta ubicado bajo la
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formacion geoldgica Irati que pertenece a la Bacia Sedimentar do Paran& (Figura 1.1)
(HACHIRRO et al., 1993). Son rocas oleiferas que presentan grandes cantidades de
hidrocarburos diseminadas en su medio mineral (FONSECA et al., 1989). Los agentes
de descomposicion transformaron a lo largo de los tiempos la materia organica en un
complejo organico denominado querégeno, que se descompone térmicamente
produciendo un aceite semejante al petroleo (FONSECA, 1983).

Solo Brasil, Australia, China y Estonia son capaces de aprovechar
comercialmente los recursos del esquisto para la obtencién de aceite. En Brasil, el
subgrupo Irati, representa una reserva de aproximadamente 700 millones de barriles
de aceite, nueve millones de gas licuado, 25 mil millones de metros cubicos de gas de

esquisto y 18 millones de toneladas de azufre (PETROBRAS, 2009).

\“h b Bacia do Parana

Sedimentary Rocks
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Figura 1.1. Localizacion de la formacion Irati, en la Bacia do Parana.

Brasil se destaca en este medio por poseer la mas alta tecnologia para la

explotacion de este recurso. El Petrosix® (Figura 1.2), bajo la tutela de la Petrobras, en
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la “Industrializac&o do Xisto” (SIX), ubicada en el municipio de S&o Mateus do Sul, en
el estado de Parana, Brasil, extrae diariamente aproximadamente 7,80 mil toneladas
de esquisto (COSTA et al., 1996).

Los principales productos derivados del esquisto son: aceites combustibles,
gas combustible, gas licuado, nafta y azufre, que corresponden a los mismos
derivados del petroleo extraido de los pozos tradicionales (PETROSIX, 2008). Pero
también son generados una infinidad de subproductos y desechos que pueden ser
aprovechados por los mas diversos segmentos industriales y agricolas. Algunos de
estos desechos econdmicamente aprovechables tras la mineria del esquisto son: la
caliza de esquisto (CE), que ya tiene comprobaba su aplicacién en la agricultura para
correccion de la acidez del suelo; cenizas de esquisto, como materia prima para
produccién de cemento; retorta oleosa, como combustible sélido alternativo al carbén
mineral; finos de esquisto (FE), como abonado alternativo en la agricultura; y el agua
de esquisto (AE), para la produccibn de abonado y defensivos agricolas.

(PETROBRAS, 2009).
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Figura 1.2. Esquema sencillo del procesamiento del Esquisto, PETROSIX®. Elaboracion:
Petrobras, 2010.

Durante el proceso de retirada del esquisto de la mina, la capa de suelo (suelo,
arcilla, roca) es retirada, dejando en exposicién la camada superior de esquisto de seis
metros de espesor, la cual es explorada. Abajo, hay una camada de rocas de nueve
metros de espesor (caliza de esquisto, lulita y limolita) y mas abajo se encuentra una
camada exploratoria inferior de esquisto que presenta espesor de hasta tres metros.

En el proceso de origen de la materia prima “Caliza de Esquisto” (CE), las
lentes 22, 32 y 42 con espesor en el orden de 15 a 20 cm, son rocas carbonatadas,
originadas de material precipitado por agentes quimicos y se sitdan, segun la columna

estratigrafica de esta formacién, inmediatamente debajo de la 12 camada de esquisto.
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Estas lentes, en la cadena de produccion de la mineria del esquisto, son consideradas
como estériles, pues no presentan cantidades adecuadas de aceites. Para la
extraccion de estas lentes es realizada una labra selectiva, con el maximo de un metro
de profundidad. Después, la roca es triturada de acuerdo con el tamafio de los
fragmentos, inicialmente en molino concéntrico, para tamafios entre 5y 10 cm, vy
finalmente en molino a martillo, para tamafios menores que 2 cm. Por ultimo, los
fragmentos son pasados por tamices, para adecuarse su naturaleza a la legislacion.

El esquisto retirado de las camadas superiores e inferiores es llevado hasta la
unidad de procesamiento donde es sometido a una trituracion. Durante este
procedimiento una parte del esquisto se pierde por desplazarse en el interior del
parque industrial, estos son los denominados “Finos de Esquisto” (FE). En el siguiente
paso, el material beneficiado es sometido al proceso de “retorta”, un proceso
registrado por la Petrosix®, que es producido por la pirolisis a 500 °C del querégeno
presente en el esquisto, liberando gas y materia organica que sera la materia prima
para obtencion del aceite de esquisto. Por fin, el proceso de pirolisis descarta el
“Esquisto Retortado” (ER), residuo soélido que representa de 80 % a 90 % de la materia
prima utilizada en el proceso de transformacion térmica del esquisto oleifero (COSTA
et al., 1996). Ademas, otro constituyente del procesamiento del esquisto es el “Agua
de Esquisto” (AE), donde son producidos al dia aproximadamente 300 m®, los cuales
permanecen en el sistema cerrado de la unidad de retorta. La diversidad vy
concentracion de compuestos organicos e inorganicos en su matriz, oriundos de la
vaporizacion de los compuestos organicos y del agua estructural presente en el
esquisto pirobituminoso, presupone un potencial uso de este subproducto liquido como
materia prima para la produccién de fertilizantes foliares.

Considerando el potencial de uso de los subproductos del esquisto en la
agricultura, debido a que ellos contienen casi todos los macro y micro nutrientes
esenciales para el desarrollo de las plantas, numerosas investigaciones han sido

llevadas a cabo, con el objetivo de fomentar el avance en la seguridad alimentaria y
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evaluar los impactos ambientales proporcionados por la utilizacion de estos
subproductos.

En estudios recientes, Messias (2011), informé que el agua de esquisto (AE)
posee potencial para utilizacion como abonado foliar en los cultivos agricolas. Este
autor, utilizé la aplicacion foliar de diferentes dosis de AE en los cultivos de lechuga y
maiz y verificd un incremento en la produccion, ademas de una mejora considerable
en la calidad de ambos productos. Del mismo modo, Pereira & Mello (2002), apuntan
que las aplicaciones foliares de AE aumentaron la produccién de frutos de pimiento,
asi como los contenidos de magnesio y azufre de las hojas. Los mismos autores,
informan también, que las aplicaciones foliares de AE aumentan la productividad del
tomatero en un rango del 60,5 % al 93,8 %, dependiendo de la dosis utilizadas.

Por otro lado, el Esquisto Retortado (ER) tiene en su composicion un
considerable nivel de materia organica (15 %) y un elevado nivel de silicio (52 %),
entre otros elementos, como fésforo, calcio, magnesio y azufre. Por ello, presenta
potencial para ser aplicado en la agricultura (CHAVES & VASCONCELOS, 2006).
Pereira & Vitti (2004), demuestran que la aplicacion de ER aument6 significativamente
los niveles de azufre y silicio en los suelos y en las hojas del tomatero, pero no
verificaron alteraciones en los valores del pH del suelo y tampoco en los niveles de
cationes intercambiables. Sin embargo, observaron un aumento en la disponibilidad de
fésforo. Resultados semejantes a estos fueron encontrados por Chaves &
Vasconcelos (2006), que apuntan que las aplicaciones de ER no modificaron el pH del
suelo, pero incrementaron los niveles de silicio y azufre.

Con la utilizacion de una mezcla de subproductos de esquisto (50 % ER; 25 %
FE y 25 % CE), denominada MBR, en el abonado de la vid, Malagi (2011), verifico una
mayor disponibilidad de fosforo en los suelos de estos vifiedos, posiblemente por la
actuacion del silicio en la desorcién del fésforo ya existente en suelo. Por otro lado, el
mismo autor informa que la matriz MBR puede representar beneficios en el desarrollo

de la vid, por el aumento de la actividad microbiana, actuando en el control de
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organismos fitopatogénicos y en la mayor disponibilidad de nutrientes por la

mineralizacién de la fraccion organica.

1.1.4. Composicion quimica del vino
1.1.4.1. Composicion fendlica del vino
Influencia del abonado en la composicién fendlica de los vinos

Los compuestos fendlicos son componentes importantes de las uvas blancas vy,
en especial, de las uvas tintas. Estos compuestos desarrollan un papel importante en
las propiedades sensoriales de los vinos, incluyendo el color, el sabor y la sensacién
tactil en boca, ademas de funcionar como agentes antioxidantes y, por lo tanto,
asociados a beneficios para la salud humana (KINSELLA et al. 1993).

El color de la uva, obtenido principalmente por las antocianinas presentes en
los hollejos, es una parte importante de su calidad, lo que se refleja directamente en la
calidad de los vinos. En general, es aceptado el hecho de que un aumento del color de
la uva coincide con una mejoria en la estructura fendlica, y suele corresponderse con
mayor intensidad del aroma y una mejora en la calidad del vino (MARAIAS, 2005). El
rendimiento del color durante la fermentacion y la calidad sensorial de los vinos
resultantes son esencialmente dependientes de la composicion fendlica de la uva en el
momento de la vendimia (KELLER et al., 1999).

La sintesis de antocianinas en las uvas es estimulada por la luz UV-vis, asi
como por la disponibilidad de nutrientes y por las bajas temperaturas (HOPKINS,
1995). La concentracién de los compuestos fendlicos (principalmente catequinas y
epicatequinas) en las uvas estan claramente afectados por algunos factores
agroecoldgicos, tales como la variedad de uva; el grado de madurez de los racimos; el
afio de produccién, es decir, las condiciones climaticas afio tras afio; el lugar de
produccion relacionado con el origen geografico de las uvas, la composicion quimica y
fertilidad de los suelos y el terrufio (REVILLA et al., 1997). Esas caracteristicas son

controladas por la gestién del cultivo, como es el control de plagas y enfermedades, el
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manejo del dosel, la limitacion de la produccion por planta, el riego y el manejo del
abonado. Estas practicas son consideradas obras de rutina en la produccion de uvas
de calidad, siendo las que tienen el efecto mas inmediato, capaz de influir en la calidad
del vino: la produccion por planta y el abonado, principalmente de nitrégeno
(BOONTERM et al., 2010).

La fertilizacion de los suelos es una de las técnicas viticolas con gran efecto en
el rendimiento del vifiedo y en la calidad de las uvas, mostos y vinos. Los niveles
excesivos de nitrogeno en los suelos generalmente se asocian con el mayor vigor de
las vifias y con el sombreamento de los racimos, lo que retarda la maduracion de los
frutos y da como resultado bayas menos coloreadas (DELGADO et al., 2004). El
crecimiento mas vegetativo, provocado por el exceso de nitrégeno también compite
con la translocacién de azucar y la acumulacién de pigmentos en las uvas (SPAYD et
al., 1994). Ademas, un aumento en la capacidad productiva de la planta a menudo se
asocia con un aumento del tamafio de las bayas, por lo que un aumento de la relacion
pulpa/piel provoca la dilucién de los antocianos y taninos en el mosto (SPAYD et al.,
1994).

Segun Keller et al., (1999), el aumento del suministro de nitrégeno en vifias de
la variedad Pinot Noir disminuye la concentracién de antocianos en los mostos y vinos
resultantes, ademas de aumentar el pH y reducir la estabilidad del color. Delas et al.,
(1991) reportan una reduccion en las concentraciones de antocianos y taninos y una
disminucion del color de los vinos de la variedad Merlot tras la aplicacion en el vifiedo
de 100 kg de nitrégeno por hectarea. Hilbert et al., (2003) concluyen que el alto
suministro de nitrogeno a la vifias afecta la via metabdlica de antocianinas, por un
lado, retrasando la biosintesis cualitativa y cuantitativa, y por otro, aumentando la
degradacion de estos pigmentos durante las etapas finales de maduracion de la baya.

Por otro lado, algunos estudios dan cuenta de que los niveles adecuados de
nitrégeno podrian mejorar la densidad del color de los mostos por intervenir

directamente en la sintesis de antocianos y de otros fenoles que pueden influir en el
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color a través de los fendmenos de copigmentacion (BOULTON, 2001). Niveles
moderados de nitrégeno favorecen la formacién de flavonoides (KELLER &
HRAZDINA, 1998) y estimulan la actividad de la fenilalanina amonio liasa (PAL), que
estd estrechamente implicada en la sintesis de antocianinas (KATAOKA et al., 1983).
Ademads, algunos autores han informado que las aplicaciones de nitrégeno aumentan
el contenido de compuestos nitrogenados en los mostos (SPAYD et al.,, 2000;
ALVAREZ et al., 2001). Estas sustancias pueden formar complejos de copigmentacion
con las antocianinas, incrementando el color de los mostos y vinos resultantes
(KATAOKA et al., 1983).

No obstante, parece que el impacto del nitrégeno en el color del vino puede ser
dependiente, por lo menos en parte, del estado inicial de nutrientes de la vid. Es de
suponer que el color del vino podria beneficiarse de la aplicacién de nitrégeno si el
estado inicial del mismo en la vid es bajo, tendiendo a una inversién de este efecto si
el estado inicial de nitrégeno en la vid es mediano a alto. Sin embargo, aunque ha
habido muchos avances en el estudio de la composicion fenélica del vino, no se sabe
con certeza si la aplicacion de nitrégeno en la vifia tiene un impacto en la formacion de
taninos en los vinos y en el desarrollo de compuestos que contribuyen para la
estabilidad del color a lo largo de los procesos de crianza (BELL & HENCHKE, 2005).

La nutricibn adecuada de potasio ayuda a aumentar tanto el color como el
contenido de polifenoles en la uva. El potasio estimula la actividad fotosintética y
favorece la translocacion de los azUcares de la fruta. Esto beneficia indirectamente la
sintesis de compuestos fendlicos durante la maduraciéon de las uvas (PIRIE et al.,
1977, MOHAMMED et al., 1993).

Segun Delgado et al., (2004) hay una fuerte interaccion entre la disponibilidad
de nitrogeno y potasio, de forma que un equilibrio entre ambos nutrientes en los
vifledos puede mejorar las caracteristicas fenoldgicas de las bayas de la uva. Ademas,
el grado de polimerizacion de taninos condensados disminuye cuando la relacion N:K

es equilibrada y las cantidades de ambos nutrientes son altas. Estos hallazgos estan
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de acuerdo con los resultados encontrados por Boonterm et al., (2010), que relacionan
los tratamientos con altas tasas de nitrégeno y potasio en vifiedos de la variedad
Cabernet Sauvignon con los mas altos niveles de compuestos polifendlicos en las
uvas. Sin embargo, estos mismos autores no encontraron aumentos significativos en
las concentraciones de antocianos en las bayas. Champagnol, (1984) indica que el
potasio, aunque aumenta la sintesis de azlcares, ésta no va acompafiada de la
sintesis de antocianos, lo que resulta en vendimias desequilibradas.

Por otro lado, la captacion excesiva de potasio por la vid puede afectar la
calidad del vino tinto negativamente por aumentar el pH del mosto y disminuir la acidez
del vino. Altos niveles de pH y baja acidez afectan el equilibrio de antocianinas en
solucién asi como la intensidad del color del mosto (DELGADO et al., 2004). En este
sentido, Morris et al., (1983) informaron que los valores altos del pH en el mosto
producido por niveles excesivos de potasio no afecté el contenido total de antocianinas
en el hollejo, pero ocasiond una reduccién en las coordenadas triestimulo que definen

el color del mosto.

1.1.4.2. Composicién nitrogenada del vino
Influencia del abonado en la composicién de aminoacidos de los vinos

Los aminoacidos estan entre los compuestos nitrogenados mas conocidos y
estudiados del vino y componen, junto con las proteinas y péptidos, del 30 % al 40 %
del nitrégeno total (SOUFLEROS et al, 2003). Estos compuestos sirven como
nutrientes para las levaduras durante la fermentacion alcohdlica y participan del
metabolismo de las bacterias lacticas durante la fermentacion malolactica.

Existe una gran variabilidad en el origen de los aminoacidos libres presentes en
los vinos. Ademas de los que estan presentes en la propia uva y que pueden ser total
o parcialmente metabolizados por las levaduras durante la fermentacion alcohdlica,

estan los que son liberados por las levaduras vivas al final de la fermentacion, o
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proceden de la autolisis de las levaduras muertas o de la degradacion enzimatica de
las proteinas de la uva (BIDAN et al., 1986; SOUFLEROS et al., 2003).

En las uvas, la importacién y transporte de compuestos nitrogenados en las
bayas ocurre, en su mayor parte, después del envero, y la acumulacién puede
continuar a lo largo de la maduracion (RODRIGUEZ-LOVELLE & GAUDILLERE,
2002). La glutamina es el principal compuesto nitrogenado transportado. Las enzimas,
llamadas aminotransferasas, convierten la glutamina de las bayas en otros
amino&cidos, como la arginina y la prolina, que en conjunto, representan del 60 al 70
% del total de aminoacidos de las uvas maduras (BELL & HENSCHKER, 2005; GOES
da SILVA et al., 2005).

Las concentraciones de aminoacidos libres y su perfil en las uvas pueden variar
dependiendo del cultivar, del portainjerto, de la gestion de nutrientes en la vid, del
origen geogréafico del vifiedo y de la vendimia (RODRIGUEZ-LOVELLE &
GAUDILLERE, 2002; BELL & HENSCHKE, 2005). Las préacticas viticolas como la
cantidad y la fecha de aplicacién de fertilizantes nitrogenados en los vifiedos son
importantes factores que determinan la concentracion y composicién en aminoécidos
de las uvas (SPAYD et al., 1994; RODRIGUEZ-LOVELLE & GAUDILLERE, 2002).

Muchos investigadores han puesto de manifiesto aumentos en la concentracion
de varios compuestos nitrogenados en las uvas y en los mostos con la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados en los vifiedos. En este sentido, Bell & Henschke (2005)
apuntan un efecto consistente de la aplicacion de nitrégeno en las vifias con un
aumento de la concentracion de aminoacidos totales en las bayas, basicamente
representados por los niveles de prolina y arginina. Resultados semejantes ya habian
sido encontrados por Spayd et al., (1994), que relacionaron el aumento de la
fertilizacién nitrogenada con un incremento en las concentraciones de prolina y
arginina en los mostos de las uvas. Rodriguez-Lovelle & Gaudillere (2002) indican que

la fertilizacion nitrogenada de vifias de la variedad Cabernet Sauvignon proporcioné
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diferencias significativas en los niveles de arginina, glutamina, alanina e histidina en

las uvas.

Influencia del abonado en la composicién de aminas biégenas de los vinos

Las aminas biégenas son bases organicas de bajo peso molecular que juegan
un papel importante como reguladores de diversos procesos fisiologicos en el
organismo humano. Pueden estar presentes en los productos alimenticios en
concentraciones variables, en general, como resultado de la existencia de procesos
fermentativos o debido a contaminaciones bacterianas (GARCIA-MARINO, 2010). De
esta manera, productos fermentados como la cerveza, el vino y el queso son buenos
ejemplos de alimentos que presentan ciertas cantidades de aminas biégenas.

La evolucién y presencia, tanto cuantitativa como cualitativa, de las aminas
bibgenas en los vinos todavia no estd bien definida y, a veces, los resultados
publicados son contradictorios (DEL PRETE et al., 2009). En la actualidad, la
tendencia es aceptar la existencia de la fermentacién malolactica como uno de los
factores mas importantes que determinan la presencia de estas aminas en los vinos
(GARCIA-MARINO et al., 2010).

En general, las aminas bidégenas son formadas a través de la descarboxilacion
de sus aminoacidos precursores. Esta descarboxilacion es enzimatica y se debe a la
presencia de enzimas descarboxilasas, que estdn asociadas a la accién de las
levaduras y bacterias fermentativas, o a la accién de microorganismos contaminantes
(LONVAUD-FUNEL, 2001). Sin embargo, la presencia del gen que codifica para la
formacion de las descarboxilasas, no garantiza que la enzima vaya a ser funcional y
que habra formacion de aminas bidgenas. Es necesario también, que el ambiente sea
propicio para dicha actividad enzimética. Siendo asi, los parametros enolégicos como
el pH, grado alcohdlico, anhidrido sulfuroso libre y temperatura son los que mas

influyen directamente en esta actividad (SMIT et al., 2008).
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Ademas, algunos autores afirman que las aminas biégenas pueden originarse
en los vinos por otras vias que no son la descarboxilaciéon de los aminoacidos. Del
Prete et al.,, (2009), apuntan que la formacion de algunas aminas puede estar
relacionada con la hidrélisis de amidas derivadas de los &cidos hidroxicinAmicos
procedentes de las uvas, como resultado de la accién de las levaduras y de las
bacterias lacticas. Estas amidas de &cidos hidroxicindmicos pueden acumularse en las
plantas en respuesta a algin estimulo fisiolégico. Sin embargo, no hay estudios
especificos sobre la acumulacion de estas amidas en las uvas (JIN et al., 2003).

La presencia de aminas bidgenas en los vinos ha sido estudiada ampliamente
desde hace 30 afos y, en particular, en los Ultimos afios como consecuencia de la
creciente atencion a la proteccion de la salud de los consumidores (DEL PRETE et al.,
2009). En bajas concentraciones, estos compuestos son esenciales para el
metabolismo normal y funciones fisiologicas de los animales, plantas vy
microorganismos. Sin embargo, estas aminas pueden tener efectos adversos en
concentraciones elevadas y representan un riesgo para la salud humana, en especial,
para aquellas personas mas sensibles (MORENO-ARRIBAS & POLO, 2009).

Las concentraciones de aminas biégenas pueden estar afectadas por factores
viticolas, tales como, el portainjerto, la vendimia y el abonado de las vifias. Los efectos
de la fertilizacién nitrogenada en los vifiedos en las concentraciones de aminas
biégenas en los vinos han sido estudiados por varios autores. Segun Bertrand et al.,
(1991), los niveles de histamina en los vinos procedentes de vifias de la variedad
Merlot, tratadas con dosis excesivas de nitrégeno, presentaran el doble de la
concentracion de histamina que los vinos procedentes de vifias no tratadas. Estos
resultados son explicados por un aumento de hasta 3,8 veces en las concentraciones
de histidina, el aminoacido precursor de la amina biégena histamina, en el vino
originado de las viflas que habian sido sometidas a aplicaciones excesivas de
nitrégeno. El nitrégeno tenia el mismo efecto sobre la concentracién de otras aminas

tales como metilamina, etilamina, tiramina, fenilamina, putrescina y cadaverina.
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Sin embargo, Stockley, (2004) sugiere que los altos niveles de deterioro
microbiano en el vino podrian dar lugar a mayores concentraciones de aminas
biégenas. Bertrand et al., (1991) también presenta el mismo argumento y correlaciona
los altos niveles de aminas con los altos valores de pH de los vinos. Hemos visto
anteriormente que el potasio esta directamente involucrado en la reduccion del pH del
vino, lo que conlleva a una inestabilidad microbiana (MPELASOAKA et al., 2003). Es
por lo tanto posible que, niveles mas altos de fertilizacion de las vifias con potasio,
conlleve indirectamente a una mayor produccién de aminas bidgenas en los vinos. Por
otro lado, Douglas et at., (1990), revelaron que existe una similitud entre los trastornos
generados por la deficiencia de potasio en las vifias con un acumulo mayor de
putrescina en las hojas. Sin embargo, este efecto en las bayas de uva aln no ha sido
comprobado.

No hemos encontrado ningun trabajo que haga referencia a las otras formas de
fertilizaciéon de la vid que no sea la fertilizacion nitrogenada y, en menor medida, la
fertilizacién con potasio. Eso nos indica que en este campo de investigacién se
necesitan mas estudios para que en el futuro podamos comprender mejor los efectos
del abonado de los vifiedos en la composicién aminoacidica de las uvas, mostos y

Vvinos.

1.1.4.3. Composicion volatil y propiedades sensoriales del vino
Influencia del abonado en la composicién volatil y en las caracteristicas
sensoriales de los vinos
El perfil de los compuestos aromaticos en el vino es el resultado de un gran
namero de factores relacionados con las caracteristicas de los vifiedos y con los
tratamientos efectuados durante la produccion de las uvas, asi como de la forma en
gue se lleva a cabo las vinificaciones y las crianzas de los vinos en las bodegas.
Podemos considerar que el aroma de los vinos proviene de cuatro fuentes

principales: (a) compuestos primarios derivados de la uva formados en las células de
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la planta; (b) compuestos secundarios derivados de la uva modificados por el
procesamiento; (c) compuestos de fermentacion formados por las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica y; (d) compuestos relacionados con el envejecimiento que se
forman durante la maduracion del vino (RAPP & VERSINI, 1991).

La fermentacién representa el principal proceso en el desarrollo de los
compuestos activos del aroma, ya que, en comparacion con el vino, el aroma de las
uvas y mostos es relativamente bajo (LAMBRECHTS & PRETORIUS, 2000). La
modificacion de los distintos parametros que intervienen en la fermentacién, como la
cepa de levadura, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes (en especial,
compuestos nitrogenados) para la levadura, pueden tener un impacto importante en la
concentracion de compuestos volatiles en los vinos (REYNOLDS et al.,, 2001). Es
posible identificar tres rutas principales del desarrollo del aroma durante la
fermentacion, algunos compuestos derivados de la uva permanecen intactos
qguimicamente, otros son metabolizados para formar metabolitos activos del aroma, y
los demas se someten a reacciones hidroliticas y biotransformaciones intra o
extracelulares, las cuales modifican sus atributos olfativos u odorantes (BELL &
HENSCHKE, 2005).

La mayoria de estos compuestos volatiles presentes en los vinos son
originados a partir de los azUcares y aminoacidos presentes en el mosto (SWIEGERS
et al., 2005). Durante la fase de crecimiento de la levadura, el metabolismo de los
azucares conduce a la formacién de una variedad de compuestos volatiles, incluyendo
alcoholes superiores, acidos grasos, ésteres, compuestos carbonilicos, compuestos
azufrados y varios acidos organicos, muchos de los cuales contribuyen fuertemente al
perfil sensorial de los vinos (GUTH & SIES, 2002; FRANCIS & NEWTON, 2005;
HOWELL et al., 2005; SMYTH et al., 2005; SWIEGERS & PRETORIUS, 2005). Los
compuestos nitrogenados también contribuyen a la formacion de algunos de estos
compuestos, especialmente alcoholes superiores y ésteres, ademas de regular la

formacion de otros compuestos volatiles, tales como, sulfuro de hidrégeno, tioles,
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mercaptanos y monoterpenos (HENSCHKE & JIRANEK, 1993; RAPP & VERSINI,
1996; ALBERS et al., 1998).

Ademdas de la produccion de metabolitos primarios, la levadura interactia con
los precursores del aroma, compuestos no volatiles y por lo tanto inodoros, de la uva
que tienen una considerable importancia sensorial. Entre estos compuestos se
encuentran los glicoconjugados y los conjugados de cisteina, que tras la hidrdlisis por
las enzimas de la levadura, liberan las agliconas que pueden contribuir fuertemente al
caracter varietal de los vinos (FRANCIS & NEWTON, 2005; SWIEGERS et al., 2005).
Ejemplos de estos precursores del aroma derivados de la uva incluyen los alcoholes y
aldehidos de seis atomos de carbono (1-hexanol, hexanal, cis 3- hexen-1-0l,....), que
provocan aromas herbaceos, y algunos monoterpenos (a-terpineol, linanol, geraniol),
norisoprenoides (B-damascenona) y tioles (ETIEVANT, 1991; COLE & NOBE, 2003;
SWIEGERS & PRETORIUS, 2005).

Por lo tanto, la produccion, liberacion y modificacion de los compuestos del
aroma derivados de las uvas por las levaduras durante la fermentacion, juega un papel
importante en la definicion del perfil aromético del vino (COLE & NOBLE, 2003;
SMYTH et al., 2005). Siendo asi, conocer los factores que regulan la calidad de las
uvas durante la vendimia (clima, tipo se suelo, fuentes de abonado, manejo del dosel,
etc.), juntamente con los constituyentes que influyen en el metabolismo y desarrollo de
las levaduras durante la fermentacion son de extrema importancia en la elaboracién de
vinos de calidad (BELL & HENSCHKE, 2005).

Algunos estudios han demostrado que existe un vinculo entre la concentracion
de monoterpenos total en las uvas y los factores de microclima del dosel, tales como
temperatura y luminosidad (REYNOLDS & WARDLE, 1997; MARAIS et al., 1999;
HUNTER et al., 2004). La aplicacion de nitrégeno en el viiedo aumenta el crecimiento
vegetativo y por lo tanto la densidad del dosel en comparacion con las vifias no
tratadas, lo que conlleva a una menor intensidad de luz (BELL & ROBSON 1999;

MARAIS et al.,, 2001). Segun Marais et al., (1999) una mayor concentracion de
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monoterpenos en las bayas de la uva coincidié con un aumento de la intensidad de luz
en el interior del dosel. Por lo tanto, es concebible que los cambios inducidos por la
adiccién de nitrogeno en el dosel de las vifias puede afectar la concentracion de
monoterpenos en las bayas de las uvas y en los vinos resultantes (BELL &
HENSCHKE, 2005).

Hasta el momento, pocos datos acerca de la influencia de las condiciones de
abonado de los vifledos en los compuestos del aroma y sus precursores estan
disponibles, y las informaciones sobre el efecto del estado nutricional de la vid en el
aroma varietal de los vinos es muy variable (CHONE et al., 2006; ANCIN-
AZPILICUETA et al., 2012).

La mejora del perfil aromético de los vinos se ha intentado mediante el uso de
la fertilizacion nitrogenada del suelo. En este sentido, Linsenmeier et al., (2005)
apuntan que la formacion de los compuestos del aroma dificilmente se ve afectada por
la fertilizacién nitrogenada del suelo y su aumento no mejora automaticamente la
calidad del vino, aunque encontraron cambios en los niveles de 2-feniletanol y metil
butanol. Segin Ough & Bel (1980), el estado nutricional de nitrégeno en la vid puede
tener un efecto en la determinacion de la concentracion de alcoholes superiores, tales
como n-propanol, 2-metil propanol y 3-metil-1-butanol en los vinos. Los niveles mas
bajos de fertilizacibn aumentaron la produccion de 2-metil propanol y 3-metil-1-butanol,
y disminuyeron la produccién de n-propanol. Aplicaciones nitrogenadas por encima de
los 112 Kg ha™ no representan cambios significativos en la concentracion de alcoholes
superiores en los vinos. Resultados semejantes fueron encontrados por Webster et al.,
(1993), donde las concentraciones de 3-metil-1-butanol y 2-feniletanol disminuyeron
con el aumento de la fertilizacion nitrogenada, mientras que las concentraciones de 2-
metil propanol no presentaron cambios. Giorgessi et al., (2001) han encontrado que la
aplicacion de nitrégeno a través del suelo condujo a un aumento en la concentracion
de alcoholes superiores totales, mientras que Ancin-Azpilicueta et al., (2012) apuntan

una disminucién sustancial en la concentracion de alcoholes superiores en los vinos
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originado de uvas tratadas con aplicacion foliar de urea, en comparacion con los vinos
provenientes de uvas no tratadas. Estos mismos autores apuntan que la variabilidad
de los resultados se debe a que la mayoria de los alcoholes superiores se sintetizan a
partir de los azlcares en vez de los compuestos nitrogenados, puesto que se ha
observado que la produccién de alcoholes superiores suele ocurrir después de un alto
consumo de aminoécidos durante la fermentacion.

Las concentraciones de ésteres en los vinos también pueden sufrir
modificaciones de acuerdo con las cantidades de suministro de nitrogeno a las vifas.
Ough & Lee (1981) encontraron que las concentraciones de hexanoato de etilo,
octanoato de etilo y decanoato de etilo se incrementaron con la aplicacion de hasta
224 Kg ha™ de nitrégeno en los vifiedos de la variedad Thompson Seedless. Estos
resultados también fueron encontrados por Webster et al., (1993) utilizando dosis
similares de nitrégeno en al abonado de vifiedos de la variedad blanca Riesling.
Estudios recientes hechos por Ancin-Azpilicueta et al., (2012) corroboran estos
hallazgos, pero con la utilizacién de dosis mucho menores de nitrégeno en el suelo (21
Kg ha™) y en combinacion con la aplicacién de urea foliar en vifiedos de la variedad
tinta espafiola Tempranillo. De una manera general, la concentracién de ésteres en los
vinos aumenta con un aumento de la disponibilidad de nitrégeno en los vifiedos, pero
hay que tener en cuenta el efecto producido por la variedad de la vid, el tipo de suelo,
las condiciones climaticas, el manejo del vifiedo y las practicas culturales, entre otros.
(ANCIN-AZPILICUETA et al., 2012).

La aplicaciéon de nitrdgeno en las vifias también tiene diferentes efectos en las
caracteristicas sensoriales de los vinos. En un estudio con 30 vinos elaborados a partir
de la variedad Zinfandel sometidas a diferentes tratamientos de cultivo, Sinton et al.,
(1978) observaron una fuerte correlacion positiva entre la intensidad del aroma del
vino y el contenido de nitrégeno de los mostos. Del mismo modo, Bell et al., (1979)
encontraron una mayor intensidad de aroma y una mejor calidad global de los vinos

provenientes de uvas Thompson Seedless que habian sido tratadas con nitrégeno, en
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comparacion con los vinos de uvas no tratadas. Goldspink & Frayne (1997) llevaron a
cabo un analisis sensorial descriptivo de vinos de la variedad Sauvighon Blanc que no
habian recibido suministros de nitrégeno, en comparacion con aquellas que recibieron
150 Kg ha™ de nitrégeno. Los resultados apuntaron calificaciones mas bajas, con
notas de “acido oxidado”, “fino”, “dulce”, “acuoso” y “verde”, para aquellos vinos
provenientes de uvas que no recibieron aplicaciones de nitrégeno. En contrapartida,
los vinos provenientes de las uvas tratadas con nitrégeno recibieron las puntuaciones
mas altas y se describieron como “herbacea”, “limpio”, “floral”, y “aromaticos”.

Sin embargo, la aplicacion de nitrdgeno en el vifiedo no siempre tuvo un efecto
positivo sobre las caracteristicas sensoriales de los vinos. Treby et al., (2000)
evaluando los vinos de la variedad Syrah, en dos portainjertos y con dos aplicaciones
de nitrégeno al afio, obtuvieron una reducciéon en la densidad del color y en la
concentracion de glicoconjugados, lo que se refleja en una menor calidad global de los
vinos.

En resumen, la aplicacion de nitrdgeno en las vifias, desde una perspectiva
sensorial, puede tener un impacto en la calidad del vino en algunas situaciones. Sin
embargo, no es sorprendente que la tendencia comun es dificil de establecer, ya que
el estado de nitrégeno en las vifias y en los mostos de las uvas varia en cada estudio y
hay diferencias en las técnicas de vinificacion empleadas, sobre todo entre los vinos
tintos y blancos. Por lo tanto, la aplicaciéon de nitrégeno en la vifia provoca una gran
variabilidad de efectos que pueden interactuar, dando lugar a diferencias sensoriales
entre los vinos de las vifias tratadas y los de las vifias no tratadas con nitrégeno. Por
otra parte, la eleccion de la ubicacién del vifiedo, sobre todo en lo que se refiere al tipo
de suelo y el nivel de abonado, la cantidad y el patron de agua disponible, entre otros,

son susceptibles de producir resultados variables.
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1.2. MATERIAL Y METODOS
1.2.1. Vifiedos

Los vifiedos utilizados en nuestro estudio son compuestos por la variedad
Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.), con ocho afios de edad, injertadas en
portainjerto Paulsen 1113 (Vitis berlandieri x Vitis rupestris), y ubicados en la estacion
experimental de la “Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural do Estado
de Santa Catarina”— EPAGRI, en el municipio de Videira — Santa Catarina, Brasil, bajo

las coordenadas 27° 02’ 04” latitud sur y 51° 08’ 05” longitud oeste (Figura 1.3).

(
©12012MapLinkiTele Atlas

Image ©/2012Geokye (:\1()3](‘ earth

Fecha de las imagenes: 10/13/2009 & | 2006 27°02'03.54"S 51°08'04.94" O elev. 835m Alt.ojo  1.12km

Figura 1.3. Ubicacién de los vifiedos en el campo experimental de la EPAGRI, donde fueron

instalados los experimentos.

El clima, segun la clasificacion de Kodppen-Geiger es del tipo Cfb — Clima
Templado/Mesotermal con verano suave. Las temperaturas medianas se sitlan entre
16 y 18 °C y la precipitacion pluvial media anual alrededor de los 1800 mm (Figura

1.4), segun datos de la estacion meteorologica del propio centro de investigacion.
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Figura 1.4. Temperaturas maximas y minimas y la precipitacion pluvial durante el ciclo
productivo de las vifias en las vendimias de 2009/2010 y 2010/2011.

El suelo fue clasificado como Nitossolo Vermelho Distréfico, por el sistema
brasilefio de clasificacion de suelos (EMBRAPA, 1999). Esta taxonomia equivale, en la
clasificacidon internacional a los suelos tipo Rhodic Paleudult y Humic Kandiudox por la
Soil Taxonomy (USA, 1996), o como Rhodic Nitosol y Haplic Lixisol por la
FAO/Unesco.

Los experimentos fueron instalados en dos vifiedos que se distinguen

exclusivamente por la forma de conduccién de las plantas, aqui descritos como vifiedo
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| y vifiedo Il. El vifiedo | esta dispuesto en un sistema de conduccién tipo Pérgola
(Figura 1.5). Las plantas estan dispuestas en espaciamiento de 1,5 x 3,0 metros, entre
plantas y entre lineas, respectivamente, totalizando 2.222 plantas por hectarea, donde
fueron implantados los experimentos con Caliza de Esquisto (CE) y Caliza
Convencional (CC).

El vifiedo Il esta conducido bajo el sistema de conduccién denominado
“Manjedoura” (en forma de “Y”) y bajo cobertura plastica, con el mismo espaciamiento
y nameros de plantas que el vifiedo anterior (Figura 1.5). Este sistema de conduccion
es muy parecido con el sistema tradicional conocido como Lira, pero fue modificado y
adaptado para la implantacién de la cobertura plastica. La cobertura plastica es
fundamental para la obtencién de racimos de mejor calidad en estas regiones de
cultivo, debido a las malas condiciones climéticas, como por ejemplo, la alta incidencia
de lluvias durante la maduracion de las uvas. En este vifiedo fueron instalados los

experimentos con Finos de Esquisto (FE) y Caliza de Esquisto (CE).

1.2.2. Fuentes alternativas de abonados

Los Finos de Esquisto (FE) constituyen uno de los subproductos de la
industrializacién del esquisto pirobituminoso, por el medio del proceso Petrosix®
(Figura 1.2), desarrollado por la Petrobras en el municipio de Sdo Mateus do Sul,
Parand, Brasil. El licenciamiento ambiental de los Finos de Esquisto constituye una
etapa importante para el uso ambientalmente seguro de estos materiales en las areas
experimentales y para el proceso de registro de formulaciones de fertilizantes junto al
“Ministério Brasileiro da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento” (MAPA). Aunque, la
riqueza en la diversidad de la composicion quimica de estos materiales sea un
diferencial positivo en comparacion con otras materias-primas utilizadas en las
formulaciones de fertilizantes convencionales, especialmente por la presencia de gran
namero de micronutrientes de interés para la nutricion de plantas, su baja

concentracion en macronutrientes presupone, en primer lugar, cuestiones técnicas de
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formulaciones, y en segundo lugar, por exigencias legales del MAPA, la adiccion de
algunos macronutrientes, llevando en cuenta las exigencias de las culturas utilizadas,

bien como de la fertilidad de los suelos.

Figura 1.5. Vifiedos utilizados para los tratamientos con distintos tipos de abonado.

Vifiedo I: Pérgola; Vifiedo II: Manjedoura.

En este sentido, han sido estudiadas distintas formulaciones con los diversos

subproductos de la mineria del esquisto. La Caliza de Esquisto (CE), aunque no sufra
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cualquier tipo de procesamiento fisico en el proceso Petrosix® (Figura 1.2), constituye
uno de los subproductos asociados a la industrializacion del esquisto. Por su
diversidad y cantidad de algunos elementos quimicos presentes en su composicion y
por sus caracteristicas fisico-quimicas, puede ser una potencial fuente de nutrientes
para las plantas, ademas de constituir la materia prima para la formulacion de
abonados sdlidos para el uso en sistemas de produccion convencional y/o de base
agroecoldgica. Adicionalmente, la caliza de esquisto posee potencial para la
correccion de la acidez del suelo, debido principalmente a la presencia de 6xidos de
calcio y magnesio.

En nuestro experimento implantado en el vifiedo |, fue evaluado el potencial de
la Caliza de Esquisto (CE) como neutralizador de la acidez del suelo, utilizado solo, o
en combinaciones con las Calizas Convencionales (CC). Las dosis utilizadas fueron
establecidas llevando en cuenta la recomendacion de encalado, basada en los analisis
previos de las muestras de suelos de los vifiedos. El disefio experimental fue
completamente al azar, con seis tratamientos, compuestos por las distintas dosis de
caliza de esquisto y caliza convencional, conforme descritos a seguir: T1 — 0 + 0 Kg
ha de CE + CC; T2 — 1000 + 3000 Kg ha™ de CE + CC; T3 — 2000 + 2000 Kg ha™ de
CE + CC; T4 — 3000 + 1000 Kg ha™ de CE + CC; T5 — 4000 + 0 Kg ha™ de CE + CC;
T6 — 0 + 4000 Kg ha™ de CE + CC.

Otros tipos de formulaciones son llamadas de Matrices MBR. En uno de
nuestros experimentos, implantado en el vifiedo I, fueron evaluados diferentes dosis
de Finos de Esquisto (FE) en combinacion con diferentes dosis de Caliza de Esquisto
(CE). EIl diseiio experimental fue completamente al azar, con seis tratamientos,
conforme descritos a continuacion: T1 — 0 + 0 Kg ha™ de FE + CE; T2 — 120 + 120 Kg
ha™ de FE +CE; T3 — 1680 + 120 Kg ha™ de FE + CE; T4 — 120 + 1680 Kg ha™ de FE
+ CE; T5 — 1680 + 1680 Kg ha™ de FE + CE; T6 — 900 + 900 Kg ha™ de FE + CE.

Para cada tratamiento, de los dos experimentos descritos anteriormente, fueron

utilizadas 15 plantas, totalizando un area de 45 m? por parcela.
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1.2.3. Vinificaciones

Los vinos fueron elaborados en las vendimias 2010 y 2011, en la bodega
experimental del centro de investigacion — EPAGRI. Las vinificaciones fueron llevadas
a cabo en depdésitos de polipropileno con capacidad para 50 L y con control de
temperatura. La vendimia fue despalillada, estrujada y adicionada de SO, a razén de
100 mg Kg™ en forma de K,S,0; (50 % de rendimiento en SO,).

El inoculo utilizado para llevar a cabo la fermentacién alcohdlica fue una cepa
de levadura seleccionada Saccharomyces cerevisiae. La fermentacion se realizé a
temperatura controlada de 22 °C. Los mostos fueron chaptalizados con adicién de
sacarosa para correccion del grado alcohdlico a la razén de 15 g L™. Los remontados
se realizaron diariamente mediante la técnica del delestage. El seguimiento de la
fermentacion se realizd por medidas diarias de densidad de los mostos.

Terminada la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron inoculados con
bacterias lacticas Oenococcus oeni para inducir la fermentacion malolactica. El
rendimiento de la fermentacion fue controlado a través del analisis de cromatografia en
papel. Tras completar la fermentacién malolactica los vinos fueron trasegados y
llevados a camara fria con temperatura de 4 °C para la estabilizacion fisica y
clarificacién, donde permanecieron alrededor de 30 dias. Después de la
estabilizacién/clarificacion, los vinos fueron trasegados otra vez, corregidos los niveles
de SO, libre, embotellados y almacenados en ambiente con temperatura y luminosidad

controladas, donde quedaron hasta que se efectuaron los analisis.

1.2.4. Analisis convencionales de los vinos

Se estudiaron los siguientes parametros enolégicos convencionales en los
vinos: pH, acidez total, acidez volatil, SO, libre, SO, total y grado alcohdlico. Las
determinaciones se basaron en los métodos oficiales de la Oficina Internacional de la
Vifia y el Vino (OIV), qué basicamente han sido adoptados por el Ministerio Espafiol de

Agricultura, Pesca y Alimentacion y por la Unién Europea.
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La medida de pH en los vinos fue obtenida con un pH-metro Crisol modelo
2001, previamente calibrado con soluciones tampén de pH 7,02 y 4,00,
respectivamente.

La acidez total es la medida de la concentracion de protones del medio
mediante volumetria de neutralizaciéon con NaOH 0,1 N hasta pH=7, monitorizando el
punto de equivalencia con un pH-metro Crisol modelo 2001. Los resultados se
expresan en g de &cido tartarico por L de muestra.

La determinacion de la acidez volatil se realizé mediante la separacion de los
acidos volatiles por arrastre de vapor de agua, evitando la presencia de gas carboénico
en el destilado, y posterior valoracion del destilado con Na OH 0,1 N, empleando
fenolftaleina como indicador. La acidez de los anhidridos sulfurosos libres y
combinados arrastrados con el destilado debe ser restada para lo cual se sigui6 la
norma de JAULMES, en la que se considera como completa la influencia del sulfuroso
libre y sélo la mitad del combinado.

El grado alcohdlico se analiz6 segun el método aerométrico de medida de la
densidad del destilado hidroalcohdlico procedente de alicuotas de 200 mL de vino
previamente neutralizado. El grado alcohdlico se expresa como % de etanol (v/v).

Para el andlisis del SO, libre y total se utilizé el aparato ENO 20, el cual mide
ambos parametros de forma automatica. Para el andlisis del sulfuroso libre se
introdujeron en un matraz 20 mL de vino al cual se le afiadieron 2 mL de H,SO, a 1/3
(la valoracion debe realizarse en medio acido) y se accioné el aparato. Para el analisis
de sulfuroso total se adicionaron 2 mL de sosa 5 N (este reactivo libera el sulfuroso
ligado) a 20 mL de vino y se esperaron 5 minutos para posteriormente afiadir 4 mL de
H,SO, a 1/3 (para neutralizar y dejar el medio &cido para la valoracion) y realizar su

medida en el aparato.
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1.2.5. Determinacién del nitrégeno total

El nitr6geno total se determind por el método Kjeldhal. La digestién de la
muestra se realizé en un digestor Bichi 426 con acido sulfirico concentrado, y
pastillas de sulfato de potasio y sulfato de cobre como catalizador, para transformar
todo el nitrégeno presente en las muestras en amonio (NH4"). La muestra digerida se
puso en medio alcalino y se destil6 en un aparato destilador Blichi 316, recogiendo
sobre HCI 0,1 N el amoniaco desprendido, y valorando posteriormente el exceso de
HCl con Na OH 0,1 N hasta viraje del indicador rojo de metilo. El resultado se expresa

como mg de nitrdgeno por litro de muestra.

1.2.6. Analisis de los compuestos volatiles mayoritarios

El andlisis de los compuestos volatiles mayoritarios fue realizado por inyeccion
directa de 1,5 mL de vino adicionado de 0,90 puL de 2-pentanol (1 g L™ en etanol
absoluto) como patrén interno. Los compuestos fueron analizados en un cromatografo
de gases Hewlett-Packard modelo 5890N equipado con un detector de ionizacion de
llama y una columna capilar CP-Wax 57 (50 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 pum de espesor de
fase estacionaria). Las temperaturas del inyector y del detector fueron 250 y 280 °C,
respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 1 L y el gas portador fue He a un
flujo de 0,7 mL min™.

La temperatura del horno fue programada de la siguiente forma: 40 °C (5 min)-
4 °C min® — 120 °C (10 min). La cuantificacién de los compuestos fue realizada
utilizando rectas de calibrado calculadas a partir de distintas diluciones de una

disolucién madre de vino sintético segun las Tablas 1.2y 1.3.
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Tabla 1.2. Concentracion de los compuestos de la disolucibn madre utilizada para
calcular las rectas de calibrado de los compuestos volatiles mayoritarios de los vinos.

Compuesto

Concentracion (g L™

Acetaldehido
Acetato de etilo
Metanol
1-Propanol
Isobutanol
2-metil-1-butanol

3-metil-1-butanol

3,09
4,50
2,37
2,40
2,40
2,46
8,10

Tabla 1.3. Rectas de calibrado calculadas a partir de diluciones de la disolucion madre
patron de compuestos volatiles mayoritarios.

Compuesto

Ecuacién de la recta

Acetaldehido
Acetato de etilo
Metanol
1-propanol
Isobutanol
2-metil-1-butanol

3-metil-1-butanol

y=050x
y=0,72x
y=0,62x
y=1,10x
y=1,29x
y=1,17x
y=1,27x

0,993
0,998
0,999
0,997
0,998
0,999
0,999

1.2.7. Analisis de los compuestos volatiles minoritarios

Los compuestos volatiles minoritarios fueron aislados mediante la técnica de

extraccion en fase soélida (SPE). Un alicuota de 100 mL de vino junto con 40 pL de 4-

nonanol de concentracién 1 g L™ en etanol absoluto, utilizado como patrén interno,

fueron fraccionados en cartuchos de estireno divinilbenceno Licrolut EN Merck de 0,5

g de fase, previamente acondicionados con 10 mL de una mezcla de agua/etanol (10

% viv).
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La elucién de las muestras a través de los cartuchos se realizé a un flujo de 2
mL min™. Tras la adicién de las muestras se pasaron 50 mL de agua Milli-Q para
eliminar los compuestos hidrofilicos. Finalmente, los compuestos volatiles fueron
eluidos con 10 mL de diclorometano. Los extractos organicos fueron concentrados
bajo flujo de nitrégeno hasta un volumen final de 200 pL.

Para el analisis cromatografico se utilizO un cromatégrafo de gases modelo
6890N acoplado a un detector de masas modelo 5973 inert, ambos de la marca
Agilent Technologies y equipado con una columna capilar BP-21 (60 m x 0,25 mm d.i.;
0,25 um de espesor de fase estacionaria). La inyeccion de los compuestos fue de 1 uL
y se realizé en modo splitless (0,5 min). Las temperaturas del inyector y de la linea de
transferencia fueron 250 y 280 °C, respectivamente. El programa de temperaturas del
horno fue: 70 °C (5 min) - 1 °C min™* - 95 °C (10 min) — 2 °C min™* — 200 °C (40 min).
Como gas portador se utilizé He a un flujo de 1 mL min™.

La ionizacién de los compuestos se realizé6 en modo de impacto electrénico (IE)
a 70 eV. La temperatura de la fuente fue de 178 °C, la velocidad de barrido fue de 1
scan seg™ y el rango de adquisicion de masas fue de 40 a 450 amu.

La identificacién se bas6 en la comparacién de los tiempos de retencién y el
espectro de masas con las previstas en los patrones auténticos y por las librerias
NBS75 K y Wiley A. Los factores de respuesta de cada compuesto volatil se calcularon
mediante la inyeccién de un patron comercial. Para los compuestos de los cuales no
se disponia de patrones comerciales, se utilizaron los factores de respuesta de

compuestos con estructuras quimicas similares.

1.2.8. Analisis de aminoacidos, aminas bidégenas y del ion amonio
El andlisis de los aminoéacidos y aminas bidgenas fue llevada a cabo segun la
metodologia descrita por GOmez-Alonso et al., (2007), que esta basada en la

separacion por HPLC en columna de fase reversa y deteccion por UV-vis de las
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aminoenonas formadas por la reaccidén entre las aminas biégenas, aminoacidos y el
ion amonio con el agente derivatizante etoximetilenmalonato de dietilo (EMMDE).

Las muestras de vinos fueron previamente derivatizadas utilizando un tubo de
ensayo de tapdn roscado, donde se mezclaron 700 pL de tampoén borato 1 M (pH = 9),
750 pL de metanol, 400 uL de muestra sin ningun tratamiento previo, 30 pL de patrén
interno (acido L-2-aminoadipico, 1 g L") y 12 uL de EMMDE. La reacci6n de
derivatizacion se desarroll6 durante 30 minutos en bafio de ultrasonidos.
Posteriormente, las muestras fueron calentadas durante dos horas a 80 °C para la
completa degradacion del exceso de EMMDE vy sus productos secundarios de
reacciéon. Finalmente, las muestras fueron filtradas con filtros de nylon de 0,45 um de
tamafio de poro e inyectadas en el cromatografo.

Los analisis se llevaron a cabo en un cromatografo HPLC, marca Agilent
modelo 1200, equipado con una bomba binaria (G1312A), un detector de fotodiodo
alineados - DAD (G1315D), un inyector automatico (G1329A) y un horno de columna
(G1316A), y acoplado a una estacion de procesamiento de datos Agilent ChemStation
(version B.04.01). La separacion cromatografica se desarrollé6 en una columna ACE 5
C18-HL (250 mm x 4,6 mm; 5,0 um) termostatizada a 16 °C, utilizando el gradiente
binario que se muestra en la Tabla 1.4. Como fase movil se utilizaron los siguientes
eluyentes; Eluyente A: tampon borato 25 mM pH = 5,8 con 0,02 % de azida de sodio;
Eluyente B: mezcla 80:20 de acetonitrilo/metanol, a un flujo de 0,9 mL min™. El
detector DAD barri6 el intervalo de longitudes de ondas comprendido entre 240 y 400
nm. La cuantificaciébn se realiz6 a tres longitudes de onda diferentes: 269 nm (ion
amonio), 300 nm (asparagina, serina y hidroxiprolina) y 280 nm (resto de aminoacidos
y aminas bidgenas).

Los compuestos de interés se identificaron por comparacion de los tiempos de
retencién y las caracteristicas espectrales de los picos con la de las sustancias

patrones correspondientes. Para la cuantificacion, fue utilizado el método del patrén
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interno, tras haber preparado rectas de calibrado de cada uno de los compuestos

frente al patrén interno.

Tabla 1.4. Gradiente de fase mévil durante el andlisis de derivados aminoenonas.

Tempo (min) 0,0 20,0 30,5 33,5 65,0 73,0 78,0 82,0 85,0

Eluyente A (%) 90 90 83 83 60 28 18 0 0

Eluyente B (%) 10 10 17 17 40 72 82 100 100

1.2.9. Analisis de los compuestos fendlicos
1.2.9.1. Preparacion de las muestras de vino para el andlisis de los compuestos
fenolicos no antocianicos

Los pigmentos antocianicos presentes en las muestras de vinos suelen causar
interferencias en la separacion cromatogréafica y en la identificacion de compuestos
fendlicos no antocianicos. La eliminacion casi completa de los pigmentos antocianicos
se llevo a cabo por medio de extraccion en fase soélida (SPE), mediante la utilizacion
de cartuchos Oasis® MCX de 6 cm® de capacidad y rellenos con 500 mg de material
absorbente de fase inversa e intercambio catidnico. Estos cartuchos permiten asi la
eluciéon de los flavonoles, acidos hidroxicindmicos y estilbenos, mientras que los
antocianos quedan retenidos.

El procedimiento de preparacién de la muestra fue adaptado a partir del
método desarrollado por Castillo-Mufioz et al., (2007), que permite la reutilizacién de
los cartuchos MCX Oasis, y consta de los siguientes pasos:

a) Acondicionamiento de los cartuchos: una alicuota de 5 mL de metanol fue

pasada a través del cartucho con el fin de arrastrar los compuestos de polaridad
intermedia que pudieran estar contaminando el relleno. Posteriormente, se lavo con 5

mL de agua Milli-Q.
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b) Carga de la muestra: una muestra de 3 mL de vino fue diluida con 3 mL de

HCI 0,1 N. En condiciones &cidas las antocianinas estan presentes como iones flavilio,
por lo que pueden ser retenidas por intercambio idnico cuando pasan a través de los
cartuchos. En este paso, el flujo es controlado, lento y constante, para garantizar la
retencion de todos los compuestos fendlicos, que tienen polaridad intermedia. Los
antocianos quedaron retenidos ademdas por intercambio ionico debido a las
propiedades del material de los cartuchos. Posteriormente, se llevo a cabo un lavado
con 5 mL de HCI 0,1 N y 5 mL de agua Milli-Q.

c) Extraccién: la fraccion de los flavonoles fue eluida de los cartuchos con 3 x 5
mL de metanol. Esta fraccion también contiene otros polifenoles neutros o acidos
(flavan-3-ol o taninos y derivados de &acidos hidroxicinamicos, respectivamente). El
eluato se secé en rotavapor a 40 °C y fue redisuelto en 3 mL de metanol al 25 % para
su inyeccioén en el sistema de HPLC.

d) Regeneracién de los cartuchos: los antocianos fijados en la membrana

fueron removidos utilizando 3 x 5 mL de amoniaco al 2 % en metanol al 55 %, seguido
por 5 mL de amoniaco al 2 % en metanol al 80 %, y el material cationico fue

regenerado con 3 x 5 mL de HCI al 2 % en metanol al 80 %.

1.2.9.2. Determinacion de la composicion fenélica de los vinos por HPLC-DAD-
ESI-MS"

La identificacién, separacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se
logr6 mediante el analisis por cromatografia liquida de alta resolucién utilizando un
cromatégrafo HPLC modelo Agilent 1100, equipado con un detector de fotodiodos
alineados - DAD (G1315B) y acoplado a un espectrometro de masas con trampa
ibnica (G2445C) VL con sistema de ionizacion por electroespray (ESI-MS"). Los datos
de los espectros fueron procesados a través del software Agilent ChemStation

(B.01.03) y el programa del Tap Agilent LC/MS version 5.3.
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Para la fase estacionaria se utilizé una columna cromatogréfica de fase inversa
Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, de 250 mm de longitud x 4,6 mm de didmetro
interno, con 5 uym de tamafio de particula. Para el analisis de los antocianos y
piranoantocianos en la vendimia 2010/2011, fue utilizada una columna Rapid
Resolution Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, de 150 mm de longitud x 2,6 mm de
diametro interno, con 3,5 uym de tamafio de particula. Ambas columnas fueron
termostatizada a 40 °C.

La condiciones cromatogréficas para el andlisis de los antocianos y
piranoantocianos fueron adaptadas del método de la OIV para el analisis de
antocianos. Las muestras de vino fueron filtradas a través de filtros de membrana de
poliéster con tamafio de poro de 0,20 um e inyectadas por duplicado, directamente en
el cromatégrafo.

En la fase movil, fueron utilizados los eluyentes descritos a continuacién, con
gradiente conforme se muestra en la Tabla 1.5:

Eluyente A: 3 % de acetonitrilo + 87 % de agua Milli-Q + 10 % de &cido férmico.
Eluyente B: 50 % de acetonitrilo + 40 % de agua Milli-Q + 10 % de &cido férmico.

Cada eluyente se desgasificé por ultrasonidos durante 5 minutos, con el fin de
eliminar posibles burbujas que pudieran interferir en el proceso cromatografico. No
obstante, el equipo de HPLC dispone de una camara de desgasificacion previa a la
bomba de flujo.

El volumen de inyeccion fue de 50 pL (10 uL en el caso de usar la columna
Rapid Resolution) y el rango de longitudes de onda para la deteccién fue de 200-600
nm.

La cuantificacion de los antocianos se realiz6 usando los cromatogramas
obtenidos por el detector DAD a 520 nm de longitud de onda y empleando la recta de
calibrado de la malvidina-3-glucésido. En el caso de los piranoantocianos, la

cuantificacion se realizé usando los cromatogramas obtenidos a 510 nm de longitud de
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onda y empleando las rectas de calibrado de la Vitisina A y el 10-dihidroxifenil-

piranomalvidin-3-glucésido o Pinotina A.

Tabla 1.5. Gradiente de elucién utilizado en el método de andlisis de antocianos y
piranoantocianos.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B Flujo (mL/min)*
0 94,0 6,0 0,63
15,00 70,0 30,0 0,63
30,00 50,0 50,0 0,63
35,00 40,0 60,0 0,63
38,00 40,0 60,0 0,63
46,00 94,0 6,0 0,63

* Flujo de 0,19 mL.min™" en el caso de la columna Rapid Resolution.

En algunos casos, para la identificacion se utiliz6 el detector de espectrometria
de masas con ionizacién por electroespray en modo positivo y con analizador de
masas multidimensional de trampa iénica (ESI-MS"). El nitrégeno fue utilizado como
gas nebulizador y de secado. La adquisicion de datos se realiz6 con el modo SCAN,
entre 100 y 1200 m/z, con los siguientes parametros: flujo de N, = 11 mL min™’; T2 de
secado = 350 °C; presion del nebulizador = 65 psi; voltaje del capilar = - 2500 V;
voltaje a la salida del capilar = 70 V; Skimmer 1 = 20 V; Skimmer 2 =6 V.

Para el analisis de los compuestos fendlicos no antocianicos, se usé la misma
columna cromatogréafica empleada en el caso de los compuestos antocianicos, pero en
este caso fueron utilizados los eluyentes siguientes, con gradiente de elucién conforme
la Tabla 1.6.

Eluyente A: 3 % de acetonitrilo + 88,5 % de agua Milli-Q + 8,5 % de &cido férmico;
Eluyente B: 50 % de acetonitrilo + 41,5 % de agua Milli-Q + 8,5 % de &cido férmico;

Eluyente C: 90 % de metanol + 1,5 % de agua Milli-Q + 8,5 % de acido férmico.

74



Rafael Schumacher Material y Métodos

Tabla 1.6. Gradiente de elucion utilizado en el método de analisis de polifenoles no
antocianicos.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B % Eluyente C Flujo (mL/min)

0 96,0 4,0 0 0,63
7,00 96,0 4,0 0 0,63
38,00 70,0 17,0 13,0 0,63
52,00 50,0 30,0 20,0 0,63
52,50 30,0 40,0 30,0 0,63
57,00 0 50,0 50,0 0,63
58,00 0 50,0 50,0 0,63
65,00 96,0 4,0 0 0,63

El volumen de inyeccion fue de 50 L y el rango de longitudes de ondas para la
deteccion fue de 200 — 600 nm.

Las sustancias fendlicas patron utilizadas para la identificacion de los picos
cromatogréficos fueron: Flavonoles = 3-glucésidos de quercetina, isorhamnetina,
miricetina, siringetina, miricetina y quercetina 3-glucurénido; Acidos hidroxicinamicos =
acido cafeico y acido p-cumarico; Estilbenos = trans-piceido y trans-resveratrol. Los
isdbmeros cis de ambos los compuestos se obtuvieron mediante irradiacion UV (366 nm
durante 5 minutos en viales de cuarzo) en disoluciones al 25 % en metanol de los
isdmeros trans.

Para el andlisis cuantitativo se utilizaron diferentes rectas de calibrado de las
sustancias patron, que fueron obtenidas a partir de disoluciones con concentraciones
crecientes de los diferentes patrones.

La cuantificacion de los flavonoles se realiz6 usando los cromatogramas
obtenidos por el detector DAD a 360 nm de longitud de onda y empleando la recta de
calibrado de los patrones. Aquellos flavonoles para los que no existe patron de
referencia comercial, fueron cuantificados como el flavonol mas similar (por ejemplo,

miricetina 3-glucuronido y laricitrina 3-glucésido fueron cuantificados como miricetina
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3-glucésido). En el caso de los derivados de acidos hidroxicinamicos y estilbenos, la
cuantificacién se realizdé usando los cromatogramas obtenidos a 320 nm de longitud de
onda.

Al igual que en el caso de los antocianos, en algunos casos, para la
identificacion fue utilizado el detector de espectrometria de masas con ionizacion por
electroespray en modo positivo y negativo, con analizador de masas multidimensional
de trampa iénica (ESI-MS"). El nitrégeno fue utilizado como gas nebulizador y de
secado. La adquisicion de datos se realizé con el modo SCAN, entre 50 y 1200 m/z,
con los mismos parametros del detector de espectrometria de masas utilizado para los
antocianos.

La identificacion final de los diferentes compuestos se bas6 en la comparacion
con las diferentes sustancias patrén, asi como de los tiempos de retencién, las
caracteristicas espectroscopicas en el UV — Vis y en algunos casos en los espectros
de masas registrados.

1.2.10. Analisis sensorial de los vinos

Debido al grande nimero de muestras y también por no saber si existia 0 no
diferencia entre las muestras de vino, o cual eran estas diferencias, se opté por hacer
un analisis sensorial mas sencillo, que pudiese diferenciar una muestra de otra. Para
ello, fue utilizado el andlisis de la Prueba Triangular, que nos permiti6é identificar las
muestras que eran sensorialmente diferentes.

Este andlisis consiste en una prueba de diferenciacién 6 discriminatoria en la
que se presentan simultaneamente tres muestras, dos de las cuales son iguales, con
el fin de que la persona consultada identifique cual es la muestra desparejada.
Después de la prueba, se recogen las respuestas escritas por los jueces y se
interpretan las contestaciones obtenidas de acuerdo a una tabla de probabilidades
(Tabla 1.7).

Las muestras de vino fueron preparadas de acuerdo con las posibilidades

presentadas a seguir: ABB; AAB; ABA; BAA; BBA; BAB. La respuesta de los catadores
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fue basada en el “juicio forzado”, el cual obliga a indicar cual de las tres muestras es

diferente de las otras dos.

Tabla 1.7. Probabilidad de las respuestas correctas para la prueba triangular de
acuerdo con el nimero de respuestas*.

nimero minimo de respuestas correctas para una

ndmero de respuestas diferenciacion significativa a un nivel de probabilidad de:
P95% P99% P99,9%
5 4 5 -
6 5 6 -
7 5 6 7
8 6 7 8
9 6 7 8
10 7 8 9

* El nimero de respuesta puede estar en el rango de 5 hasta 100.

Para la expresién de los resultados se suman las respuestas correctas y el
resultado se compara con el de la Tabla de probabilidades (Tabla 1.7), la cual permite

concluir si hay diferencias significativas entre las muestras.

1.2.11. Tratamiento estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos en los tratamientos con caliza de esquisto (CE) y
caliza convencional (CC) fueron sometidos a analisis de varianza y las medias
comparadas por el test de Tukey al 5 % de probabilidad de error. Los resultados
obtenidos en los tratamientos con los finos de esquisto y caliza de esquistos (matrices
MBRO09 y MBR13) fueron sometidas a analisis de varianza y como las repeticiones son
diferentes entre los tratamientos, las medias fueron comparadas a través de intervalos

de confianza, realizadas con el programa R Development Core Team (2011).
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1. EFECTOS DE LA APLICACION DE CALIZA DE ESQUISTO Y CALIZA
CONVENCIONAL EN LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS VINOS CABERNET
SAUVIGNON
1.3.1.1. Anédlisis convencionales

Los parametros enoldgicos convencionales, tales como, grado alcohdlico,
acidez volatil, acidez total, pH, SO, libre y SO, total de los vinos tintos de la variedad
Cabernet Sauvignon fueron analizados de acuerdo a los métodos oficiales de la O.1.V
descritos anteriormente. La composicion general de los vinos sometidos a los
tratamientos con caliza de esquisto (CE) y caliza convencional (CC) para las
vendimias 2010 y 2011, se muestran en la Tabla 1.8. Todos los resultados se
encuentran dentro del intervalo de valores legales para vinos jovenes de uvas tintas
viniferas cultivadas en Brasil.

Tabla 1.8. Andlisis convencional de los vinos provenientes de uvas Cabernet Sauvignon sometidas a los

diferentes tratamientos con Caliza de Esquisto (CE) y Caliza Convencional (CC) en las vendimias de
2010y 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
CE CC CE CcC CE CcC CE CcC CE CC CE CC
0* 0*  1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* O* 0O* 4000*

Vendimia 2010

Grado alcohdlico® 10,5 10,8 10,0 10,3 10,6 10,2
Acidez volatil ° 0,57 0,58 0,57 0,54 0,61 0,59
Acidez total © 4,13 4,12 4,05 4,12 4,20 4,12
pH 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
SO; libre d 9,00 8,00 7,00 8,00 11,0 9,00
SO, total d 14,0 12,0 15,0 12,0 14,0 14,0

Vendimia 2011

Grado alcohdlico® 11,6 121 12,7 11,8 13,7 11,8
Acidez volatil ° 0,87 0,64 0,81 0,67 0,89 0,66
Acidez total ° 4,75 5,15 4,50 5,25 4,95 5,45
pH 3,47 3,47 3,49 3,58 3,46 3,51
SO, libre ® 16,5 16,0 17,5 19,5 18,0 16,0
SO, total 19,5 19,0 21,5 23,5 23,4 21,4

* Kilogramos por hectarea; % volumen; °g L™ 4cido acético; g L™ &cido tartarico; “mg L™
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Los resultados muestran que no hubo grandes variaciones en la concentracion
de los parametros convencionales con los distintos tratamientos de abonado
aplicados. Los pequefios cambios encontrados parecen estar mas influenciados por
las vendimias o por las vinificaciones que por los tratamientos de abonado.

El etanol es el producto mayoritario de la fermentacion alcohdlica y sus
concentraciones en los vinos estan directamente relacionadas con la cantidad de
azucar producida por la uva, y ésta, a su vez, depende principalmente del grado de
maduracion de la misma en el momento de la vendimia. Durante el ciclo reproductivo
de la vifia, que comprende aproximadamente los meses de octubre a marzo, hemos
identificado una mayor precipitacion pluvial en la afiada de 2010 que en 2011 (ver
Figura 1.4. en Material y métodos), lo que representa una menor maduracion de las
uvas que podria explicar el menor grado alcohdlico de los vinos en la vendimia 2010.

La acidez volatil hace referencia a un grupo de acidos volatiles de cadena
corta, en que el &cido acético es el principal constituyente, correspondiendo a un 90 %
del total de 4cidos volatiles presentes en el vino. Sus concentraciones en los vinos se
encuentran generalmente entre 0,5 — 1,0 g L™, lo que representa del 10 % al 15 % de
la acidez total (FLANZY, 2000). La Legislacion de los paises vinicolas especifica las
concentraciones maximas de acido acético permitido en los vinos. En Brasil, asi como
en la Unidn Europea, el limite legal de la acidez volatil en los vinos tintos de mesa es
de 1,2 g L™ de &cido acético. Todos nuestros vinos estan dentro de la Legislacion
vigente, aunque algunas muestras presentan valores relativamente elevados,
principalmente en la vendimia 2011, lo que puede representar una evaluacion negativa
por parte de los consumidores. El umbral de aroma para el acido acético varia de
acuerdo con el tipo de vino y la sensibilidad del consumidor, esta en el rango de 0,6 a
0,9 g L'y presenta un aroma fuertemente avinagrado (FALCAO et al., 2007).

El pH es uno de los parametros mas importantes para los vinos tintos, pues
ademas de intervenir en el color, ejerce un efecto pronunciado sobre el gusto, siendo

los vinos con pH elevados mas susceptibles a las alteraciones oxidativas y biolégicas.
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No hemos encontrado ninguna influencia de los tratamientos en los valores del pH de
los vinos. Sin embargo, todas las muestras de vino presentan valores relativamente
elevados, estando algunas de ellas por encima de los considerados 6ptimos, que van
de 3,0 a 3,6 segun Amerine & Ough (1972).

En cuanto al sulfuroso, este se aflade a los vinos debido a sus acciones
antioxidantes, antisépticas, floculantes y de seleccion del medio fermentativo, entre
otras. Sus contenidos son legislados y no pueden exceder determinados valores en los
vinos finales. De este modo, en el caso del vino tinto, los limites legales establecidos
por para el sulfuroso libre y para el sulfuroso total son de 30 mg L™ y 160 mg L™,

respectivamente, valores que no son superados en ningln caso por nuestros vinos.

1.3.1.2. Efecto de los tratamientos de abonado con caliza de esquisto y caliza
convencional en los compuestos fendlicos de los vinos
Compuestos fendlicos no antocianicos

Los acidos hidroxicinamicos, los estilbenos y los flavonoles forman parte de la
fraccion de los compuestos fendlicos no antocianicos que fueron encontrados en las
muestras de vinos analizadas (Tabla 1.9 y 1.10). Estos compuestos son de gran
importancia para la calidad general de los vinos, estando directamente relacionados
con la variedad de uva, el nivel de maduracion y las practicas enoldgicas relacionadas
con su extraccion del hollejo (GOMEZ-ALONZO et al., 2007).

Los &cidos hidroxicinamicos encontrados en nuestros vinos fueron el acido
cafeico y el acido p-cumarico en forma libre, seguida de sus formas esterificadas con
el &cido tartarico, trans-acido caftarico y cis y trans-acido cutarico, y esterificadas con
etanol, cafeoato de etilo y cumarato de etilo. Estos compuestos forman la principal
clase de compuestos fendlicos no antocianicos presentes en los vinos estudiados. Se
han encontrado algunas variaciones en la concentracion individual de los &cidos
hidroxicinamicos en la vendimia 2010 segun el tipo de tratamiento, siendo el vino 1

(control) semejante al vino 6 (tratado con caliza convencional) los que mas
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concentracion presentaron de estos compuestos (Tabla 1.9). Sin embargo, estas
variaciones no fueron identificadas en la vendimia 2011, en las que las cantidades de
estos acidos fueron superiores a la vendimia anterior, especialmente en el vino 6
(Tabla 1.10). EI &acido cafeico y el acido p-cumarico fueron los compuestos
mayoritarios en todas las muestras de las dos vendimias. Estos acidos aparecen en el
vino como consecuencia de la hidrélisis de sus respectivos acidos
hidroxicinamoiltartaricos (acido caftarico y &cido cutarico) presentes en las uvas
(HERMOSIN-GUTIERREZ et al., 2005). Este proceso de hidrélisis ha sido descrito
como un proceso lento que se produce durante las etapas de envejecimiento del vino
(KARAGIANNIS et al., 2000). Sin embargo, hemos encontrado que la hidrélisis de los
acidos hidroxicinamoiltartaricos en nuestros vinos era casi completa, principalmente en
la vendimia 2010. Hermosin-Gutiérrez et al., (2005) observaron resultados semejantes
en vinos de las variedades Cabernet Sauvignon, Cencibel y Syrah, donde la hidrélisis
de estos acidos fue casi completa al final de tres meses de envejecimiento. Estos
mismos autores indican que una posible explicacion para la aceleracién de este
proceso de hidrélisis podria ser las temperaturas de almacenamiento del vino
relativamente altas, alrededor de 16 °C a 18 °C.

Los estilbenos forman el grupo minoritario de compuestos fendlicos no
antocianicos en los vinos analizados. Como en el caso de los acidos hidroxicinamicos,
se han encontrado diferencias significativas entre las muestras procedentes de
distintos tratamientos de la vendimia 2010 (Tabla 1.9), sin que estas diferencias sean
identificadas en las muestras de la vendimia 2011 (Tabla 1.10). Siendo asi, no
podemos establecer una influencia de los diferentes tipos de abonados en las
concentraciones de estos compuestos. También hemos encontrado una mayor
concentracion total de estilbenos en la afiada de 2011 frente a la de 2010. Este hecho
puede ser atribuible a la calidad de la uva en el momento de la vendimia. Ademas de
la variedad de uva utilizada, hay otros factores que pueden influenciar en las diferentes

concentraciones de estilbenos en los vinos, tales como los procedimientos de
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vinificacion, las condiciones climéticas en los vifiedos y el ataque de hongos en las
uvas (FANZONE et al.,, 2012). Como hemos visto anteriormente, hubo un mayor
acumulo de lluvias en los periodos de maduracion de las uvas en la vendimia de 2010,
y por consecuencia, estas uvas tenian un grado de maduracion inferior a las uvas de
la vendimia 2011, lo que podria explicar las diferencias en las concentraciones totales
de estilbenos entre las vendimias. El cis-resveratrol fue el compuesto mayoritario
encontrado en ambas vendimias, seguido por el trans-resveratrol. Estos resultados
van en contra a los encontrados en la bibliografia, donde el trans-resveratrol es
encontrado en mayores cantidades que el cis-resveratrol, aunque en nuestras
muestras, las concentraciones de ambos compuestos son mas altas (LOPEZ et al.,
2009; LI et al., 2011; BAI et al., 2013). De una manera general, las concentraciones
elevadas de resveratrol en los vinos analizados son de gran importancia por los ya
comprobados beneficios de estos compuestos en la salud humana debido a su efecto
cardioprotector (FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

En cuanto a los flavonoles, su importancia en los vinos tintos radica en sus
propiedades beneficiosas para la salud y a su contribucién a la estabilidad del color
por participar en los fenémenos de copigmentacién con antocianinas (GOMEZ-
ALONSO et al., 2007). Un total de once flavonoles en la vendimia 2010 y doce en la
vendimia 2011 fueron cuantificados en los vinos (Tablas 1.9 y 1.10). El vino 2, tratado
con caliza de esquisto y caliza convencional fue la muestra que presentdé mayores
concentraciones de flavonoles en la vendimia 2010, aunque este resultado no fue el
mismo en la vendimia 2011, en la que esta muestra obtuvo una menor cantidad de
estos compuestos. Independientemente de esto, aunque hay diferencias
estadisticamente significativas en alguna muestra de ambas vendimias, las
concentraciones individuales de cada flavonol no han cambiado mucho. La miricetina
fue el flavonol mayoritario encontrado en todas las muestras de vino, seguido por la
quercetina y la quercetina glucurénido. Estos resultados estadn de acuerdo con los

encontrados en la bibliografia. Segun Bai et al., (2013), la quercetina y sus derivados
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fueron los flavonoles dominantes en los vinos Cabernet Sauvignon sometidos a
diferentes métodos de fermentacion, seguidos de cerca por la miricetina y sus
derivados. Fanzone et al., (2012) apuntan que la quercetina y la miricetina
corresponden a casi el 60 % del total de flavonoles presentes en vinos Cabernet
Sauvignon producidos en Argentina. Li et al., (2011) encontraron una dominancia de la
qguercetina y sus derivados en vinos Cabernet Sauvignon producidos en diferentes
regiones de China y Hermosin-Gutiérrez et al.,, (2005) apuntan a la quercetina
glucurdnido y la quercetina-3-glucésido como los flavonoles dominantes en los vinos
Cabernet Sauvignon producidos en Espafia. También hemos verificado la formacion
de miricetina-3-galactésido solo en las muestras de vinos de la vendimia 2011, no
siendo identificada en las muestras de la vendimia 2010. Otro hecho importante
verificado en los vinos fue las diferencias encontradas en las concentraciones de
siringetina y siringetina-3-glucosido. En las muestras de la vendimia 2010 (Tabla 1.9),
la concentracion de siringetina es bastante elevada, mientras que la concentracion de
siringetina-3-glucésido es relativamente baja. Sin embrago, estos resultados se
invierten en la vendimia 2011 (Tabla 1.10), donde existe una mayor concentracion de
siringetina-3-glucésido en comparacion con la siringetina individual. Este hecho puede
ser atribuible al mayor grado de hidrdlisis de estos compuestos en los vinos de la

vendimia 2010.
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Tabla 1.9. Concentracion media y diferencia significativa honesta (DSH) de los compuestos fendlicos no antocianicos: derivados de acidos
hidroxicinamicos (equivalente mg L™ de &cido cafeico** y equivalente mg L™ de acido cumarico***), estilbenos (umoles L'l) y flavonoles (umoles L'l) en
los vinos tratados con caliza de esquisto y caliza convencional en la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CC DSH

0* 0* 1000~ 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 0* 4000*
Acidos hidroxicindamicos
trans-acido caftarico** 4,67 C 6,36 B 450C 6,38 B 7,23 A 7,54 A 0,32
trans-acido cutarico*** 1,88 C 2,20 ABC 2,35 AB 2,39 A 2,05 BC 2,29 AB 0,32
cis-acido cutéarico*** 2,13 A 1,82C 2,02 AB 1,90 BC 1,86 BC 1,95 BC 0,16
acido cafeico** 28,97 A 20,48 C 17,74 E 19,09D 20,39 C 24,86 B 0,48
p-acido cumarico*** 17,38 A 6,80 C 15,21 B 15,11 B 16,72 A 16,92 A 1,36
cafeoato de etilo** 3,40 AB 3,12B 3,10B 3,37 AB 3,53 A 3,32 AB 0,36
cumarato de etilo*** 3,39C 3,09D 3,26 C 3,72 AB 3,85A 3,67 B 0,16
Total 61,85 A 43,89 E 48,21 D 51,98 C 55,63 B 60,56 A 1,52
Estilbenos
trans-piceido 1,36 A 1,10B 1,29 AB 1,25 AB 1,19 AB 1,21 AB 0,21
trans-resveratrol 3,55B 4,62 A 2,55C 2,42 C 2,44 C 2,49 C 0,70
cis-resveratrol 11,33 AB 10,42 B 10,79 AB 10,42 B 10,65 AB 12,55 A 2,02
Total 16,24 A 16,15 A 14,62 AB 14,09 B 14,28 AB 16,26 A 2,01
Flavonoles
miricetina-3-glucuronido 1,18 B 1,84 A 1,15B 1,14 B 1,10 B 1,20B 0,16
miricetina-3-glucosido 0,00C 2,13 A 0,00C 0,00C 0,00C 1,09 B 0,12
quercetina glucurénido 6,69 B 11,72 A 6,20 C 6,32 C 547D 6,92 B 0,34
quercetina glucésido 0,00 C 1,49 A 0,58 B 0,64 B 0,63B 0,52B 0,21
miricetina 11,69 CD 23,10 A 14,94 B 15,94 B 11,12D 14,48 BC 3,18
isorhamnetina glucésido 0,00D 1,61 A 0,62 BC 0,62 BC 0,50C 0,74 B 0,21
siringetina glucésido 0,00 E 4,70 A 2,46 C 2,30 C 0,91 D 3,89B 0,67
quercetina 6,49 C 22,31 A 10,44 B 10,56 B 4,69 C 4,03C 3,27
laricitrina 2,23 B 3,56 A 2,98 AB 3,27 AB 2,03B 2,48 AB 1,26
isorhamnetina 1,39B 4,00 A 2,31 AB 2,25 AB 1,13B 1,36 B 1,96
siringetina 4,47 4,54 5,92 6,53 5,38 3,77 5,90
Total 34,16 C 81,00 A 47,64 BC 49,58 B 32,98 C 40,52 BC 15,25

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.
* Kilogramos por hectarea



Tabla 1.10. Concentracion media y diferencia significativa honesta (DSH) de los compuestos fendlicos no antocianicos: derivados de &acidos
hidroxicinamicos (equivalente mg L™ de &cido cafeico** y equivalente mg L™ de acido cumarico***), estilbenos (umoles L'l) y flavonoles (umoles L'l) en
los vinos tratados con caliza de esquisto y caliza convencional en la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 0* 4000*
Acidos hidroxicinamicos
trans-acido caftarico** 10,72 11,27 13,21 16,64 20,32 11,92 15,50
trans-acido cutarico*** 6,21 5,32 6,09 8,57 11,41 5,56 8,93
cis-acido cutarico*** 2,75 2,61 2,52 2,56 2,51 2,67 0,44
acido cafeico** 52,98 49,89 57,74 40,23 35,75 71,18 38,58
p-acido cumarico*** 28,27 30,75 31,35 26,30 24,04 35,76 16,08
cafeoato de etilo** 547 B 578 B 6,09 B 5,89 B 5,84 B 7,07 A 0,96
cumarato de etilo*** 5,95B 6,61 AB 6,83 AB 6,65 AB 5,60 AB 7,24 A 1,17
Total 112,40 112,20 123,80 107,10 106,50 141,40 70,09
Estilbenos
trans-piceido 2,66 3,22 2,74 2,53 2,72 3,58 1,40
trans-resveratrol 12,86 10,49 10,34 10,29 14,31 13,38 8,44
cis-resveratrol 22,88 22,89 23,81 23,25 22,67 22,94 3,59
Total 38,40 36,61 36,90 36,08 39,70 39,91 10,60
Flavonoles
miricetina-3-glucuronido 1,03 AB 0,87 AB 0,88 AB 1,15 A 1,01 AB 0,77B 0,29
miricetina-3-galactésido 1,00 0,93 0,93 0,81 0,73 0,93 0,39
miricetina-3-glucosido 4,14 5,01 4,66 4,75 4,47 3,33 1,90
quercetina glucurénido 7,84 A 6,19B 6,08 B 6,74 B 6,52 B 6,29B 0,72
quercetina glucdsido 0,85 AB 0,93 AB 1,03 A 0,82 AB 0,90 AB 0,69B 0,27
miricetina 11,77 BC 9,85C 10,87 C 14,15 A 12,93 AB 10,10 C 2,02
isorhamnetina glucésido 1,20 A 1,25A 1,16 AB 0,99 AB 1,00 AB 0,91B 0,28
siringetina glucdsido 5,06 4,82 4,89 5,26 4,98 4,54 0,74
guercetina 594 C 6,13 BC 6,99 BC 7,36 AB 8,62 A 5,69 C 1,39
laricitrina 1,10 0,84 0,92 1,03 0,97 0,81 0,37
isorhamnetina 1,04 ABC 0,86 C 1,06 AB 1,08 AB 1,11 A 0,87 BC 0,19
siringetina 1,06 0,88 0,98 0,91 0,94 0,88 0,24
Total 42,04 AB 38,59 BC 40,47 ABC 45,06 A 44,20 AB 35,84 C 5,95

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.
* Kilogramos por hectarea
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En la Figura 1.6 se representan las concentraciones totales de compuestos
fendlicos no antocianicos en los vinos de las dos vendimias. La concentracion de estos
compuestos fue mayor en los vinos de la vendimia 2011, siendo muy semejantes las
cantidades globales en todas las muestras. En la vendimia 2010 destaca el vino 2 con

una mayor concentracion y el vino 5 en el que las concentraciones fueron menores.

COMPUESTOS FENOLICOS NO ANTOCIANICOS
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Figura 1.6. Compuestos fendlicos no antocianicos de los vinos tratados con caliza de esquisto y
caliza convencional en las vendimias 2010 y 2011.

Efecto de los tratamientos de abonado con caliza de esquisto y caliza
convencional sobre la composicion de antocianos y piranoantocianos del vino
Los antocianos son los principales pigmentos responsables del color de las
uvas tintas. Estos pigmentos se encuentran en las capas celulares superiores de la
hipodermis, en forma libre en las vacuolas o en estructuras llamadas antocianoplastos
(GONZALEZ-NEVEZ et al., 2007). Las formas mondmeras de los antocianos son
responsables de la mayor parte del color rojo de los vinos tintos jovenes y contribuyen
al desarrollo de pigmentos poliméricos rojos durante el envejecimiento de los vinos
(REVILLA et al., 2005, MONAGAS et al., 2006; LOPEZ et al., 2009). Los
piranoantocianos son derivados antocidnicos mas complejos de particular interés en

enologia, ya que presentan una gran estabilidad durante los periodos de crianza, son
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mas resistentes que los antocianos a valores de pH elevados y al blanqueo producido
por el bisulfito, ademas de expresar mas color que otros pigmentos al pH tipico de los
vinos (MONAGAS et al., 2003).

Un total de doce antocianos han sido encontrados en las muestras de vinos
analizadas y son mostrados en las Tablas 1.11 y 1.12. De estos, cinco fueron los
antocianos monomeros glucosilados (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y
malvidina), otros cinco representan sus formas acetiladas y solo dos antocianos
cumaorilados, peonidina 3-(6”-cumaroil)-glucésido y malvidina 3-(6"-cumaroil)-
glucésido, fueron encontrados, de forma que ningln antociano acilado con el acido
cafeico fue identificado en los vinos. Entre las formas no aciladas, la malvidina 3-
glucosido fue el antociano mas abundante encontrado en todas las muestras de vinos
de ambas las vendimias, mientras que la cianidina 3-glucdsido fue la encontrada en
menores proporciones. Este hecho confirma el comportamiento observado por estos
dos compuestos en vinos de la variedad Cabernet Sauvignon en estudios anteriores
(HERMOSIN-GUTIERREZ et al., 2005; GONZALEZ-NEVEZ et al., 2007; FANZONE et
al., 2012). Entre las formas acetiladas, la malvidina 3-(6”-acetil)-glucésido fue el
antociano predominante, resultado que estd de acuerdo con los encontrados por
Lépez et al., (2009). También se ha identificado una mayor concentracion total de
antocianos en la vendimia de 2011, con relacion a la vendimia 2010. Es bien sabido
que la concentracién inicial de antocianos en los vinos proviene en gran parte de la
concentracion de antocianos en sus respectivas uvas. El contenido de antocianos en
las uvas depende de la variedad y del grado de maduracién de las mismas
(GONZALEZ-NEVEZ et al., 2007), que a su vez, estan influenciados por los factores
ambientales tales como luz UV-Vis, temperatura, lluvias, etc., y de gestion viticola tales
como la nutricion de la vifia, poda, el riego, etc. (HUNTER et al., 1995; MAZZA, 1995;
CARMO-VASCONCELOS & CASTAGNOLI, 2000). Hemos relatado anteriormente que
las condiciones climéticas en la vendimia 2011 fueron mejores que en la vendimia

2010, hecho que puede explicar la variacion en la concentracién de antocianos entre
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ambas vendimias. Sin embargo, los diferentes tipos de abonados parecen no
influenciar en la concentracién de los antocianos en los vinos, ya que los cambios
encontrados no son los mismos entre una vendimia y otra para una misma muestra.

Los piranoantocianos son aductos de colores rojo anaranjados, resultantes de
reacciones de condensacion sobre los antocianos, los cuales se modifican para dar
lugar a oligdbmeros mas estables a partir de sustituciones en la posicion C-4. No estan
presentes en las uvas, sino que se forman en el curso de la fermentacion alcohdlica y
en las etapas subsiguientes de elaboracion (BAKKER et al., 1997; ROMERO &
BAKKER, 2000). Todos los piranoantocianos encontrados en nuestros vinos son
derivados del principal antociano monémero (malvidina 3-glucésido) y de sus formas
acetiladas, de forma que algunas formas cumaroiladas solo fueron identificadas en la
vendimia 2010 (Tabla 1.12). No hemos identificado ninguna influencia de los
tratamientos de abonado en las concentraciones de piranoantocianos en los vinos,
aungue pequefias diferencias fueron encontradas entre las muestras de la vendimia
2011.

La concentracién de vitisinas en los vinos se muestra en las Tablas 1.11 y
1.12. La vitisina A se forma por cicloadicion de una molécula de &cido pirtvico sobre
una molécula de antociano y fue uno de los primeros pigmentos del tipo oligomérico
identificado en los vinos. Su formacién es rapida, siendo predominante en los vinos
jévenes (BAKKER et al., 1997; JONES et al., 2003). La vitisina A fue la mayoritaria
encontrada en las muestras de vino estudiadas. La vitisina B se forma por la
cicloadicion de una molécula de acetaldehido sobre una molécula de antociano. El
acetaldehido reacciona preferentemente con el antociano acetilado y en menor
medida, con el cumaroilado (ALCALDE-EON et al., 2005). La vitisina B fue identificada
solo en las muestras de la vendimia 2011, contribuyendo de forma directa a la mayor

concentracion total de vitisinas en las muestras de vino de esta vendimia.
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Tabla 1.11. Concentracién media (mg L™) y diferencia significativa honesta (DSH) de las antocianinas y piranoantocianos identificadas por HPLC-MS" en los vinos
tratados con caliza de esquisto y caliza convencional en la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC DSH

0* 0* 1000*  3000* 2000* 2000* 3000* 1000*  4000* 0* 0* 4000*
delfinidina 3-glucésido 1,76 D 3,45 A 2,12C 2,11C 2,08C 2,21B 0,08
cianidina 3-glucdésido 0,92 BC 1,18 A 0,85D 091C 0,96 B 0,84 D 0,04
petunidina 3-glucosido 3,49C 512 A 3,40D 3,67 B 3,66 B 3,65B 0,06
peonidina 3-glucoésido 4,65D 576 A 439 E 4,74 C 4,80 B 4,42 E 0,06
malvidina 3-glucoésido 49,55 E 56,97 A 49,87 D 53,34 B 53,12 B 52,72 C 0,29
delfinidina 3-(6”-acetil)-glucésido 2,34D 3,22 A 244C 2,46 BC 2,47 BC 2,54B 0,09
cianidina 3-(6"-acetil)-glucésido 153B 1,83 A 141C 1,43C 155B 156 B 0,09
petunidina 3-(6”-acetil)-glucésido 235C 2,89 A 2,43 BC 2,22D 2,38C 2,49B 0,10
peonidina 3-(6”-acetil)-glucésido 4,18 E 4,44 C 429D 4,26 D 4,71 B 5,02 A 0,06
malvidina 3-(6"-acetil)-glucdsido 21,43D 25,20 A 21,23 E 22,34C 22,98 B 25,26 A 0,13
peonidina 3-(6”-cumaroil)-glucésido 091D 1,46 A 1,16 C 1,21 BC 1,26 B 1,20C 0,05
malvidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 2,98 BCD 3,86 A 3,05B 291D 2,99 BC 2,96 CD 0,07
Total 96,13 E 115,40 A 96,66 E 101,60 D 103,00 C 104,90 B 0,62
10-catequil-piranomalvidin-3-glucésido 1,27 B 1,28 B 1,43 A 1,29 AB 1,07 C 1,35 AB 0,14
10-catequil-piranomalvidin-3-(6”-acetil)-glucosido 0,79 AB 0,83 A 0,84 A 0,76 AB 0,68B 0,78 AB 0,14
10-hidroxi-piranomalvidin-3-glucésido 0,79 0,77 0,74 0,76 0,76 0,78 0,13
10-catequil-piranomalvidin-3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,25 0,27 0,25 0,28 0,23 0,28 0,06
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6-acetil)-glucosido 0,50 0,50 0,47 0,46 0,48 0,47 0,16
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6”-cumaroil)-glucésido 0,09 0,10 0,08 0,09 0,10 0,09 0,05
Total 3,71 3,77 3,82 3,65 3,33 3,75 0,65
vitisina A 5,71 CD 6,46 A 5,91 BC 5,62 DE 6,01 B 544 E 0,22
acetil vitisina A 6,07 A 6,23 A 5,50 BC 535C 5,61B 5,51 BC 0,17
Total 11,78 B 12,69 A 11,42 C 10,98 D 11,63 BC 10,96 D 0,31

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.
* Kilogramos por hectarea






Tabla 1.12. Concentracién media (mg L) y diferencia significativa honesta (DSH) de las antocianinas y piranoantocianos identificadas por HPLC-MS" en los vinos
tratados con caliza de esquisto y caliza convencional en la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC DSH

0* 0* 1000*  3000* 2000* 2000* 3000* 1000*  4000* 0* 0* 4000*
delfinidina 3-glucésido 4,25B 4,70 B 4,87 B 6,79 A 5,35 AB 4,49 1,78
cianidina 3-glucdsido 0,57B 0,55B 0,65 B 0,86 A 0,62B 0,60 B 0,16
petunidina 3-glucosido 5,58 B 6,12 B 6,64 AB 8,61 A 6,85 AB 6,00 B 2,33
peonidina 3-glucésido 7,04 B 6,81 B 7,22B 8,81 A 6,99 B 6,91B 1,36
malvidina 3-glucoésido 78,78 BC 75,68 BC 80,57 B 93,31 A 77,50 BC 68,36 C 12,01
delfinidina 3-(6-acetil)-glucésido 4,60 5,14 4,94 5,07 5,48 4,20 1,72
cianidina 3-(6"-acetil)-glucésido 3,62 3,55 3,70 3,51 3,51 2,99 0,88
petunidina 3-(6”-acetil)-glucésido 4,28 4,60 4,88 4,77 521 3,90 1,67
peonidina 3-(6"-acetil)-glucésido 9,74 9,20 9,11 8,64 9,12 8,40 2,30
malvidina 3-(6”-acetil)-glucésido 48,69 46,33 45,54 46,16 45,11 36,98 13,38
peonidina 3-(6”-cumaroil)-glucésido 1,19 AB 1,36 AB 1,43 AB 150 A 1,40 AB 1,13B 0,34
malvidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 4,07 AB 4,33 AB 4,52 AB 4,84 A 4,62 A 3,51B 1,09
Total 172,40 AB 168,40 AB 174,10 AB 192,90 A 171,80 AB 147,50 B 36,87
10-catequil-piranomalvidin-3-glucésido 0,80 C 1,50 AB 1,67 AB 1,60 AB 1,29B 1,82 A 0,46
10-catequil-piranomalvidin-3-(6”-acetil)-glucosido 0,84 0,85 0,94 0,87 0,77 1,08 0,34
10-hidroxi-piranomalvidin-3-glucésido 0,97 0,98 1,09 1,18 1,18 1,09 0,27
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6-acetil)-glucosido 0,63B 0,63 B 0,76 AB 0,81 A 0,80 A 0,71 AB 0,14
Total 3,24C 3,95 BC 4,46 AB 4,46 AB 4,04 AB 4,71 A 0,72
vitisina A 7,09 7,47 7,97 8,05 7,99 7,06 1,17
vitisina B 5,69 AB 5,47 B 6,42 AB 6,52 A 6,01 AB 6,15 AB 0,96
acetil vitisina A 7,03B 6,73 B 7,47 AB 8,24 A 6,96 B 6,81 B 1,16
Total 19,81 B 19,68 B 21,86 AB 22,82 A 20,96 AB 20,02 B 2,65

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.

* Kilogramos por hectarea
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En la figura 1.7 se representa el sumatorio de concentraciones de todos los
compuestos antocianicos y de los piranoantocianos de las muestras en ambas
vendimias. Se observan pocas diferencias entre las muestras, siendo el vino 2 el que
presentdé mas concentracion en la vendimia 2010 y el vino 4 en la vendimia 2011, en la
gque como se ha comentado anteriormente se observaron mayores cantidades totales

de compuestos fendlicos.
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Figura 1.7. Sumatorio de los compuestos fendlicos antocianicos de los vinos tratados con caliza

de esquisto y caliza convencional en las vendimias 2010 y 2011.

1.3.1.3. Efecto de la aplicacion de caliza de esquisto y caliza convencional en la
composicién aminoacidica de los vinos
Aminoacidos

Los aminoacidos corresponden aproximadamente al 40 % del nitrégeno total
presente en los vinos tintos (SOUFLEROS et al, 2003). Son utilizados como nutrientes
por las levaduras durante la fermentacion alcohdlica, ademas de participar en el
metabolismo de las bacterias lacticas durante la fermentacion malolactica.

En general, el contenido total de aminoécidos presente en los vinos depende
de varios factores, en especial, de la variedad, del portainjerto, de la fertilizacion de la

vifia, de las condiciones climaticas, de la localizacion geogréfica del vifiedo, del afio de
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vendimia y de las practicas viticolas empleadas, ademas de factores enoldgicos
asociados al proceso de vinificacion como el tiempo de maceracion, el tipo de
fermentacion, el almacenamiento, la crianza, etc. (SOUFLEROS et al., 1998;
SOUFLEROS et al., 2003; HERNANDEZ-ORTE et al., 2005; BAUZA, et al., 2007;
PEREIRA et al., 2008; BARRADO et al., 2009; GARDE-CERDAN et al., 2009).

Las Tablas 1.13 y 1.14 muestran las concentraciones de los aminoacidos
presentes en las muestras de vino tinto joven Cabernet Sauvignon sometidas a los
diferentes tratamientos de abonado. Un total de 24 aminoacidos han sido identificados
en ambas vendimias. La prolina fue el aminoacido mayoritario encontrado en todas las
muestras de vino. Segun Robert-Peillard et al., (2014), la prolina es el aminoacido mas
abundante encontrado en los vinos y juega un papel importante en el proceso de
maduracién de la uva y en las caracteristicas del vino. Los tratamientos de abonado
parecen afectar en parte los niveles de prolina en los vinos. En este sentido,
evaluando la vendimia 2010, cabe sefalar las diferencias significativas encontradas en
la concentraciéon de prolina en la muestra identificada como vino 4 (786,30 mg L™)
frente la concentracion de prolina de la muestra identificada como vino 5 (463,70 mg L’
1y (Tabla 1.13). Este mismo comportamiento se repite en la vendimia 2011, en que
niveles mas altos de prolina son encontrados en la muestra de vino 4 (697,60 mg L™) y
los mas bajos en las muestras de vino 5 (477,90 mg L™ (Tabla 1.14). La gran variacion
en el contenido de prolina en estas dos muestras probablemente proviene de los
niveles de prolina en la uva y en el mosto resultante, que pueden estar influenciados
por la fertilizacién nitrogenada de las viflas. Una de las caracteristicas que nuestras
fuentes de abonado posee, se refiere a la regulacion del pH del suelo. En pH 6ptimos,
hay una mayor disponibilidad de nutrientes para las plantas. Segin Rosolem et al.,
(2003), la técnica de encalado aumenta la mineralizacion y nitrificacién del nitrégeno
en los suelos, aumentando su disponibilidad en las plantas, independiente de la forma
de aplicacién de las calizas. Parece que las fuentes de abonado utilizadas en la

muestra de vino 4 (3000 Kg ha™ de CE + 1000 Kg ha™ de CC) han proporcionado una
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mayor disponibilidad de nutrientes para las vifias, en especial, de nitrégeno, que las
fuentes de abonado utilizadas en la muestra de vino 5 (4000 Kg ha™ de CE + 0,00 Kg
ha®’ de CC). La mayor disponibilidad de nitrégeno en las vifias incrementa los niveles
de algunos amino&cidos en las uvas y en los vinos resultantes. En este sentido, Spayd
et al., (1994) apuntan un incremento en las concentraciones de prolina con la adicion
de 56 Kg ha™ de nitrégeno en los vifiedos de la variedad blanca Riesling. Bertrand et
al., (1991), también observaron que la adicion de 100 Kg ha™ de nitrégeno en vifiedos
de la variedad tinta Merlot, ubicados en Burdeos (Francia), en comparacién con las
vifias sin aplicacién de nitrogeno, aumenté significativamente las concentraciones de
prolina y arginina. Bath et al., (1991) observaron una tendencia linealmente positiva
entre los niveles de nitrdgeno aplicado a las vifias y la concentracién de arginina en los
mostos de uva de la variedad Sauvignon Blanc.

Los niveles de prolina en estas muestras condicionan las diferencias
encontradas en la concentracion total de aminoécidos. El vino 4 posee la mayor
concentracion total de aminoécidos, siendo 900,0 mg L™* para la vendimia 2010 y
857,6 mg L' para la vendimia 2011. Mientras que el vino 5 posee la menor
concentracion de aminoéacidos totales, 562,5 mg L™ y 627,0 mg L™, para las vendimias
2010 y 2011, respectivamente (Figura 1.8). Sin embargo, las diferencias significativas
entre ambas muestras solo se presentan en la vendimia 2010. En este sentido, Bell &
Henschke (2005) apuntan un efecto consistente de la mayor disponibilidad de
nitrégeno para las vifias con un aumento de la concentracion de aminoacidos totales
en las uvas, basicamente representados por los niveles de prolina y arginina. Gouthu
et al., (2012) también observaron que las condiciones de baja disponibilidad de
nitrégeno para la vid alteran los niveles y la composicion total de aminoacidos en las

uvas maduras de la variedad Pinot Noir.
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Figura 1.8. Sumatorio de los aminoacidos de los vinos tratados con caliza de esquisto y caliza

convencional en las vendimias 2010 y 2011.

Ademas de la prolina, otros aminoacidos, tales como el acido-yaminobutirico,
la a- y B-alanina, la lisina y la hidroxiprolina constituyen la fraccion mas importante de
los amino4cidos presentes en los vinos. Estos resultados estan de acuerdo con los
encontrados en la bibliografia. En un estudio realizado por Dizy & Polo (1996), la
mayoria de los aminoacidos encontrados en los mostos de la variedad de uva Malvar
fueron glutamina, arginina, prolina y acido-»aminobutirico. Soufleros et al., (2003)
analizando vinos blancos griegos de diferentes variedades en distintas regiones y en
tres cosechas, indican la arginina y el acido-y»aminobutirico como aminoacidos mas
abundantes, seguidos por la lisina, alanina, glutamina, asparagina, leucina y
fenilalanina. Segun Cejudo-Bastante et al., (2010), la arginina, la glutamina y el acido-
y-aminobutirico, juntamente con la prolina, representan el 78 % del contenido total de
aminoacidos del mosto, seguidos por el ion amonio, el &cido glutamico, alanina y
serina, con una suma de 15% del total. De acuerdo con Garden-Cerdéan et al., (2007),
estos aminoacidos constituyen las principales fuentes de nitrégeno en los mostos. En
estudios mas recientes, Kato et al., (2011) encontraron la alanina, el acido glutamico y
la lisina en el perfil de aminoacidos de vinos tintos y blancos de las variedades Merlot y

Chardonnay.
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Tabla 1.13. Concentracion media (mg L'l) y diferencia significativa honesta (DSH) de los aminoacidos en los vinos tratados con caliza de esquisto e
caliza convencional en la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 0* 4000*
Aminoacidos
acido aspartico 6,11 B 5,46 B 6,75 AB 1,29C 6,77 AB 8,63 A 2,40
acido glutamico 2,76 2,38 2,64 2,82 2,14 2,38 0,94
asparagina 1,62 0,64 2,58 2,08 1,33 1,89 3,20
serina 3,60 1,73 1,52 4,24 3,86 4,89 5,50
hidroxiprolina 5,28 B 4,50 B 2,11B 8,67 AB 8,16 AB 13,88 A 8,09
glutamina 3,53 3,92 3,12 1,73 3,21 3,61 2,29
histidina 1,39 1,41 1,58 1,23 1,32 1,09 2,03
glicina 6,61 AB 529 B 142C 8,60 A 6,59 AB 8,69 A 2,85
treonina 4,00 BC 4,20 AB 2,15C 4,89 AB 4,34 AB 6,07 A 1,89
B-alanina 9,38 AB 6,85 BC 4,40C 7,93 AB 7,71 AB 9,99 A 2,78
arginina 7,22B 521B 15,72 A 5,48 B 535B 5,67 B 4,75
a-alanina 13,50 11,17 14,44 14,12 11,82 15,54 4,37
acido-yaminobutirico 11,74 5,90 11,52 11,56 9,94 13,95 11,54
prolina 586,70 AB 555,20 AB 629,90 AB 786,30 A 463,70 B 747,909 AB 316,51
tirosina 1,95 3,29 4,56 4,06 2,38 3,26 6,85
valina 5,80 AB 4,94 B 6,72 AB 6,33 AB 5,55 AB 7,54 A 2,12
metionina 1,75B 1,48 B 2,55 AB 3,95A 1,89B 2,10B 1,80
cisteina 1,14 0,99 3,46 2,28 2,54 2,84 2,76
isoleucina 3,06 2,47 3,35 2,89 2,86 3,73 1,31
triptéfano 1,53 1,11 1,64 1,49 1,44 1,86 1,35
leucina 5,18 AB 4,20B 5,27 AB 5,10 AB 4,74 B 6,86 A 1,85
fenilalanina 4,75 4,04 4,79 4,61 4,35 5,81 1,89
ornitina 0,49 0,29 0,41 0,38 0,32 0,57 0,33
lisina 7,97 A 6,47 B 791 A 7,89 A 0,16 C 0,24C 0,63
Total 697,10 AB 643,30 AB 740,60 AB 900,00 A 562,50 B 879,00 A 315,91

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey. * Kilogramos por hectarea



Tabla 1.14. Concentracion media (mg L'l) y diferencia significativa honesta (DSH) de los aminoacidos en los vinos tratados con caliza de esquisto y
caliza convencional en la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 4000*
Aminoacidos
acido aspartico 7,80 11,23 10,67 9,52 8,68 7,54 6,02
acido glutamico 14,44 18,63 16,91 16,74 15,89 13,83 8,32
asparagina 1,47 ABC 1,77 A 1,70 AB 1,15 BC 1,40 ABC 1,09C 0,59
serina 3,20 4,97 3,85 3,64 3,48 2,63 2,77
hidroxiprolina 10,04 10,29 10,12 11,66 9,78 9,69 8,35
glutamina 2,66 2,72 2,94 2,75 2,64 2,99 1,51
histidina 3,33B 1,93C 4,26 AB 4,31 AB 4,72 A 3,39 AB 1,34
glicina 6,86 9,28 7,92 7,17 7,09 5,98 4,12
treonina 5,49 7,55 6,17 5,92 5,93 4,96 3,31
B-alanina 5,94 AB 8,21 A 6,82 AB 6,68 AB 6,76 AB 531B 2,68
arginina 6,91 7,64 7,02 7,92 7,25 7,14 2,62
a-alanina 12,61 AB 16,14 A 12,49 AB 11,88 AB 11,83 AB 9,97 B 6,11
acido-yaminobutirico 14,26 AB 17,96 A 17,30 AB 16,42 AB 14,72 AB 12,03B 5,49
prolina 568,30 579,60 639,30 697,60 477,90 546,30 719,94
tirosina 6,29 AB 8,29 A 4,29 BC 5,41 BC 5,17 BC 3,37C 2,35
valina 4,14 6,68 5,64 4,93 4,83 3,85 3,56
metionina 2,33 2,88 2,52 2,21 2,27 1,70 1,55
cisteina 7,72 10,62 8,84 10,44 7,09 6,45 4,17
isoleucina 2,75 4,70 3,72 3,25 3,11 2,48 2,62
triptéfano 1,91 AB 2,78 A 2,27 AB 2,13 AB 1,60 B 1,79B 0,92
leucina 4,89 AB 9,40 A 6,66 AB 6,63 AB 6,42 AB 4,22 B 5,10
fenilalanina 3,82 AB 6,42 A 4,92 AB 4,88 AB 4,62 AB 3,33B 2,95
ornitina 0,87C 7,92 A 6,23 AB 5,56 AB 5,35 ABC 3,01 BC 4,61
lisina 6,59 AB 12,26 A 8,56 AB 8,94 AB 8,43 AB 5,54 B 6,05
Total 704,70 770,10 801,20 857,60 627,00 668,60 765,34

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.* Kilogramos por hectarea
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Aminas biégenas

Las aminas biégenas son bases organicas dotadas de actividad biol6gica que
se encuentran con frecuencia en bebidas y alimentos fermentados, y se producen
principalmente como consecuencia de la descarboxilacion de sus aminoéacidos
correspondientes (LANDETE et al.,, 2007). Las altas concentraciones de aminas
bibgenas pueden causar efectos fisiolégicos indeseables en seres humanos, sobre
todo en aquellos individuos mas sensibles o cuando el alcohol y el acetaldehido estén
presentes (BAUZA et al., 1995). En los vinos, ademas de los efectos toxicologicos,
algunas aminas pueden afectar negativamente las caracteristicas sensoriales y
disminuir la calidad del producto frente a los consumidores (PINEDA et al., 2012). En
los ultimos afios, las nuevas tendencias en la seguridad alimentaria junto con la
busqueda de productos mas sanos y de mejor calidad, han alentado una mayor
investigacion sobre estos compuestos, a fin de evitar o disminuir al maximo su
formacion (MARCOBAL et al., 2005).

Fueron identificadas seis aminas bidgenas en las muestras de vino estudiadas
y sus concentraciones se muestran en las Tablas 1.15 y 1.16. La putrescina fue la
amina biégena mayoritaria en los dos afios de produccién y en todas las muestras de
vino, seguida por la histamina y la cadaverina. Estos resultados estan de acuerdo con
los encontrados en la bibliografia. Mayores concentraciones de putrescina en los vinos
Cabernet Sauvignon también fueron obtenidas por Pineda et al., (2012), en una
evaluacién de vinos tintos jévenes de diferentes variedades producidos en Chile y por
Souza et al., (2005) analizando vinos tintos de diferentes variedades producidos en
Brasil. Otros estudios también han constatado que la putrescina esta entre las aminas
més abundantes de los vinos tintos de diferentes variedades y de diferentes zonas de
produccion (BAUZA et al., 2007; SOUFLEROQOS et al., 2007; MARQUES et al., 2008).

Parte de los niveles de putrescina presente en los vinos pueden ser
provenientes de las uvas. Broquedis et al., (1989) apuntan que la putrescina puede

encontrarse en el pericarpio de las bayas de uvas Cabernet Sauvignon, siendo la
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amina cuantitativamente méas importante en esta variedad. Varios autores citan que la
putrescina puede ser encontrada en abundancia en las uvas (BELL & HENSCHKE
2005; SOUZA et al., 2005; MARCOBAL et al., 2006) y sus concentraciones pueden
llegar a los 20 mg Kg™ de uva fresca (BOUTEAU et al., 1984; BAUCOM et al., 1996),
dependiendo de los factores viticolas (SOUFLEROS et al., 1998; LOUVAUD-FUNEL,
2001; DEL PRETE et al., 2009). Sin embargo, las concentraciones de putrescina en
las uvas son relativamente bajas comparadas con las de los vinos. Las mayores
concentraciones de putrescina en los vinos pueden explicarse por el hecho de que
durante los procesos de Vvinificacion, este compuesto se forma o por la
descarboxilacion microbiana de la ornitina, o de otros aminoacidos tales como la
arginina, a través de la formacion intermediaria de agmantina (ARENA & MANCA DE
NADRA, 2001; BAUZA et al., 2007).

La segunda amina bidégena cuantitativamente mas importante encontrada en
las muestras de vino analizadas fue la histamina. Este compuesto se encuentra en
cantidades variables en las uvas y mostos (BROQUEDIS et al., 1989; VIDAL-CAROU
et al., 1990; MARCOBAL et al., 2005; GARCIA-MARINO et al., 2010), es formado
principalmente por la descarboxilacibn de su respectivo aminoacido durante la
fermentacion malolactica (SOUFLEROS et al., 1998). Las bacterias lacticas producen
enzimas capaces de descarboxilar el aminoacido histidina y formar histamina
(TENBRINK et al., 1990). En la bibliografia, existe una amplia gama de trabajos que
citan la histamina como unas de las aminas biégenas mas importantes de los vinos
(LONVAUD-FUNEL, 2001; ZHIJUN et al., 2007; GARCIA-MARINO et al., 2010;

PINEDA et al., 2012).
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Tabla 1.15. Concentracion media (mg L'l) y diferencia significativa honesta (DSH) de las aminas bidgenas en los vinos tratados con caliza de
esquisto y caliza convencional en la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE cC CE ccC CE cC CE cC CE cC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000~ 2000~ 3000* 1000*  4000* 0* 0* 4000*
Aminas biégenas
histamina 1,74 1,27 1,79 1,48 1,45 1,65 1,12
tiramina 534 C 2,49D 0,00 E 6,88 B 0,00 E 8,80 A 1,29
putrescina 16,99 16,86 17,88 19,08 19,49 23,88 12,28
triptamina 0,18 0,20 0,17 0,13 0,19 0,13 0,15
cadaverina 2,15 2,17 1,52 2,24 2,52 2,86 1,87
feniletilamina 0,06 0,05 0,10 0,06 0,06 0,08 0,09
Total 26,48 AB 23,06 AB 21,45B 29,88 AB 23,72 AB 37,42 A 15,07
Amonio 4,28 B 3,85B 581A 4,27 B 4,14 B 5,09 AB 1,46
Nitrégeno 266,00 A 238,00 B 247,70 B 242,70 B 200,70 C 233,30B 18,58

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.* Kilogramos por hectarea

Tabla 1.16. Concentracién media (mg L™) y diferencia significativa honesta (DSH) de las aminas biégenas en los vinos tratados con caliza de
esquisto e caliza convencional en la vendimia 2011

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 0* 4000*
Aminas biégenas
histamina 2,21 2,44 1,97 1,78 2,14 1,94 0,94
tiramina 0,00 0,00 2,37 0,00 0,00 0,00 2,56
putrescina 7,91 A 4,55 B 4,05B 4,15B 4,02B 5,09 B 2,18
triptamina 0,29 0,32 0,32 0,24 0,30 0,28 0,16
cadaverina 0,97 0,95 0,87 0,88 0,88 0,95 0,43
feniletilamina 0,10 AB 0,10 AB 0,10 AB 0,08 B 0,09B 0,15A 0,06
Total 11,49 A 8,37 AB 9,70 AB 7,14 B 7,44 B 8,43 AB 3,99
Amonio 5,35 7,09 5,87 5,74 5,53 4,85 3,01
Nitrégeno 277,70 A 238,00 B 245,00 B 247,30 B 219,30 C 238,00 B 11,59

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.* Kilogramos por hectarea
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En los ultimos afios, se han realizado numerosos trabajos sobre la presencia
de histamina en los vinos, dado sus efectos téxicos para los consumidores. Los
sintomas comunmente indicados incluyen intensos dolores de cabeza, presion arterial
baja, palpitaciones del corazén, edema, erupciones, enrojecimiento facial, sed, dolor
de garganta, picazon, hinchazon, nduseas, diarrea y vomito (SILLA-SANTOS, 1996;
SOUZA et al., 2005). Sin embargo, no existe ninguna legislacion vigente en Brasil ni a
nivel europeo que reglamente los niveles maximos de histamina presentes en los
vinos. No obstante, algunos paises poseen sus propias legislaciones y establecen
limites legales para la histamina. Estos limites son de 2 mg L™ en Alemania, 3 mg L™
en Holanda, de 5 a 6 mg L™ en Bélgica, 8 mg L™ en Francia y 10 mg L™ en Suiza
(BUSTO et al.,, 1995; LANDETE et al., 2007; ANCIN-AZPILICUETA et al., 2008).
Teniendo en cuenta los limites anteriores, el 25 % de todas nuestras muestras de vino
presentan niveles de histamina superiores a 2 mg L™, todas ellas de la vendimia 2010.
Aunque estos niveles podrian llevar a perjuicios financieros por los embargos
comerciales de los paises reglamentados (Alemania), ellos estdn muy lejos de los
valores de 8 mg L' propuestos por Leitdo et al., (2005), como limite toxico de
histamina que representa un riesgo para la salud de los consumidores.

La cadaverina fue otra amina biégena encontrada en las muestras de vino en
concentraciones interesantes. Asi como la histamina, la cadaverina también esta
presente en los mostos y en las uvas en cantidades variables (LONVAUD-FUNEL et
al., 2001; LANDETE et al.,, 2007; GARCIA-MARINO et al., 2010), pero sus niveles
aumentan en los vinos tras la fermentacién malolactica, debido a la accion de las
bacterias lacticas productoras de enzimas que descarboxilan su aminoacido precursor,
la lisina (TENBRINK et al., 1990; MARCOBAL et al., 2006; PINEDA et al., 2012).

La cadaverina juntamente con la putrescina no posee efectos toxicolégicos
para la salud humana. Sin embargo, estas aminas pueden potencializar los efectos
nocivos de la histamina por inhibir las enzimas que metabolizan este compuesto

(SILLA-SANTOS et al.,, 1996; CINQUINA et al.,, 2004; GLORIA & VIEIRA 2007,
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SOUFLEROS et al., 2007). Ademas, la putrescina y la cadaverina pueden reaccionar
con los nitritos para formar nitrosaminas heterociclicas, que tienen efecto cancerigeno
(HOTCHKISS, 1989). Por otro lado, se ha observado que la cadaverina y la putrescina
estan involucradas con las malas condiciones sanitarias de las uvas o con la falta de
higiene durante los procesos de vinificacion (LEITAO et al., 2005; MARCOBAL et al.,
2006). Esos dos compuestos también afectan negativamente las caracteristicas
sensoriales de los vinos al producir malos sabores, casi siempre asociados a notas de
“rancio” y “sucio” (GARCIA-VILLAR et al., 2007; ANCIN-AZPILICUETA et al., 2008).

La tiramina tuvo un comportamiento distinto de las otras aminas biégenas en
nuestras muestras de vino. Este compuesto solo fue identificado, en bajas
concentraciones, en apenas una muestra de vino de la vendimia 2010. En la vendimia
2011, cuatro muestras presentan niveles un poco superiores de tiramina, mientras que
en las otras dos, no fue posible su cuantificacion. Segun Souza et al., (2005), los
factores que afectan a la formacién de tiramina en los vinos pueden estar relacionados
con los niveles de tirosina en los mostos y también con la presencia de azlcares,
principalmente la glucosa. En general, en nuestras muestras de vino, las
concentraciones mas altas de tirosina coinciden con las concentraciones mas bajas de
tiramina (Tabla 1.13 y 1.14). Una explicacion para este hecho seria de que la tirosina
haya sido metabolizada a niveles diferentes durante los procesos de vinificacion, de
forma que cuanto menor fue el grado de metabolizaciobn mayores cantidades de
tirosina y menores de tiramina estuvieron presentes en los vinos, y viceversa. Varios
autores informan de la presencia de tiramina en las uvas y mostos (VIDAL-CAROU et
al., 1990; SOUZA et al., 2005; GARCIA-VILLAR et al., 2007), siempre en menores
cantidades que aquellas encontradas en los vinos, donde la fermentacion malolactica
es el proceso de formacion principal (SOUFLEROS et al., 1998, MARCOBAL et al.,
2006). Asi como la histamina, la tiramina puede causar disturbios fisiol6gicos en los
seres humanos y sus efectos estdn asociados a migrafias y a hipertension (SILLA-

SANTOS, 1996). Los niveles toxicos de tiramina estan en el rango de 10 a 80 mg L™
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(SOUFLEROS et al., 1998). En ningun caso, en nuestras muestras de vino, los niveles
de tiramina superan los niveles toxicos.

Por dltimo, se ha constatado una mayor concentracion total de aminas
bibgenas en la muestras de vino de la vendimia 2010, siendo mas del doble del
contenido total de aminas bidgenas de la vendimia 2011, fundamentalmente debido a
la mayor concentracion de putrescina, cadaverina e histamina que fueron las aminas
mas abundantes. El vino 6 fue el que presentd mayores concentraciones de aminas en
la vendimia 2010, sin embargo esta muestra no presentd diferencias significativas con
el control (vino 1) en el afio 2011 (Figura 1.9).

Las diferencias en las concentraciones de aminas bidgenas observadas en la
bibliografia, en vinos de diferentes vendimias, pueden estar relacionadas con la
diversidad de los microorganismos del vino, que son naturalmente seleccionados cada
afo, asi como a las condiciones climaticas y a las consiguientes practicas viticolas y
enolégicas (MARQUES et al., 2008). Diferencias en las concentraciones de aminas
biégenas en los vinos de una vendimia a otra también fueron observadas por Del Prete
et al., (2009), que asocian estos resultados a las diferentes condiciones climaticas.
Hemos comentado anteriormente una mayor precipitacion durante la temporada de
maduracion de las uvas en la vendimia 2010. Este hecho puede explicar las
concentraciones mas altas de aminas bidégenas en esta vendimia debido a una menor
calidad microbiolégica de las uvas ocasionada por el exceso de lluvias.

En todos los casos, los diferentes tratamientos con abonado parecen no tener
ninguna influencia en las variaciones de concentracion de las aminas bidgenas

presentes en los vinos.
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Figura 1.9. Aminas biégenas totales de los vinos tratados con caliza de esquisto y caliza

convencional en las vendimias 2010 y 2011.

1.3.1.4. Efecto de la aplicacion de caliza de esquisto y caliza convencional en los
compuestos volatiles de los vinos

La tipologia aromética de un vino es uno de los principales factores que
determinan su naturaleza y calidad, ademas de influenciar particularmente en sus
caracteristicas organolépticas, y por lo tanto, desempefia un papel importante en la
preferencia del consumidor (JIANG et al.,, 2013). El aroma de un vino presenta un
patron quimico extremadamente complejo, tanto en términos cualitativos como
cuantitativos, ya que mas de 1.000 compuestos volatiles han sido identificados en sus
diferentes familias quimicas, con un amplio rango de concentraciones, que van desde
de cientos de mg L™ hasta niveles de algunos pg L™ y ng L™ (XI et al., 2011).

Un total de 77 compuestos volatiles, entre ellos, alcoholes, ésteres, acidos,
alcoholes Cg, compuestos de tipo furano, terpenos, compuestos bencénicos, entre
otros, han sido identificados y cuantificados en las muestras de vino analizadas
(Tablas 1.17 y 1.18).

Los ésteres han sido considerados como importantes contribuyentes al aroma
del vino debido a su ocurrencia como uno de los principales grupos de compuestos

volatiles y debido a que presentan olores frutales similares a los que a menudo se
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utilizan para describir los vinos (ETIEVANT, 1991). Son clasificados en ésteres
acéticos y ésteres etilicos, de acuerdo con sus rutas de formacién. Los primeros son
producidos a partir de la reaccién de la Acetil-CoA con alcoholes superiores que se
forman a partir de la degradacion de aminoacidos o hidratos de carbono. Los
segundos se producen enziméaticamente durante la fermentacion de la levadura y de
etanolisis de Acetil-CoA que se forma durante la sintesis o degradacion de los acidos
grasos (PERESTRELO et al., 2006). Un total de 18 ésteres etilicos y acéticos fueron
encontrados en las muestras de vinos de ambas vendimias.

El acetato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de 2-feniletilo y acetato de
hexilo, fueron los ésteres de acetato detectados en nuestros vinos. El acetato de etilo y
el acetato de isoamilo fueron los compuestos mas abundantes entre los ésteres del
acido acético encontrados en los vinos analizadas en ambas vendimias. Estos
compuestos son considerados como factores que contribuyen a la calidad de los vinos
jovenes si sus concentraciones superan el umbral de percepcion olfativa (FERREIRA
et al., 2000). El acetato de etilo (aroma afrutado y dulce) y el acetato de isoamilo
(aroma fresco y a platano) fueron cuantificados con niveles por encima de sus
umbrales de percepcion olfativa, 7500 pg L™* y 30 ug L™, respectivamente (GUTH,
1997), en todas las muestras de vino analizadas, lo que indica que estos compuestos
pueden ser considerados como odorantes de impacto en nuestros vinos. Por otro lado,
las concentraciones medias de acetato de 2-feniletilo estan entre 195 pg L™ para la
afiada 2010 y 245 pg L™ para la afiada 2011. Estos valores se quedan por debajo de
los indicados por Moreno-Pérez et al., (2013), 393 ug L™, Xi et al., (2011), 467 ug L™,y
por Zhang et al., (2007) 301 ug L™, pero son mas altos que los reportados por Jiang et
al., (2013), 108 ug L™ El acetato de 2-feniletilo contribuye al aroma del vino con notas
florales, de rosas, y su umbral olfativo es de 250 ug L™ (GUTH, 1997), valores que son
superados por solo tres de nuestras muestras de vino. Algunas variaciones
estadisticamente significativas ocurren en estos compuestos dentro de la vendimia

2011, pero no se repiten en la vendimia 2010, por lo que no podemos relacionar estos
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datos con alguna influencia de los distintos tratamientos con abonados. Por ejemplo, el
vino 6 (tratado con caliza convencional) present6 cantidades significativamente
inferiores de la mayoria de los ésteres en la vendimia 2010, mientras que en el vino 3
se observaron cantidades superiores de algunos de ellos.

Varios ésteres etilicos se han identificado en nuestras muestras de vino, y
dentro de ellos, los cuantitativamente mas importantes fueron monosuccinato de etilo,
succinato de dietilo, 4-hidroxibutirato de etilo, caproato de etilo y caprilato de etilo. El
monosuccinato de etilo y el succinato de dietilo son compuestos originados a partir del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos por la esterificaciéon del acido succinico durante la
fermentacion alcohdlica y no interfieren en el aroma de los vinos debido a que sus
umbrales de percepcion olfativa son bastante elevados (ETIEVANT, 1991). Las
concentraciones de caproato de etilo van desde 224,5 ug L™ hasta 402,5 ug L™ en las
muestras analizadas. Hemos encontrado en la bibliografia una amplia variacion en el
contenido de este compuesto en los vinos Cabernet Sauvignon. En este sentido, Jiang
et al., (2013) presenta valores que van desde unos 300 pg L™ hasta mas de 12000 ug
L™, Nuestros resultados estan de acuerdo con los presentados por Moreno-Pérez et
al., (2013) y Tao et al., (2008), pero por debajo de los indicados por Bidon et al.,
(2013). En todos los casos, la concentracion de caproato de etilo supera su umbral de
percepcion olfativa, que es de 14 yg L'y posee aromas descritos como afrutado y
anis (FERREIRA et al., 2000).

El caprilato de etilo se encuentra en un intervalo que va desde 169 ug L™ hasta
501,2 ug L™ en nuestras muestras de vino, que estan de acuerdo con los resultados
encontrados en la literatura (TAO et al., 2008; MORENO-PEREZ et al., 2013; TAO &
ZHANG et al., 2013). El caprilato de etilo posee un bajo umbral de percepcién olfativa,
entre 2 yg L'y 5 ug L™, y sus notas aromaticas son descritas como pifia, pera y floral
(GUTH, 1997; FERREIRA et al., 2000). De una manera general, no hemos identificado

diferencias significativas en los niveles de ésteres en las muestras de vino analizadas
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y por lo tanto, ninguna influencia de los tratamientos de abonado fue encontrada

(Figura 1.10).
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Figura 1.10. Esteres totales de los vinos tratados con caliza de esquisto y caliza convencional

en las vendimias 2010 y 2011.

Los alcoholes forman la familia quimica de compuestos aromaticos mas
abundantes encontrados en nuestros vinos. Son compuestos liberados al medio como
productos secundarios del metabolismo de la levadura y pueden ser sintetizados a
través de dos mecanismos: via anabdlica a partir de la glucosa, o por una ruta
catabdlica a partir de sus aminoacidos correspondientes (LI, 2006; PERESTRELO et
al., 2006). Estos compuestos son reconocidos por su fuerte aroma y sabor picante que
los relacionan con notas herbaceas (GOMEZ-CARPINTERO et al., 2011). Un total de
17 alcoholes fueron encontrados en nuestras muestras de vinos y sus concentraciones
estan descritas en las Tablas 1.17 y 1.18.

El alcohol superior encontrado en mayores cantidades en todas las muestras
de vino fue el 3-metil butanol, con concentraciones en general, por encima de los 400
mg L. Este compuesto parece ser un importante odorante de los vinos Cabernet
Sauvignon, pues fue descrito por inUmeros autores como el alcohol superior mas

abundante (ZHANG et al., 2007; TAO et al., 2008; Xl et al., 2011; JIANG et al., 2013).
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Su umbral de percepcion olfativa es de 300 mg L™y posee notas aromaticas descritas
como queso (GUTH, 1997; FERREIRA, et al.,, 2000). El isobutanol fue el segundo
alcohol cuantitativamente mas importante en los vinos. En general, sus
concentraciones estan por encima de 100 mg L. Otros autores también se refieren al
isobutanol como el alcohol mas abundante de los vinos, después del 3-metil butanol
(TAO et al., 2008; XI et al., 2011; JIANG et al., 2013). Este compuesto posee notas
arométicas descritas como fusel, y alcohol, y su umbral de percepcion puede variar en
un rango de 40 mg L™ hasta 80 mg L™ (GUTH, 1997; LI, 2006).

Una concentracion de alcoholes superiores totales por debajo de los 300 mg L™
contribuyen a la complejidad aromética deseable en los vinos, pero cuando sus
concentraciones exceden los 400 mg L™, estos compuestos son considerados como
un factor negativo en la calidad general de los vinos (ALVAREZ et al., 2000; MATEO et
al., 2001). Eso puede ser un problema para nuestros vinos, dado que la concentracion
total de alcoholes superiores siempre fue superior a estos valores.

Se ha constatado en la bibliografia el efecto de la fertilizacion del suelo en la
concentracion de alcoholes superiores de los vinos, pero los resultados parecen
contradictorios (ANCI-AZPILICUETA et al., 2013). En este sentido, Giorgessi et al.,
(2001) encontraron que la aplicacion de nitrégeno a las viflas a través del suelo
condujo a un aumento en la concentracién de alcoholes superiores totales, mientras
que en la mayoria de los estudios se encontr6 el efecto contrario (BELL &
HENSCHKE, 2005). Nuestros resultados apuntan a que los tratamientos efectuados
en las viflas con caliza de esquistos y caliza convencional no afectaron
significativamente al contenido de alcoholes de los vinos.

Los compuestos Cg se forman a partir de sus precursores, los acidos linoleico
y linolénico, por la accion de las lipooxigenasas y alcohol deshidrogenasa, sea in situ
durante la maduracion de la uva, o bajo las condiciones oxidativas cuando se aplastan
las bayas en los momentos previos a la fermentacion (KALUA & BOSS, 2009; DENNIS

et al., 2012). Sus concentraciones varian con la madurez de la uva, con el tiempo e
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intensidad de las operaciones unitarias que tienen lugar desde la recepcion de la uva
en bodega hasta el comienzo de la fermentacion, asi como con las tecnhologias de
vinificacion empleadas (CORDONNIER & BAYONOVE, 1982; MONTEDORO &
BERTUCCIOLI, 1982). Un total de cinco compuestos C; fueron identificados en los
vinos. El 1-hexanol fue el compuesto mas abundante, con concentraciones que varian
de 893,8 yg L™ hasta 1358 ug L™ y aporta a los vinos aromas descritos como verdes y
herbaceos, al igual que el resto de compuestos Cg identificados (RIBEREAU-GAYON
et al., 2000). No hubo diferencias significativas en las cantidades totales de estos
compuestos entre las muestras, presentando concentraciones algo superiores en la

vendimia 2011 (Figura 1.11)
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Figura 1.11. Compuestos de seis atomos de carbono de los vinos tratados con caliza de

esquisto y caliza convencional en las vendimias 2010 y 2011.
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Tabla 1.17. Concentracién media (ug L™) y diferencia significativa honesta (DSH) de los compuestos volatiles minoritarios en los vinos de la vendimia

2010.
Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CC CE CcC CE CC CE CcC CE CC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* (0 (0 4000*
Esteres
acetato de etilo 49069,31 43859,86 47467,53 41900,01 44251,80 40347,72 19883,41
butanoato de etilo 187,10 170,60 198,60 148,90 164,70 132,70 75,88
isovalerato de etilo 24,94 25,02 36,01 23,42 22,99 16,23 24,59
acetato de isoamilo 767,30 A 710,00 A 991,80 A 700,00 A 863,80 A 140,90 B 329,45
caproato de etilo 341,70 367,30 402,50 342,20 394,60 308,30 132,73
acetato de hexilo 6,32 BC 9,02 BC 12,40 AB 7,18 BC 15,65 A 527C 6,19
lactato de etilo 84,07 90,76 110,80 99,62 93,20 70,83 40,00
ggg‘mc acid, 2-hydroxi-3methyl, et 29,91 AB 27,14 AB 34,06 A 26,56 AB 32,16 A 21,06 B 8,94
caprilato de etilo 412,00 441,70 443,20 396,30 501,20 401,70 135,23
3-hidroxibutirato de etilo 117,20 129,60 132,70 122,10 139,70 120,90 33,45
2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etilo 103,00 AB 104,30 AB 104,80 AB 83,38 BC 113,50 A 76,70 C 24,89
malonato de dietilo 170,90 167,70 189,60 169,20 190,20 157,40 57,97
succinato de etil metilo 32,54 55,49 38,22 51,78 60,19 61,26 40,85
caprato de etilo 52,47 52,20 65,37 48,91 78,50 55,71 30,30
succinato de dietilo 3170,00 B 4285,00 AB 4587,00 AB 5509,00 AB 5678,00 A 5322,00 A 1963,08
4-hidroxibutirato de etilo 490,60 482,30 476,80 419,70 515,80 401,70 174,16
acetato de 2-feniletilo 228,00 A 215,70 A 235,30 A 180,90 A 252,70 A 60,40 B 92,18
monosuccinato de etilo 10590,00 12790,00 10500,00 10780,00 11750,00 12090,00 9139,94
Total 65881,61 63987,64 66029,71 61008,33 65114,89 59788,08 21186,45
Alcoholes
metanol 62528,11 64729,32 63692,78 61636,96 66508,90 61601,25 21631,65
1-propanol 51352,21 46409,33 48605,60 47567,27 49678,02 47113,12 6451,86
isobutanol 93557,07 126533,49 132597,13 129159,23 134343,28 117420,18 44304,77




Tabla 1. 17. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE cC CE CcC CE cC CE cC CE CcC CE CcC DSH

0* o* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* 0* 0* 4000*
2-metil butanol 110087,70 118446,84 109087,83 112393,68 115113,71 116120,92 13088,04
3-metil butanol 422251,19 433634,07 410830,23 418788,46 421800,68 423968,57 70621,43
butanol 11,66 AB 9,96 AB 16,15 A 11,49 AB 15,86 A 7,69B 7,01
pentanol 17,14 20,58 25,20 25,16 17,43 19,02 10,31
4-metil pentanol 23,51 32,68 20,98 17,96 22,21 27,14 34,07
2-heptanol 2,94 B 4,26 AB 528 A 4,08 AB 5,59 AB 4,63 AB 2,16
3-metil pentanol 48,84 60,80 53,66 49,88 59,60 48,20 19,76
3-etoxi-1-propanol 4.80 5,14 6,61 5,43 6,17 5,10 2,22
3-octen-1-ol 2,37 2,72 3,01 2,45 2,57 2,44 0,65
heptanol 23,39 22,66 25,18 17,19 20,98 21,03 8,66
2-propanol 19,74 20,48 22,26 21,56 22,37 18,09 5,36
2-etil-1-hexanol 5,33 4,42 5,19 4,08 5,18 3,26 2,37
octanol 26,24 23,94 25,72 22,60 29,88 24,22 7,53
nonanol 6,53 6,63 6,33 5,90 6,89 6,31 4,08
Total 738868,79 789977,22 765029,07 769733,38 787657,73 766412,14 95270,41
Compuestos Cs
1-hexanol 893,80 953,90 1082,00 914,10 1061,00 937,90 438,42
(E)-3-hexen-1-ol 30,25 31,99 36,01 29,72 36,68 31,36 11,69
(2)-3-hexen-1-ol 29,14 AB 31,31 AB 36,69 A 29,74 AB 31,42 AB 26,08 B 10,31
(E)-2-hexen-1-ol 8,50B 8,86 B 12,08 A 9,62 AB 8,63 B 7,19B 2,64
(2)-2-hexen-1-ol 8,00 9,54 9,65 8,66 10,14 8,65 3,39
Total 960,70 1036,00 1177,00 991,80 1147,00 1011,00 465,58
Acidos
acido acético 9,44 AB 9,40 AB 13,06 A 6,31B 9,00 AB 5,23 B 5,87
acido propanoico 2,49 1,43 1,84 0,92 2,40 1,28 3,21




Tabla 1.17. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE cc CE CC CE CC DSH

0* o* 1000*  3000*  2000*  2000*  3000*  1000*  4000* o* o* 4000*
acido isobutirico 7,69 8,13 8,31 8,62 8,55 7,61 2,91
acido butanoico 13,24 AB 10,36 B 13,14 AB 13,07 AB 16,62 A 11,14 B 4,60
acido 3-metilpentanoico 310,30 324,10 334,10 293,70 328,50 279,00 94,31
acido hexanoico 626,60 583,90 674,20 561,30 702,50 583,70 228,19
4cido octanoico 870,00 855,40 923,30 781,50 1039,00 926,00 506,82
acido decanoico 192,70 198,50 214,20 196,00 260,70 282,00 198,70
Total 2032,00 1991,00 2182,00 1861,00 2368,00 2096,00 978,29
Compuestos bencénicos
benzaldehido 2,26 2,68 6,56 3,69 4,83 4,25 5,44
guaiacol 174,90 206,50 248,30 174,50 220,00 316,60 187,14
alcohol bencilico 974,10 AB 516,20 C 1213,00 A 1015,00 AB 641,80 BC 513,30 C 432,49
2-feniletanol 29110,00 30160,00 32270,00 25850,00 30100,00 25060,00 17983,44
fenol 43,96 40,71 47,10 38,56 48,71 54,02 26,18
4-etil guaiacol 23,67 18,43 23,38 19,20 30,65 28,43 23,58
4-metil fenol 16,00 15,54 18,27 11,98 14,80 15,55 10,81
4-etil fenol 40,08 A 22,30 AB 0,00B 22,34 AB 32,59 A 23,89 AB 25,82
4-vinil guaiacol 57,46 A 0,00B 80,43 A 58,56 A 58,04 A 65,24 A 47,09
siringol 742,60 AB 525,80 B 860,40 A 596,40 AB 619,10 AB 872,30 A 302,03
acido benzoico 26,14 B 62,03 B 163,90 A 48,57 B 4490 B 63,84 B 46,22
acido fenilacético 140,90 AB 116,00 AB 98,68 B 182,20 A 139,10 AB 108,20 B 68,28
vainillina 73,69 66,45 83,30 74,73 91,34 116,38 49,34
metil vainillato 90,36 46,33 90,76 87,97 80,40 69,69 70,12
etil vainillato 264,80 BC 220,50 C 375,30 A 392,20 A 365,60 AB 356,60 AB 107,63
acetovainillona 133,50 134,20 172,40 179,80 131,40 175,20 59,84
Total 31913,69 32146,45 35753,30 28754,73 32621,34 27846,38 18391,10




Tabla 1.17. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE cC CE CcC CE cC CE cC CE CcC CE CcC DSH

o* o* 1000*  3000* 2000  2000*  3000*  1000*  4000* 0* 0* 4000*
Terpenos
linalol 3,87 4,96 3,95 4,14 4,13 3,80 1,40
a-terpineol 8,00 10,14 9,18 6,56 6,60 7,32 8,08
B-citroneol 10,77 11,34 11,80 10,31 15,20 11,58 6,15
-damascenona 7,43 B 10,31 AB 9,08 AB 7,12B 6,55 B 13,64 A 5,45
trans-geraniol 15,72 11,22 17,51 14,12 13,44 11,41 9,96
3-hidroxi-B-damascona 212,80 172,70 193,70 230,70 176,90 170,10 137,46
Total 258,60 220,90 245,20 273,00 222,90 217,90 142,62
Furanonas
y-butirolactona 0,14 0,52 0,33 0,27 0,43 0,60 0,88
y-etoxibutirolactona 8,54 9,19 10,20 7,30 11,86 11,10 5,91
Total 8,69 9,71 10,52 7,57 12,29 11,70 6,58
Miscelania
acetaldehido 1627,76 1727,63 1302,61 1622,03 1491,37 1328,59 1826,58
ciclohexanona 2,75B 2,83B 0,00C 0,00C 0,00C 3,45A 0,52
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 15,11 18,76 17,26 16,12 19,58 15,26 531
n-(3-metilbutil)-acetamida 62,66 57,74 79,44 60,78 68,90 85,09 34,02
3-(metiltio) propanol 194,30 215,10 244,70 228,60 239,20 250,70 76,54

Letras diferentes en la linea difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.

* Killogramos por hectarea



Tabla 1.18. Concentracién media (ug L'l) y diferencia significativa honesta (DSH) de los compuestos volatiles minoritarios en los vinos de la vendimia

2011.
Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
CE CC CE CcC CE CC CE CcC CE CC CE CcC DSH
0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* (0 (0 4000*
Esteres
acetato de etilo 40341,22 AB 42567,19 A 35845,99 B 38469,31 AB 38256,46 AB 44558,88 A 6534,27
butanoato de etilo 86,15 AB 70,62 BC 44,23 C 101,30 AB 87,05 AB 117,30 A 32,13
isovalerato de etilo 6,19 C 7,14 C 7,58 BC 14,34 AB 14,43 A 12,29 ABC 6,80
acetato de isoamilo 262,00 AB 262,50 AB 224,50 B 335,10 A 314,00 AB 318,30 AB 101,97
caproato de etilo 191,80 173,40 208,00 238,90 224,90 251,20 94,37
acetato de hexilo 14,90 15,29 12,09 13,38 18,62 19,60 10,55
lactato de etilo 84,09 83,06 97,03 94,39 98,40 109,80 32,88
gg:gr”"ic acid, 2-hydroxi-3methyl, etil 37,90 37,90 43,52 45,21 41,31 37,76 20,63
caprilato de etilo 169,00 207,40 209,80 217,00 191,50 174,10 54,64
3-hidroxibutirato de etilo 59,28 66,27 75,38 79,66 72,69 66,98 23,22
2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etilo 119,60 136,80 136,10 136,90 125,70 131,00 41,99
malonato de dietilo 166,20 209,80 208,40 197,40 195,30 199,50 67,62
succinato de etil metilo 46,44 B 53,84 AB 54,46 AB 49,62 AB 67,09 A 45,50 B 18,52
caprato de etilo 40,86 A 39,19 A 32,60 AB 32,37 AB 29,34 B 25,60B 9,26
succinato de dietilo 4435,00 5303,00 5208,00 4361,00 5681,00 4160,00 2301,94
4-hidroxibutirato de etilo 882,60 927,40 823,20 817,40 775,40 790,70 201,23
acetato de 2-feniletilo 243,50 BC 281,30 AB 313,70 A 212,20 C 236,80 BC 203,30 C 64,23
monosuccinato de etilo 15200,00 16220,00 16660,00 12870,00 14480,00 12330,00 7528,18
Total 62383,96 66665,76 60201,15 58283,65 60910,16 71725,29 19704,71
Alcoholes
metanol 67905,96 66816,25 67343,24 66621,43 63551,57 67536,73 11512,36
propanol 46083,71 AB 48497,32 AB 44390,15 B 44623,09 B 44546,99 B 52218,88 A 6451,05
isobutanol 159974,79 A 141014,57 B 144246,64 AB 146480,52 AB 146044,43 AB 152036,91 A 16366,76




Tabla 1.18. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CC CE CcC CE CC CE CcC DSH

0* 0* 1000* 3000* 2000* 2000* 3000* 1000* 4000* (0 (0 4000*
2-metil butanol 113596,78 AB 109463,61 B 118987,12 A 118821,73 A 105585,22 BC 100123,80 C 9112,23
3-metil butanol 401196,03 ABC 393625,68 BC 423428,71 AB 430141,25 A 391875,64 BC 376966,49 C 33368,48
butanol 5,43 4,97 5,42 7,12 7,64 8,13 3,74
pentanol 20,21 16,73 22,88 21,33 21,56 24,22 10,36
4-metil pentanol 21,24 22,64 20,58 24,66 25,40 23,60 12,28
2-heptanol 3,52 3,72 3,60 3,73 3,00 4,10 1,96
3-metil pentanol 23,92 24,14 25,65 28,45 26,06 29,87 7,87
3-etoxi-1-propanol 12,18 A 11,95 AB 9,16 B 9,61 AB 12,29 A 12,33 A 2,92
3-octen-1-ol 6,02 6,11 5,45 571 6,40 6,69 2,01
heptanol 20,07 21,04 19,43 19,63 21,85 21,54 3,28
2-propanol 32,52 31,10 29,91 30,44 35,58 28,26 10,13
2-etil-1-hexanol 2,00 2,22 1,92 1,84 2,21 2,50 0,77
octanol 14,55 15,70 14,18 13,87 13,67 14,35 3,76
nonanol 10,68 11,03 9,69 9,55 12,29 8,81 4,37
Total 675446,50 650234,69 679795,62 688150,13 646312,21 649043,63 59796,47
Compuestos Cs
1-hexanol 1161,00 1070,00 1149,00 1260,00 1219,00 1358,00 301,56
(E)-3-hexen-1-ol 46,28 39,12 43,37 49,74 46,07 49,48 14,91
(2)-3-hexen-1-ol 34,78 29,52 32,04 39,18 34,60 36,26 11,01
(E)-2-hexen-1-ol 4,41 6,57 7,08 6,79 7,24 4,99 3,33
(2)-2-hexen-1-ol 14,58 13,19 14,64 16,08 14,37 15,38 3,37
Total 1261,00 1159,00 1248,00 1372,00 1321,00 1464,00 329,87
Acidos
acido acético 4,03 4,64 4,69 5,31 4,61 3,13 3,78
acido propanoico 2,60 A 2,56 A 2,49 AB 2,61A 1,81 AB 1,48B 1,06




Tabla 1.18. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE CcC CE CcC CE CcC CE cc CE CC CE CC DSH

0* o* 1000*  3000*  2000*  2000*  3000*  1000*  4000* o* o* 4000*
acido isobutirico 8,34 7,69 8,49 9,20 7,97 8,48 2,71
acido butanoico 7,34 7,27 7,26 8,10 7,40 7,74 2,87
acido 3-metilpentanoico 257,90 247,00 289,00 298,60 254,70 203,60 125,71
acido hexanoico 388,50 429,70 446,90 440,80 427,10 388,13 96,08
4cido octanoico 427,10 527,70 546,80 513,60 473,70 448,80 136,44
4cido decanoico 234,20 328,20 271,10 282,50 289,50 243,30 110,83
Total 1330,00 AB 1555,00 AB 1575,00 A 1561,00 AB 1467,00 AB 1305,00 B 262,49
Compuestos bencénicos
benzaldehido 5,06 C 4,66 C 4,71 C 7,55 AB 8,11 A 6,06 BC 2.01
guaiacol 79,73 A 70,32 AB 66,97 AB 50,72 AB 37,13B 50,24 A 35,17
alcohol bencilico 479,40 432,40 512,90 482,50 495,80 524,90 144,49
2-feniletanol 27070,00 29,780,00 29280,00 26650,00 25010,00 27230,00 5709,73
fenol 33,75 39,85 41,44 38,58 30,10 35,36 12,36
4-etil guaiacol 45,27 B 89,50 A 59,20 AB 46,37 B 44,29 B 50,36 B 34,94
4-metil fenol 17,22 AB 27,08 A 26,28 A 23,41 AB 14,21 B 19,36 AB 10,21
4-etil fenol 40,87 44,99 40,87 27,13 15,45 36,34 29,57
4-vinil guaiacol 170,40 AB 192,20 A 147,00 ABC 78,62 BCD 43,82 D 56,06 CD 4,49
siringol 445,01 A 425,10 AB 407,80 AB 238,90 AB 198,40 B 231,10 AB 240,01
acido benzoico 110,50 AB 170,00 A 126,40 AB 74,53 B 66,04 B 88,24 B 69,43
acido fenilacético 375,70 431,10 376,20 282,50 388,40 295,30 190,23
vainillina 34,96 39,02 50,50 44,84 32,32 34,67 18,78
metil vainillato 357,80 343,70 243,50 250,50 256,10 298,20 388,63
etil vainillato 242,00 B 367,60 A 402,30 A 250,50 B 239,80 B 240,80 B 74,41
acetovainillona 62,74 AB 108,60 A 69,73 AB 62,93 AB 58,02 B 64,49 AB 48,51
Total 29570,00 32570,00 31850,00 28610,00 26940,00 29260,00 6199,96




Tabla 1.18. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

CE cC CE CcC CE cC CE cC CE CcC CE CcC DSH

o* o* 1000*  3000* 2000  2000*  3000*  1000*  4000* 0* 0* 4000*
Terpenos
linalol 3,81 4,26 3,73 3,75 4,59 3,59 1,45
a-terpineol 559B 13,09 A 4,63B 4,25B 457B 4,62 B 2,54
B-citroneol 20,89 19,53 20,56 15,71 20,98 19,22 7,40
-damascenona 12,16 10,56 13,94 9,93 10,30 9,41 6,84
trans-geraniol 12,86 AB 15,34 A 14,40 AB 11,43 AB 10,63 B 10,57 B 4,25
3-hidroxi-B-damascona 47,21 B 112,00 A 73,89 B 50,68 B 40,30 B 46,23 B 34,46
Total 102,50 B 174,80 A 131,20 B 95,76 B 91,39 B 93,64 B 40,01
Furanonas
y-butirolactona 0,30 0,63 0,55 0,39 0,67 0,33 0,66
y-etoxibutirolactona 13,51 C 10,61 C 19,28 AB 14,52 BC 2431 A 13,49 C 5,10
Total 13,81 C 11,25C 19,84 AB 14,91 BC 24 98 A 13,82 C 5,27
Miscelania
acetaldehido 1737,72 1823,98 1307,45 1885,93 1698,28 936,26 1267,22
ciclohexanona 6,25 5,84 5,97 6,01 6,31 6,03 1,45
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 16,37 10,04 13,28 17,71 15,58 16,42 9,09
n-(3-metilbutil)-acetamida 131,30 139,50 162,50 146,70 96,12 155,40 70,55
3-(metiltio) propanol 314,80 290,90 321,10 296,70 273,50 307,80 79,91

Letras iguales en la linea no difieren al nivel de 5% de probabilidad de error, por el teste de Tukey.

* Kilogramos por hectarea



Rafael Schumacher Resultados y Discusién

Entre los acidos, un total de ocho compuestos fueron encontrados en las
muestras de vino analizadas. Su formacion depende de la composicién del mosto y de
las condiciones de fermentacién (SCHREIRER, 1979). El acido octanoico y el acido
hexanoico han sido los cuantitativamente mas importantes. De una manera general,
individualmente estos &cidos no estan involucrados con la calidad del vino, pero
agrupados, desempefia un papel importante en la complejidad aromética. En niveles
totales de 4 mg L™ a 10 mg L™ contribuyen al aroma suave y agradable de los vinos,
pero en concentraciones superiores a 20 mg L™, tienen un impacto negativo sobre la
calidad del vino (SHINOHARA, 1985). Todas las concentraciones totales de los acidos
encontrados en nuestros vinos estan por debajo de los 4 mg L™, lo que puede
representar un efecto positivo sobre el aroma global de los vinos.

Un grupo importante de compuestos volatiles desde el punto de vista sensorial
son los compuestos bencénicos. ElI 2-feniletanol fue el principal compuesto
bencénico encontrado en nuestras muestras de vino (Tabla 1.17 y 1.18). Sus
concentraciones superan el umbral de percepcion olfativa, que es de 14 mg L™ (GUTH,
1997), en todos los vinos analizados, pudiendo contribuir de forma significativa en el
aroma global del vino con sus propiedades florales y notas de rosas. Este compuesto
ha sido identificado como un importante componente de las propiedades sensoriales
caracteristicas de los vinos Cabernet (KOTSERIDIS & BAUMES, 2000; GURBURZ et
al., 2006) y se forma principalmente por el metabolismo de las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica (ETIEVANT, 1991).

Algunos fenoles volatiles, tales como guaiacol, fenol y siringol también fueron
encontrados en nuestros vinos. El siringol fue el compuesto mayoritario en todas las
muestra de vino analizadas. Las concentraciones de guaiacol superan su umbral de
percepcion olfativa (75 pg L™) en todas las muestras de vino de la vendimia 2010. Eso
es importante si tenemos en cuenta que el guaiacol se asocia a sabores medicinales
gue pueden ser desagradables a los consumidores (BOIDRON et al., 1988). Por otro

lado, la presencia de los etilfenoles, 4-etil guaiacol y 4-etil fenol, debe ser destacada.
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Estos compuestos son producidos principalmente por el metabolismo de levaduras,
tales como Brettanomyces/Dekkera a partir de reacciones de reduccién de sus
respectivos vinilfenoles. Los atributos sensoriales de estos compuestos se describen
como aroma a fenol, animal y a cuadra, malos olores que pueden tener una influencia
negativa en el aroma del vino. Sus umbrales de percepcion en el vino tinto son de 140
ug L™ para el 4-etil guaiacol y 620 ug L™ para el 4-etil fenol (CHATONNET et al., 1992).
Todas las muestras estuvieron muy por debajo de estos valores, presentando los vinos
de la vendimia 2011 los valores mas altos para el 4-etil guaiacol (89,50 ug L™ en el
vino 2).

Otros compuestos como el alcohol bencilico o la vainillina y sus derivados
pueden tener un papel relevante en el aroma de los vinos. Las concentraciones del
primero fueron superiores en los vinos de la vendimia 2010, siendo significativamente
mayores en los vinos 1 y 3. Las concentraciones totales de este grupo de compuestos
no presentaron variaciones significativas entre las muestras en ambas vendimias,

presentando cantidades ligeramente superiores en los vinos de la vendimia 2011.

COMPUESTOS BENCENICOS
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Figura 1.12. Compuestos bencénicos totales de los vinos tratados con caliza de

esquisto y caliza convencional en las vendimias 2010 y 2011.
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Los terpenos y norisoprenoides pueden ser utilizados para la caracterizacion
varietal de los vinos. Estos compuestos pertenecen a los componentes secundarios de
las plantas, cuya biosintesis empieza con la acetil-coenzima A, y sus concentraciones
practicamente no son modificadas por la accién de las levaduras durante los procesos
de vinificacion (MATEO & JIMENEZ, 2000). La variedad Cabernet Sauvignon es
considerada como una variedad neutra desde el punto de vista sensorial, o que
implica que los terpenos contribuyen muy poco en el aroma global de los vinos
elaborados a partir de esa uva (KALUA & BOSS, 2009). Un total de cuatro terpenos y
dos norisoprenoides fueron encontrados en nuestras muestras de vino (Tabla 1.17 y
1.18). Un compuesto importante, que merece atencion es la S-damascenona, debido a
su bajo umbral de percepcion (0,05 pg L™, segin GUTH, 1997). Algunos autores
informan que este compuesto es un componente importante de las propiedades
sensoriales caracteristicas de los vinos Cabernet (KOTSERIDIS & BAUMES, 2000;
GURBURZ et al., 2006). En todas nuestras muestras de vino las concentraciones de
B-damascenona superan su umbral de percepcion olfativa, lo que nos lleva apuntar
ese compuesto como uno de los odorantes de mayor impacto en nuestros vinos.
Concentraciones muy parecidas de B-damascenona también son reportados por
Falcéo et al., (2007), para los vinos Cabernet Sauvignon de la misma region de Brasil.

Las cantidades totales de terpenos y norisopreniodes fueron mayores en la
vendimia 2010 que en la 2011 (Figura 1.13), mostrando en la vendimia 2011
cantidades significativamente mayores en el vino 2, mientras que en la vendimia 2011

no se observaron diferencias significativas.
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TERPENOS Y NORISOPRENOIDES
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Figura 1.13. Terpenos y norisoprenoides totales de los vinos tratados con caliza de esquisto y
caliza convencional en las vendimias 2010 y 2011.
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1.3.2. EFECTOS DE LA APLICACION DE LAS MATRICES DE ESQUISTO MBR09 Y
MBR13 EN LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS VINOS CABERNET SAUVIGNON
1.3.2.1. Anélisis convencionales

La composicion general de los vinos sometidos a los distintos tratamientos con
matrices de esquisto MBR09 y MBR13 para las vendimias de 2010 y 2011 se muestra
en la Tabla 1.19. Los pardmetros enoldgicos convencionales tales como, grado
alcohdlico, acidez volatil, acidez total, pH, SO, libre y SO, total de los vinos tintos
Cabernet Sauvignon fueron analizados de acuerdo a los métodos oficiales de la O.1.V
descritos anteriormente. Todos los resultados se encuentran dentro de los valores
legales para los vinos jovenes de uvas tintas viniferas cultivadas en Brasil.

El grado alcohdlico del vino esta estrictamente relacionado con la cantidad de
azucar acumulada por la uva durante su periodo de maduracion, por lo que los
factores climaticos tienen una gran influencia. Las uvas de la vendimia 2011 fueron
recogidas en mejor estado de madurez que las uvas de la vendimia 2010, debido
principalmente a las mas altas precipitaciones pluviométricas en esta ultima vendimia,
que ya reportamos anteriormente. La graduacion alcohdlica de los vinos en la
vendimia 2011 fue siempre mayor que en la vendimia 2010. Este hecho también fue
verificado en los vinos con tratamientos de caliza de esquisto e caliza convencional
(Ver Apartado 3.1.), lo que presupone los mejores grados de maduracién en la
vendimia 2011 frente a la vendimia 2010 estrechamente relacionados con las

condiciones climéticas.
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Tabla 1.19. Andlisis de los parametros convencionales en los vinos provenientes de uvas Cabernet Sauvignon sometidas a los diferentes tratamientos
con las matrices de Finos de Esquisto (FE) MBR09 y MBR13 en las vendimias de 2010 y 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
MRBO09 MBR13 MRBO09 MBR13 MRBO09 MBR13 MRBO09 MBR13 MRBO09 MBR13 MRBO09 MBR13
0* o* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900~ 900~

Vendimia 2010

Grado alcohdlico ? 10,5 10,3 10,2 10,6 10,5 10,7
Acidez volatil ° 0,51 0,60 0,60 0,59 0,56 0,58
Acidez total © 4,19 3,90 4,35 4,21 3,84 4,38
pH 3,80 3,93 3,75 3,88 3,84 3,77
S0, libre 12,3 8,20 7,10 8,10 10,2 12,2
SO, total 14,0 15,0 19,1 16,7 18,1 18,3

Vendimia 2011

Grado alcoholico @ 12,0 11,5 12,7 11,5 13,6 12,1
Acidez volatil ° 0,97 0,72 0,82 0,70 0,92 0,83
Acidez total © 5,25 5,25 5,12 4,80 5,1 5,01
pH 3,46 3,50 3,48 3,57 3,49 3,40
SO, libre 13,5 15,5 16,5 20,0 16,0 14,16
S0, total 16,5 19,1 25,0 27,0 22,5 19,83

* Kilogramos por hectéarea;
49 volumen;
g L™ 4cido acético;
°g L™ acido tartarico;
d -1
mg L
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El &cido acético es el principal constituyente de la acidez volétil de los vinos y
sus concentraciones se encuentran generalmente entre 0,5 — 1,0 g Lt (FLANZY,
2000). La legislacion de los paises vinicolas también especifica las concentraciones
méximas de acido acético en los vinos, que en Brasil, asi como en la Union Europea
es de 1,2 g L. Todos nuestros vinos analizados estan dentro de la legislacién vigente,
aunque algunas muestras presentan valores relativamente elevados y que podrian
afectar negativamente la calidad de estos vinos, principalmente en la vendimia 2011,
dado que el umbral de percepcion olfativa del &cido acético esta en un rango de 0,6 a
0,9 g L'y presenta un olor fuertemente avinagrado (FALCAQO et al., 2007).

El pH es un factor importante en los vinos tintos por estar involucrado en los
parametros de coloracién y en las caracteristicas organolépticas, ademas de servir
como un soporte contra las alteraciones oxidativas y biolégicas. Hemos identificado
valores mas altos del pH en todos los vinos de la vendimia 2010 con relacion a los
vinos de la vendimia 2011. Estos valores son relativamente elevados comparados con
los valores considerados como Optimos para los vinos tintos (3,0 a 3,6), ya que estos
vinos pueden ser mas susceptibles a las alteraciones oxidativas y bioldgicas.

En cuanto al sulfuroso, en ningln caso, las concentraciones de sulfuroso libre y
sulfuroso total, exceden los limites legales, que son de 30 mg L™ para el sulfuroso libre

y de 160 mg L™ para el sulfuroso total.

1.3.2.2. Efecto de los tratamientos de abonado con las matrices MBR09 y MBR13
en los compuestos fenélicos de los vinos.
Efectos en los compuestos fenélicos no antocianicos del vino

Los compuestos fendlicos no antocianicos encontrados en nuestros vinos
fueron los 4&cidos hidroxicindmicos, los estilbenos y los flavonoles, y sus
concentraciones se muestran en las Tablas 1.20y 1.21.

Los principales acidos hidroxicinamicos encontrados fueron el &cido cafeico

y el acido p-cumarico, que se detectaron tanto en las formas libres como en sus
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formas esterificadas con &cido tartérico (acido caftérico y acido cutérico) o con otros
componentes del vino, tales como el etanol (cafeoato de etilo y cumarato de etilo). Un
hecho importante se refiere a las concentraciones totales de acidos hidroxicinamicos
mas bajas encontradas en el vino control (vino 1, proveniente de vifias sin adiccién de
abonado) frente a los demas vinos, en ambas las vendimias. Algunos autores han
puesto de manifiesto el efecto de las técnicas de abonado de los vifiedos en las
concentraciones de polifenoles en las uvas y vinos. Sin embargo, estos estudios estan
centrados principalmente en el abonado de nitrégeno y potasio, y sus efectos en las
concentraciones de antocianinas y taninos en los vinos (TOPALOVI et a., 2011;
BOONTERM et al., 2010; BELL & HENSCHKE, 2005; DELGADO et al., 2004; CHONE
et al., 2003; HILBERT et al., 2003; KELLER, et al., 1998; SPAYD et al., 1994). No
hemos encontrado ningun trabajo que haga referencia a la influencia del abonado de
las vifias en la composicion de acidos hidroxicinAmicos de los vinos. Pero parece que,
al menos en parte, las dosis de abonado utilizadas en nuestro estudio influenciaran en
las concentraciones de los &cidos hidroxicinamicos de los vinos resultantes. Este
hecho es importante pues puede afectar al color del vino a largo plazo, dado que, los
acidos hidroxicindmicos pueden reaccionar con las antocianinas del vino y producir
compuestos tipo piranoantocianos, que son mas estables frente a los cambios del pH 'y
a la adicion de bisulfitos (ZAMORA, 2003). En el vino control (vino 1), también
identificamos la hidrélisis completa del acido cutarico, en sus formas cis y trans, en
ambas vendimias. Esta hidrdlisis ya fue descrita anteriormente y es tipica en los vinos
de crianza, aunque podria estar influenciada por las temperaturas de almacenamiento

en los vinos jévenes (HERMOZIN-GUTIERREZ et al., 2005).
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Tabla 1.20. Concentracién media e intervalo de confianza (IC) de los compuestos fendlicos no antocianicos de diferentes familias: derivados de acidos hidroxicinamicos
(equivalente mg/L de acido cafeico** y equivalente mg/L de acido cumarico***), estilbenos (umoles/L) y flavonoles (umoles/L) identificados por HPLC-MS en los vinos de

la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6

Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbri3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbri3 IC
_ 0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*
Acidos hidroxicindmicos
trans-acido caftarico** 5,00 £ 15,94 13,06 + 15,94 6,74 £ 15,94 8,53 +15,94 20,83 £ 15,94 19,48 £9,20 n.s
trans-acido cutarico*** n.d 5,52 +6,54 2,24 + 6,54 3,38+ 6,54 9,72 + 6,54 9,54 + 3,73 *x
cis-acido cutarico*** n.d 3,47 £0,88 4,09 + 0,88 4,49 + 0,88 3,82+0,88 3,43 £ 0,47 *
acido cafeico** 6,92 £ 55,94 61,77 + 55,94 22,62 + 55,94 41,73 £ 55,94 83,33 + 55,94 70,50 + 32,30 n.s
p-acido cumarico*** 7,00 £ 25,78 32,98 + 25,78 8,96 + 25,78 26,51 + 25,78 39,85 + 25,78 36,55 + 14,89 n.s
cafeoato de etilo** 6,12 +1,04 7,14+1,04 8,52 +1,04 7,29+1,04 7,73+1,04 7,11+ 0,60 *
cumarato de etilo*** 4,78 £ 0,92 7,06 + 0,92 7,53 +£0,92 7,36 £ 0,92 7,93+ 0,92 7,02+ 0,53 *
Total 29,82 + 95,68 130,50 + 95,68 60,71 + 95,68 99,28 + 95,68 173,10 + 95,68 153,64 + 95,68 n.s
Estilbenos
trans-piceido 3,19+ 0,67 2,66 + 0,67 3,32+£0,67 4,18 £ 0,67 4,52 + 0,67 4,41 + 0,39 *
trans-resveratrol 5,78 + 0,59 3,42 + 0,59 4,59 + 0,59 5,24 + 0,59 5,69 £ 0,59 5,40 £ 0,33 **
cis-resveratrol 38,50 + 4,87 27,94 + 4,87 26,59 + 4,87 28,40 + 4,87 27,77 + 4,87 30,12 +2,81 bl
Total 47,47 £ 4,37 34,02 + 4,37 34,50 + 4,37 37,82 £4,37 37,98 + 4,37 39,94 + 4,37 il
Flavonoles
miricetina-3-glucurdnido 2,22 +0,53 1,87 £0,53 2,33+0,53 2,16 + 0,53 2,19+0,53 2,45+ 0,30 n.s
miricetina-3-galactésido n.d 1,25 +0,62 1,20+ 0,62 0,99 + 0,62 1,42 +0,62 1,32 + 0,36 *
miricetina-3-glucosido 2,99 + 3,27 6,69 + 3,27 4,41 + 3,27 5,30 + 3,27 9,22 + 3,27 7,28 +1,89 n.s
quercetina glucurénido 11,08 £ 1,93 8,10+ 1,93 10,20+ 1,93 10,31 +1,93 11,30+1,93 11,41 +£1,11 *x
quercetina glucdsido 2,73+0,70 1,78 £ 0,70 1,55+0,70 2,40+0,70 2,86 +0,70 2,75+0,40 *x
miricetina 17,03+ 12,01 15,24 + 12,01 22,68 + 12,01 19,86 + 12,01 12,86 + 12,01 26,43 £ 6,93 n.s
laricitrina glucdsido n.d 3,65+0,13 n.d n.d n.d n.d *
isorhamnetin glucésido 2,24 +0,39 1,39 £ 0,39 1,51+0,39 1,91+0,39 2,28 £ 0,39 2,25 +0,22 b
siringetin glucésido n.d 7,69 1,10 7,54 +1,10 8,16 +1,10 10,16 £ 1,10 8,53+ 0,63 *x
quercetina 20,14 + 14,84 4,67 +14,84 6,14 + 14,84 n.d n.d n.d xk
laricitrina 4,72 +2,39 1,91 +2,39 2,76 + 2,39 2,13 +2,39 0,75+ 2,39 3,11+1,38 n.s
isorhamnetina 3,95+ 3,61 1,36 + 3,61 1,59 + 3,61 0,57 £ 3,61 0,77 £ 3,61 n.d o




Tabla 1.20. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*
siringetina 3,91 +4,17 1,53 +4,17 3,79 +4,17 3,26 +4,17 1,04 +4,17 4,41 +241 n.s
Total 71,01 £31,71 57,10 £ 31,71 65,68 + 31,71 57,02 +31,71 54,84 +31,71 80,60 + 18,29 n.s

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo. n.d = no detectado.



Tabla 1.21. Concentracién media e intervalo de confianza (IC) de los compuestos fendlicos no antocianicos de diferentes familias: derivados de acidos hidroxicinamicos
(equivalente mg/L de acido cafeico** y equivalente mg/L de &cido cumarico***), estilbenos (umoles/L) y flavonoles (umoles/L) en los vinos de la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09  Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Acidos hidroxicindmicos
trans-acido caftarico** 5,54 + 6,22 7,88 + 6,22 18,07 + 6,22 22,92 + 6,22 10,11 + 6,22 10,32 + 3,60 *
trans-acido cutarico*** n.d 2,88 + 2,53 6,46 + 2,53 8,62 + 2,53 3,71 +2,53 3,97 £ 1,46 *x
cis-acido cutarico*** n.d 2,64 +0,30 2,09 +£0,30 2,02+0,30 2,54 + 0,30 2,56 £+ 0,17 *
acido cafeico** 7,17 £ 8,92 12,93 + 8,92 14,15 + 8,92 37,14 + 8,92 8,68 + 8,92 14,41 +5,15 *
p-acido cumarico*** 7,13+2,81 9,83+2,81 8,80 £ 2,81 16,95+ 2,81 6,84 + 2,81 9,06 +2,81 *
cafeoato de etilo** 7,13+ 0,69 6,62 + 0,69 7,72 £ 0,69 7,34 £ 0,69 7,70 £ 0,69 7,30+£0,40 n.s
cumarato de etilo*** 573+1,21 6,62 +1,21 6,53+1,21 5,96 £ 1,21 6,14 +1,21 6,27 £ 0,70 n.s
Total 32,69+ 14,71 49,42 +14,71 63,81 +14,71 100,91 +14,71 45,73 +14,71 53,87 +8,49 *
Estilbenos
trans-piceido 3,59 +£0,80 3,62 +0,80 2,12 +0,80 2,99 +£ 0,80 3,35+£0,80 2,95+0,46 n.s
trans-resveratrol n.d 13,16 3,17 8,43 £ 3,17 6,15 + 3,17 8,23 £ 3,17 7,46 +1,83 bl
cis-resveratrol 41,72 £ 4,63 33,94 + 4,63 28,36 + 4,63 36,49 £ 4,63 36,26 + 4,63 37,56 + 2,67 *
Total 45,31 £ 6,12 50,73 + 6,12 38,91 +6,12 45,64 + 6,12 47,84 £ 6,12 47,98 + 3,53 n.s
Flavonoles
miricetina-3-glucurénido 2,47 £0,42 1,70+ 0,42 2,95+0,42 1,43 +0,42 2,79+0,42 2,51+0,24 o
miricetina-3-galactésido 0,78 £ 0,23 0,60 + 0,23 0,81 +0,23 0,43 +0,23 1,01 £0,23 0,87 +0,12 o
miricetina-3-glucésido 16,43 +2,18 16,17 £ 2,18 18,93+ 2,18 10,78 £ 2,18 17,79 £ 2,18 18,65+ 1,26 o
quercetina 3-glucurénido 9,51+243 5,59+ 2,43 13,78 £ 2,43 5,28 + 2,43 11,55+2,43 9,83+1,41 *x
quercetina 3-glucésido 6,69 + 1,88 4,54 +1,88 9,14 + 1,88 3,25+1,88 6,94 + 1,88 7,47 +1,08 *x
miricetina 3,78+1,11 3,71+1,11 424 +1,11 3,47 £1,11 2,06 +£1,11 3,09 £ 0,65 n.s
laricitrina 3-glucosido 3,63 +1,00 4,72 +1,00 6,49 + 1,00 4,88 + 1,00 3,48 + 1,00 5,14 + 0,58 b
isorhamnetin 3-glucésido 2,38 +£0,53 1,57 £ 0,53 2,96 + 0,53 1,12+ 0,53 2,34 +£0,53 2,48 £ 0,30 b
siringetin 3-glucosido 6,88 + 0,50 6,20 + 0,50 7,26 £ 0,50 5,67 £ 0,50 6,69 + 0,50 7,07 £0,28 *
quercetina n.d n.d 2,89 +0,47 1,07 £ 0,47 n.d n.d xx
laricitrina 0,59 +0,16 0,77 £0,16 0,83+0,16 0,62 +0,16 0,52 +0,16 0,52 £ 0,09 o
isorhamnetina n.d 0,27 + 0,05 0,89 + 0,05 0,69 + 0,05 n.d 0,61 + 0,03 **




Tabla 1.21. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbr13 Mbr09 Mbr13 Mbr09 Mbr13 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*
siringetina n.d 1,08 £ 0,55 1,50 £ 0,55 1,55+ 0,55 n.d 0,66 + 0,34 o
Total 53,04 £ 7,36 46,95 + 7,36 72,68 + 7,36 40,26 £ 7,36 55,18 £ 7,36 58,92 £ 4,26 *k

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo; n.d = no detectado.
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En cuanto al contenido de estilbenos, todos los compuestos de la vendimia
2010 y el resveratrol en la vendimia 2011 presentan diferencias significativas. Este
compuesto parece estar influenciado de forma negativa por los tratamientos de
abonado, dado que sus concentraciones son mayores en el vino control (vino 1). El
cis-resveratrol fue el compuesto mayoritario en todos los vinos de ambas vendimias, a
diferencia de los resultados encontrados en la literatura, donde el isdmero trans es
mayoritario al isomero cis (LOPEZ et al., 2009). Sin embargo, las diferencias
encontradas en los deméas compuestos no siguen un patrén idéntico en una vendimia
y otra, por lo que no podemos relacionarlas con las formas de fertilizacion de los
vifiedos. Las concentraciones totales de estilbenos estdn por encima de las
reportadas por otros autores en vinos jovenes Cabernet Sauvignon (BAI et al., 2013;
Ll et al., 2011).

Un total de trece flavonoles han sido identificados en los vinos, presentando
muchos de ellos diferencias significativas entre las muestras. En la vendimia 2010, la
miricetina fue el compuesto mayoritario encontrado en todas las muestras de vino,
apareciendo sus derivados, miricetina 3-glucurénido, miricetina 3-galactésido y
miricetina 3-glucésido, en bajas concentraciones. En la vendimia 2011, el compuesto
mayoritario encontrado en todas las muestras de vino fue la miricetina 3-glucésido.
Estos resultados indican diferentes grados de hidrdlisis de la miricetina en las dos
vendimias, siendo una hidrélisis casi total en la vendimia 2010 y un grado de hidrdlisis
muy bajo en la vendimia 2011. Otro flavonol cuantitativamente importante en todas las
muestras de vino de ambas vendimias fue la quercetina 3-glucorénido. Este
compuesto ha sido identificado por otros autores como uno de los flavonoles més
importantes de los vinos Cabernet Sauvignon (BAIl et al.,, 2013; HERMOZIN-
GUTIERREZ et al., 2005).

En la Figura 1.13 se representa el contenido en compuestos fendlicos no
antocianicos de las muestras tratadas con matrices MBR09 y MBR13 en ambas

vendimias. Puede observarse como los controles fueron los que mostraron menor
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cantidad de estos compuestos en las dos vendimias, siendo las muestras 5 y 6 las
que obtuvieron mayores concentraciones de fenoles no antocianicos en la vendimia

2010, mientras que en la vendimia 2011 fueron las muestras 3y 4.

COMPUESTOS FENOLICOS NO ANTOCIANICOS

300 ~
250
200 -
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100
50 A

@ Vendimia 2010
@ Vendimia 2011

Concentracion (mg L-1)

0 ’_!__!__!_!__!__!/
Vino Vino Vino Vino Vino Vino
1MBR 2MBR 3MBR 4MBR 5MBR 6MBR

Muestras

Figura 1.13. Sumatorio de los compuestos fendlicos no antocianicos de los vinos tratados con
matrices MBR09 y MBR13 en las vendimias 2010 y 2011.

Efecto sobre la composicidén de antocianos y piranoantocianos del vino

La cuantificacion e identificacion de los antocianos encontrados en los vinos
se muestran en las Tablas 1.22 y 1.23. Un total de doce antocianos fueron
cuantificados en las muestras de vino, siendo la malvidina 3-glucésido el compuesto
mayoritario en todas ellas. Las concentraciones de este compuesto estan por encima
de las encontradas en los vinos argentinos provenientes de la misma variedad
(FANZONE et al., 2012), pero por debajo de los resultados reportados por Lopez et
al., (2009) y Hermosin-Gutiérrez et al., (2005) en los vinos Cabernet Sauvignon
espafioles. La malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido fue el compuesto acetilado mas
abundante en todas las muestras de vino de ambas vendimias. Otros autores también
reportan este compuesto como el mas abundante en las formas acetiladas presentes
en los vinos (LOPEZ et al., 2009). Por otro lado, la cianidina 3-glucésido fue el

antociano monomero encontrado en menores cantidades en los vinos, resultados que

128



Rafael Schumacher Resultados y Discusion

también estan de acuerdo con los encontrados en la literatura (GONZALEZ-NEVEZ et
al., 2007). Por ultimo, hemos encontrado solo dos formas cumaroiladas de antocianos,
siendo ellas la peonidina-3-(6"-cumaroil)-glucdsido y la malvidina-3-(6”-cumaroil)-
glucosido.

Todos los piranoantocianos encontrados en nuestros vinos son derivados de
la malvidina 3-glucdsido y sus formas acetiladas. Algunas formas cumaroiladas fueron
identificadas solo en las muestras de vino de la vendimia 2010.

Entre las vitisinas, la vitisina A fue el compuesto encontrado en mayores
cantidades en los vinos de ambas vendimias. La vitisina B, solo fue identificada en los
de la vendimia 2011, contribuyendo a una mayor concentracion total de dichos
compuestos en esta vendimia.

Al igual que ocurria en la experiencia anterior los vinos de la vendimia 2011
presentaron mayores cantidades de antocianos y piranoantocianos que los de la
vendimia 2010. Siendo ademas los vinos controles, procedentes de vides sin
tratamiento los que tuvieron menores cantidades. Sin embargo este efecto no se noté
en los vinos de la vendimia 2010, a pesar de que algunos compuestos presentaron

diferencias significativas entre las muestras.

ANTOCIANOS + PIRANOANTOCIANOS

250
200

150 @ Vendimia 2010
100 ~ @ Vendimia 2011
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e g
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Figura 1.15. Sumatorio de los compuestos fendlicos antocidnicos y piranoantocianos de los

vinos tratados con matrices MBR09 y MBR13 en las vendimias 2010 y 2011.
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Tabla 1.22. Concentracion media (mg/L) e intervalo de confianza (IC) de las antocianinas y piranoantocianinas identificadas por HPLC-MS" en los vinos de la

vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbri3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

delfinidina 3-glucésido 6,45 + 0,89 4,29 + 0,89 6,74 £ 0,89 5,72 +£0,89 5,82 £ 0,89 5,92 + 0,52 o
cianidina 3-glucdésido 1,58 + 0,20 1,36 + 0,20 1,83 +£0,20 1,72 +0,20 1,59 +0,20 1,57 +0,12 o
petunidina 3-glucosido 7,69 +0,75 5,83+0,75 7,91+0,75 6,85+ 0,75 7,61+0,75 7,06 £0,43 o
peonidina 3-glucésido 6,16 £ 0,52 5,05+ 0,52 6,23 £ 0,52 5,57 £ 0,52 6,45 £ 0,52 5,49 £ 0,30 o
malvidina 3-glucésido 71,27 £ 8,72 64,68 + 8,72 68,94 + 8,72 67,18 + 8,72 76,36 + 8,72 59,53 + 5,04 *
delfinidina 3-(6-acetil)-glucésido 2,85+0,25 2,13+0,25 2,61+0,25 2,84 +0,25 2,48 + 0,25 2,81+0,15 *k
cianidina 3-(6”-acetil)-glucosido 1,53+0,15 1,17 + 0,15 1,37+ 0,15 1,58 + 0,15 1,46 + 0,15 1,56 + 0,08 *
petunidina 3-(6"-acetil)-glucésido 2,38+0,48 1,98 +£0,48 1,99 £ 0,48 2,40+0,48 2,01+0,48 2,54 +0,28 n.s
peonidina 3-(6"-acetil)-glucésido 3,83+0,41 155+0,41 1,79+0,41 2,34+0,41 1,82+0,41 2,20+0,24 *k
malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido 16,46 + 3,52 10,55 + 3,52 10,13 + 3,52 15,06 + 3,52 9,98 + 3,52 13,01 +2,03 n.s
peonidina 3-(6”"-cumaroil)-glucésido 1,52 + 0,30 1,36 +£ 0,30 1,48 + 0,30 1,60 + 0,30 1,67 +0,30 1,19+ 0,17 n.s
malvidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 4,71 +0,59 4,27 +0,59 4,41 £ 0,59 4,85 + 0,59 4,67 +£0,59 421+0,34 n.s
Total 126,50 + 14,08 104,20 + 14,08 115,40 + 14,08 117,70 £ 14,08 121,90 + 14,08 107,09 + 8,14 n.s
10-catequil-piranomalvidin-3-glucésido 1,75+0,61 2,74 0,61 3,01+0,61 1,79+0,61 2,44 + 0,61 2,14 +0,35 *k
10-catequil-piranomalvidin-3-(6”-acetil)-glucosido 0,83+0,21 0,86 + 0,21 0,98 + 0,21 0,77 £ 0,21 0,86 + 0,21 0,93+0,12 n.s
10-hidroxi-piranomalvidin-3-glucésido 1,60+0,12 1,43+0,12 1,58 +0,12 1,49 £ 0,12 1,93+0,12 1,42 £ 0,07 xx
10-catequil-piranomalvidin-3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,42 + 0,07 0,45 + 0,07 0,58 + 0,07 0,45 + 0,07 0,62 + 0,07 0,49 + 0,04 xx
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6-acetil)-glucosido 0,66 + 0,05 0,61 + 0,05 0,65 + 0,05 0,66 + 0,05 0,76 + 0,05 0,63 £ 0,03 xx
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6”-cumaroil)-glucésido 0,28 + 0,07 0,32 +£0,07 0,32 + 0,07 0,24 + 0,07 0,35+ 0,07 0,30 £ 0,03 n.s
Total 5,53 +0,95 6,41 + 0,95 7,13 +£0,95 5,40 £ 0,95 6,96 + 0,95 5,91+ 0,55 n.s
vitisina A 5,54 + 0,65 4,87 £ 0,65 6,03 £ 0,65 5,56 + 0,65 6,20 £ 0,65 6,36 + 0,38 *
acetil vitisina A 5,25+0,74 4,45+ 0,74 5,61+0,74 6,18 £ 0,74 5,87 +0,74 6,31 £0,42 *x
Total 10,79+ 1,34 9,31+1,34 11,63+1,34 11,73+1,34 12,07 +£1,34 12,67 £ 0,77 o

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo



Tabla 1.23. Concentracion media (mg/L) e intervalo de confianza (IC) de las antocianinas y piranoantocianinas identificadas por HPLC-MS" en los vinos de la

vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09  Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

delfinidina 3-glucésido 7,66 £1,22 9,19+1,22 11,71 +£1,22 6,53+ 1,22 9,58 +1,22 7,95+0,7 i
cianidina 3-glucdésido 0,70+ 0,17 0,80 £ 0,17 1,25+0,17 0,62 +£0,17 0,98 £ 0,17 0,78 £ 0,10 i
petunidina 3-glucosido 8,81 +1,38 10,79 +1,38 12,78 +1,38 8,31+1,38 10,76 + 1,38 9,65+ 0,80 i
peonidina 3-glucésido 7,55+ 0,96 7,92 + 0,96 10,59 + 0,96 5,89 + 0,96 9,27 £ 0,96 8,16 £ 0,55 i
malvidina 3-glucésido 72,06 + 10,04 98,01 + 10,04 97,07 + 10,04 84,94 + 10,04 89,98 + 10,04 85,92 + 5,80 *
delfinidina 3-(6”-acetil)-glucésido 3,28+£0,78 3,89+0,78 5,26 £ 0,78 3,14 £ 0,78 3,73+0,78 3,81+£0,46 *
cianidina 3-(6”-acetil)-glucosido 2,21+£0,31 2,19+0,31 3,54+0,31 1,86 + 0,31 2,39+0,31 2,53+0,18 *k
petunidina 3-(6"-acetil)-glucésido 2,78+0,73 3,19+0,73 4,72 £0,73 2,86 +0,73 3,04 +£0,73 3,23+0,41 *k
peonidina 3-(6”-acetil)-glucésido 2,84+0,75 3,39+£0,75 4,28 £0,75 2,53+0,75 2,87 £0,75 3,38 +£0,43 *
malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido 12,97 + 5,76 18,01 +5,76 19,84 £+ 5,76 15,78 + 5,76 14,28 +5,76 16,08 + 3,32 n.s
peonidina 3-(6”"-cumaroil)-glucésido 1,02 +0,13 1,23+0,13 1,51 +0,13 0,83+0,13 1,27 £ 0,13 1,13 + 0,08 xk
malvidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 3,46 £ 0,73 493+0,73 5,17 £0,73 3,37+0,73 4,39+0,73 3,99 £ 0,42 xk
Total 125,36 + 17,59 163,56 + 17,59 177,77 + 17,59 136,70 £ 17,59 152,58 + 17,59 146,64 + 10,15 *x
10-catequil-piranomalvidin-3-glucésido 1,64 + 0,37 1,53 +0,37 2,16 + 0,37 2,08 + 0,37 2,03+0,37 1,64 £0,21 xx
10-catequil-piranomalvidin-3-(6”-acetil)-glucosido 0,62 +0,18 0,72 +0,18 0,91 +0,18 0,72 +0,18 1,06 £ 0,18 0,64 +£0,10 xx
10-hidroxi-piranomalvidin-3-glucésido 1,40+ 0,51 1,30 £ 0,51 1,91+0,51 2,10+0,51 1,40 £ 0,51 1,29 £ 0,29 xx
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6-acetil)-glucosido 0,44 + 0,19 0,47 £ 0,19 0,61 +0,19 0,65+0,19 0,45 +0,19 0,31+0,11 xx
Total 4,10+ 1,10 4,02+1,10 559+1,10 556 +1,10 4,94 +1,10 3,89 £ 0,65 n.s
vitisina A 9,78 £1,00 8,49 + 1,00 12,19+ 1,00 8,24 +1,00 10,83 +1,00 10,09 + 0,58 *
vitisina B 8,78 £ 0,67 8,04 £ 0,67 9,30 £ 0,67 7,32+0,67 8,46 + 0,67 8,80 + 0,38 *
acetil vitisina A 7,18 £0,73 7,06 £ 0,73 9,59 +0,73 5,33+0,73 7,99+0,73 7,70+£0,43 *
Total 25,74+ 2,15 23,59 +2,15 31,09+ 2,15 20,90 + 2,15 27,28 +2,15 26,59+1,24 o

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo.
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1.3.2.3. Efecto de la aplicacién de las matrices MBR09 y MBR13 en la
composicion aminoacidica de los vinos
Aminoacidos

La composicién cuantitativa y cualitativa de los aminoacidos presentes en los
vinos de esta experiencia se muestra en las Tablas 1.24 y 1.25. Un total de 24
aminoacidos han sido identificados en los vinos de ambas vendimias. Como era de
esperar, la prolina fue el aminoacido mayoritario en todas las muestras de vino
analizadas. Sus concentraciones han cambiado mucho de una vendimia a otra,
principalmente en la muestra de vino identificada como vino 3 (1680 MBR09 + 120
MBR13) en la vendimia 2011 (954,47 mg L™), que muestra valores muy por debajo de
los obtenidos en la vendimia 2010 (2188,17 mg L™). Con excepcién de la muestra de
vino 4, todas las otras presentan mayores concentraciones de prolina en la vendimia
2010, frente a la de 2011. La concentraciéon de prolina siempre se ha relacionado con
el estado de madurez de las uvas, que ya se ha comentado que en esta vendimia fue
inferior.

Otros aminoécidos, tales como el acido glutdmico, a- y B-alanina, arginina,
hidroxiprolina y &cido-»aminobutirico forman la fraccibon mas importante de los
aminoacidos presentes en el vino. De una manera general, la composicién individual
de aminoéacidos de los vinos presenta algunas diferencias significativas entre las
muestras. Sin embargo, es dificil asociarlos con los diferentes tipos de abonado
utilizados en los vifiedos, debido al distinto comportamiento observado en las dos
vendimias (Figura 1.16). Por ejemplo, el vino 4 fue el que tuvo menor cantidad de
aminoacidos totales en la vendimia 2010 y la mayor en la 2011, mientras que en el

vino 3 ocurre lo contrario.
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Figura 1.16. Aminodacidos totales de los vinos tratados con matrices MBR09 y MBR13 en las
vendimias 2010 y 2011.
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Tabla 1.24. Concentracion media (mg L'l) e intervalo de confianza (IC) de los aminoacidos en los vinos de la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09  Mbri3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Aminoacidos
acido aspartico 1,14 £ 0,21 0,77 £0,21 0,56 £ 0,21 0,57 £0,21 0,51+£0,21 0,56 £0,12 *x
acido glutamico 2,79 +0,76 2,49 £ 0,76 2,08 £ 0,76 0,99 £ 0,76 1,54 +0,76 1,94 + 0,44 *x
asparagina 0,28 £ 0,20 0,02 £ 0,20 0,02 £ 0,20 0,13 +£0,20 0,17 £ 0,20 0,21 +£0,12 n.s
serina 0,65 £ 0,20 0,06 £ 0,20 0,06 £ 0,20 0,48 £ 0,20 0,63 £ 0,20 0,65+0,11 *x
hidroxiprolina 19,32 + 4,53 22,89 £4,53 21,50 £ 4,53 13,60 + 4,53 19,47 + 4,53 19,00 + 2,62 *x
glutamina 3,07 +£1,89 2,34 £1,89 2,51+1,89 1,12+ 1,89 3,43+£1,89 2,46 £ 1,10 n.s
histidina 0,89+1,29 0,81+1,29 0,45 +1,29 2,20+£1,29 0,47 £1,29 1,13+£0,72 n.s
glicina 2,56 £ 0,68 2,12+ 0,68 1,94 £ 0,68 1,52 £ 0,68 1,86 £ 0,68 2,02+0,43 n.s
treonina 2,17 £1,10 151+£1,10 1,68 £1,10 1,16 £1,10 1,44 +£1,10 1,45 £ 0,64 n.s
B-alanina 3,71+£0,90 5,62 + 0,90 3,68 £ 0,90 2,83 +0,90 4,18 + 0,90 3,42 +0,52 o
arginina 5,36 + 2,02 4,77 £ 2,02 4,71+ 2,02 4,35+ 2,02 7,87 £2,02 524 +1,16 n.s
a-alanina 3,29+1,40 3,19+1,40 3,39+1,40 2,67 +1,40 2,62+1,40 3,71+0,81 n.s
acido-yaminobutirico 1,89+ 0,93 1,82 +0,93 1,91+0,93 2,51+0,93 2,71+0,93 2,30+0,24 n.s
prolina 2062,35 + 518,79 2499,13 + 518,79 2188,17 +£ 518,79 1150,23 £ 518,79 2211,59 + 518,79 1907,79 + 518,79 ki
tirosina 0,91+1,10 0,36 +£ 1,10 0,36 £ 1,10 0,44 £ 1,10 0,66 £ 1,10 1,42 + 0,68 n.s
valina 0,65 £ 0,47 0,48 £ 0,47 0,39 £ 0,47 0,40 £ 0,47 0,44 £ 0,47 0,81 £0,27 n.s
metionina 0,35+0,34 0,23+0,34 0,24 + 0,34 0,39+0,34 0,18 +£0,34 0,47 £ 0,20 n.s
cisteina 1,15+ 1,65 0,69 + 1,65 0,87 £ 1,65 0,46 £ 1,65 0,70 £ 1,65 1,23 + 0,95 n.s
isoleucina 0,78 £ 0,15 0,29 £ 0,15 0,29 £ 0,15 0,18 £ 0,15 0,39 £ 0,15 0,37 £ 0,08 *x
triptéfano 0,79+0,48 0,21 +0,48 0,23+0,48 0,32 +0,48 0,35+0,48 0,61 +£0,28 n.s
leucina 0,64 +£0,19 0,27 £ 0,19 0,24 £ 0,19 0,38 +£0,19 0,29 £ 0,19 0,38 £0,11 *x
fenilalanina 1,31 +£0,92 0,48 £ 0,92 0,54 £ 0,92 1,51 +0,92 0,96 £ 0,92 0,66 + 0,53 n.s
ornitina 0,46 £ 0,18 0,37 +£0,18 0,26 + 0,18 0,42 +0,18 0,41 +0,18 0,39+0,18 n.s
lisina 0,69 £ 0,21 0,40 £ 0,21 0,43+0,21 0,82 +£0,21 0,44 £ 0,21 0,41 +£0,13 *x
Total 2117,27 +518,61  2551,34 + 518,61 2236,57 + 518,61 1189,71 + 518,61 2262,37 + 518,61 1958,64 + 299,42 el

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo.



Tabla 1.25. Concentracion media (mg L'l) y diferencia significativa honesta (DSH) de los aminoacidos en los vinos de la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09  Mbrl3 DSH
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Aminoacidos

acido aspartico 9,29 +2,73 14,07 £ 2,73 7,36 £2,73 20,84 £ 2,73 9,92 +2,73 10,66+ 1,57 *x
acido glutamico 17,72 + 3,33 20,95 + 3,33 15,93 + 3,33 30,44 £ 3,33 18,48 + 3,33 18,58 + 1,92 *x
asparagina 4,31 +1,66 3,26 £ 1,66 3,76 £ 1,66 5,37 £ 1,66 5,79 £ 1,66 3,62 +£0,76 n.s
serina 4,96 +£1,77 6,85+ 1,77 3,81+£1,77 11,21 +1,77 599+ 1,77 591+1,11 *x
hidroxiprolina 15,09 + 4,57 16,48 + 4,57 13,13 + 4,57 17,95+ 4,57 15,64 + 4,57 15,07 + 2,64 n.s
glutamina 3,23+0,45 3,24 £ 0,45 3,12 £ 0,45 3,67 £0,45 4,32 £ 0,45 3,29 £0,22 *x
histidina 3,55+2,88 6,39 + 2,88 5,69 + 2,88 7,45+ 2,88 7,08 £ 2,88 5,15+ 1,67 n.s
glicina 8,78+ 1,74 10,43 +£1,74 7,48 £1,74 13,93 +1,74 9,21+1,74 8,98 £1,01 *x
treonina 8,01 £1,70 8,80 +1,70 6,43+ 1,70 12,33+ 1,70 7,99 £1,70 8,39+ 0,98 o
B-alanina 8,20+ 1,28 11,54 £1,28 8,96 £ 1,28 15,53 +1,28 10,16 £1,28 8,66 £ 0,74 *x
arginina 9,46 + 2,08 9,36 + 2,08 8,21 +2,08 9,35+ 2,08 10,67 £ 2,08 9,19 +1,20 n.s
a-alanina 16,38 £ 3,74 19,14 £ 3,74 14,05 + 3,74 27,40 £ 3,74 18,03 £ 3,74 17,84 £ 3,74 *x
acido-yaminobutirico 20,55+ 1,54 23,22+1,54 20,63 £ 1,54 26,28 £ 1,54 24,27 £ 1,54 21,11 £ 0,90 *x
prolina 1533,17 + 634,69 1690,09 + 634,69 954,47 + 634,69 1953,13 + 634,69 1473,18 + 634,69 1239,27 + 366,44 n.s
tirosina 7,59 +2,98 6,10 + 2,98 7,01 £2,98 12,38 + 2,98 9,45+ 2,98 7,98+ 1,72 *x
valina 8,66 + 2,63 9,22 + 2,63 6,68 £ 2,63 14,21 + 2,63 8,29 + 2,63 9,03 +1,52 *x
metionina 3,13+£0,90 3,55+0,90 3,66 £ 0,90 4,62 £ 0,90 3,91+£0,90 2,79 £ 0,52 *x
cisteina 22,38 £ 4,54 18,25 + 4,54 25,11 + 4,54 30,54 £ 4,54 28,68 £ 4,54 16,86 + 2,62 *x
isoleucina 581+1,71 6,23+ 1,71 455+1,71 9,73+1,71 6,01 +1,71 5,91 +£0,99 *x
triptéfano 4,04 +£1,64 4,04 +1,64 5,67 + 1,64 6,21 + 1,64 4,47 £ 1,64 3,73+£0,95 n.s
leucina 9,82 + 3,70 13,60 + 3,70 6,92 + 3,70 22,79 £ 3,70 11,45 + 3,70 10,77 £ 2,14 *x
fenilalanina 7,92 £ 2,05 9,43 £ 3,70 5,58 + 3,70 14,85 + 3,70 9,11 + 3,70 8,01+£1,19 *x
ornitina 1,31 £5,05 6,74 £ 5,05 0,92 £ 5,05 7,58 £ 5,05 1,16 £ 5,05 1,22 £2,92 *x
lisina 11,51 +3,74 16,71 + 3,74 9,64 + 3,74 27,87 £ 3,74 14,61 + 3,74 12,68 + 2,15 **
Total 1744,91 + 654,25  1937,75 + 654,25 1148,82 + 654,25 2304,72 + 654,25 1717,91 + 654,25 1454,92 + 377,73 n.s

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s no significativo.
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Aminas biégenas

Las aminas biégenas son bases organicas de bajo peso molecular que juegan
un papel importante como reguladores de diversos procesos fisiolégicos en el
organismo humano. Pueden estar presentes en los productos alimenticios en
concentraciones variables, en general, como resultado de la existencia de procesos
fermentativos o debido a contaminaciones bacterianas (GARCIA-MARINO, 2010). De
esta manera, productos fermentados como la cerveza, el vino y el queso son buenos
ejemplos de sustancias que presentan ciertas cantidades de aminas biégenas.

Las aminas bidgenas identificadas y cuantificadas en nuestras muestras de
vinos son presentadas en las Tablas 1.26 y 1.27. Un total de seis aminas biégenas
fueron identificadas en la vendimia 2011 y cinco en la vendimia 2010. En este sentido,
la tiramina tuvo un comportamiento diferente de las otras aminas. Esta amina no fue
cuantificada en las muestras de vino de la vendimia 2010 y solo aparece en tres
muestras de vinos de la vendimia 2011. Los factores que afectan la formacion de
tiramina en los vinos pueden estar relacionados con los niveles del aminoacido
tirosina en los mostos y también con la presencia de azUcares, principalmente la
glucosa (SOUZA et al., 2005). Una menor concentracidon del aminoacido tirosina fue
encontrada en los vinos de la vendimia 2010 frente a la vendimia 2011 (ver Tablas
1.24 y 1.25). Una explicacién para este hecho seria que los bajos niveles de tirosina
en la vendimia 2010 no fueron suficientes para su metabolizacion y produccion de
tiramina en los vinos de esta vendimia. La tiramina puede causar efectos fisioldgicos
adversos en los seres humanos y sus sintomas estan asociados a migrafias y a
hipertensién (SILLAS SANTOS, 1996). Sin embargo, en ningdn caso, en nuestros
vinos, los niveles de tiramina superan los limites téxicos, que van de 10 a 80 mg L?
(SOUFLEROQOS et al., 1998).

Tabla 1.26. Concentracién media (mg L™) e intervalo de confianza (IC) de las aminas

bidgenas en los vinos de la vendimia 2010.
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Tabla 1.26. Concentracion media (mg L'l) e intervalo de confianza (IC) de las aminas bidgenas en los vinos de la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbr1l3  Mbr09 Mbr13 Mbr09 Mbr13 Mbr09 Mbr13 Mbr09 Mbr13 IC
o* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*
Aminas biégenas
histamina 0,48 £ 0,47 0,17 £ 0,47 0,21 £ 0,47 0,14 £ 0,47 0,31 +£0,47 0,70 x0,27 n.s.
putrescina 4,92 2,42 6,16 + 2,42 3,31+2,42 3,49+242 3,84+242 3,70+ 1,43 n.s.
triptamina 0,14 + 0,10 0,09 + 0,10 0,08 + 0,10 0,12+ 0,10 0,14 £ 0,10 0,17 + 0,06 n.s.
cadaverina 1,51+0,48 1,86 £ 0,48 1,19+0,48 1,36 £ 0,48 1,42 £ 0,48 1,20 £ 0,28 n.s.
feniletilamina 0,06 + 0,03 0,03 + 0,03 0,05 + 0,03 0,04 + 0,03 0,05 + 0,03 0,06 + 0,01 n.s.
Total 7,11+ 2,96 8,31+ 2,96 4,84 2,96 5,15+ 2,96 5,76 + 2,96 584 +171 n.s.
Amonio 71,69 + 44,52 62,72 + 44,52 59,19 + 44,52 60,51 + 44,52 65,94 + 44,52 82,36 + 25,7 n.s.
Nitrégeno 359,30 + 9,86 266,00 + 9,86 280,00 + 9,86 345,30 + 9,86 336,00 + 9,86 247,33 +5,69 *
* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s. = no significativo; n.d = no detectado.
Tabla 1.27. Concentracién media (mg L™) e intervalo de confianza (IC) de las aminas biégenas en los vinos de la vendimia 2011.
Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09  Mbrl3 IC
0* o* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680*  1680* 900* 900*
Aminas biégenas
histamina 4,57+ 275 2,71+275 3,43+275 5,36 £ 2,75 3,30+ 2,75 3,54+1,59 n.s.
tiramina 4,40 £ 3,23 n.d n.d 4,12 + 3,23 n.d 0,83+0,20 xk
putrescina 11,94 + 6,08 9,58 + 6,08 11,28 + 6,08 15,92 + 6,08 12,71 £ 6,08 12,45+ 3,51 n.s.
triptamina 0,37 £ 0,07 0,29 + 0,07 0,45+ 0,07 0,30 + 0,07 0,36 + 0,07 0,26 + 0,04 *
cadaverina 0,92 £ 0,26 0,75+ 0,26 1,12 + 0,26 0,99 £ 0,26 1,05+ 0,26 0,83+0,14 n.s.
feniletilamina 0,26 + 0,07 0,19 + 0,07 0,24 £ 0,07 0,20 £ 0,07 0,23 + 0,07 0,17 + 0,04 n.s.
Total 22,46 + 10,55 17,09 + 10,55 16,53 + 10,55 26,90 + 10,55 17,65 + 10,55 18,08 + 6,09 n.s.
Amonio 20,43 £ 26,26 8,30 * 26,26 6,35 * 26,26 21,01 + 26,26 34,15 + 26,26 22,51 £15,16 n.s.
Nitrégeno 366,33 + 8,00 273,00 + 8,00 275,33 + 8,00 342,99 + 8,00 338,33 £ 8,00 250,44 + 4,62 o

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s. = no significativo; n.d = no detectado.
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La putrescina fue la amina biégena cuantitativamente mas importante en todos
los vinos estudiados. Estos hallazgos estan de acuerdo con los reportados por Souza
et al., (2005), evaluando vinos brasilefios de la variedad Cabernet Sauvignon y por
Pineda et al., (2012), analizando vinos Cabernet Sauvignon producidos en Chile. La
putrescina, juntamente con la cadaverina, no posee efectos toxicoldgicos sobre la
salud humana. Sin embargo, estas aminas pueden potencializar los efectos nocivos
de la histamina por interferir en las enzimas que metabolizan este compuesto
(GLORIA & VIEIRA, 2007; SOULFEROS et al., 2007; CINQUINA et al., 2004; SILLA-
SANTOS, 1996). Por otro lado, la putrescina y la cadaverina estan involucradas con
las malas condiciones sanitarias de las uvas o con la falta de higiene en las bodegas
(MARCOBAL et al., 2006; LEITAO et al., 2005).

Otra amina biégena formada en cantidades importantes en nuestros vinos fue
la histamina. Los niveles mas altos de histamina fueron encontrados en las muestras
de vino identificadas como vino 4 y vino 1 en la vendimia 2011. Sin embargo, estas
concentraciones no son preocupantes, visto que no superan los limites dichos como
toxicos para la salud de los consumidores, que son de 8 mg L™ segin Leitdo et al.,
(2012). Estos resultados no pueden ser asociados al abonado de las viflas, pues
concentraciones mucho mas bajas que éstas fueron encontradas en las mismas
muestras, pero en la vendimia 2010 (0,14 y 0,48 mg L™, respectivamente). Las
concentraciones encontradas en los vinos estan por encima de los 2 mg L™
establecidos como maximo en paises como Alemania.

Atendiendo al contenido total de aminas bidgenas (Figura 1.17) las cantidades
encontradas en los vinos de la vendimia 2011 fueron muy superiores que las de la
vendimia 2010, contrariamente a lo que ocurrié con la experiencia del abonado con
caliza. Este hecho tendria que explicarse por algun factor relacionado con la actividad

microbiana de los vinos, puede que con el desarrollo de la fermentacién malolactica.
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AMINAS BIOGENAS

3@ Vendimia 2010
@ Vendimia 2011

Concentracion (mg L-1)

Vino Vino Vino Vino Vino Vino
1MBR 2MBR 3MBR 4MBR 5MBR 6MBR

Muestras

Figura 1.17. Aminas bidgenas totales de los vinos tratados con matrices MBR09 y MBR13 en
las vendimias 2010 y 2011.

1.3.2.4. Efecto de la aplicacion de las matrices MBR09 y MBR13 en los
compuestos volatiles de los vinos

La composicién aromética de un vino constituye uno de los principales factores
que determinan su calidad y origen, asi como su aceptacion por parte de los
consumidores. En los Ultimos afios, una gran cantidad de compuestos aromaticos han
sido identificados en los vinos en concentraciones muy variadas, que en conjunto,
forman el perfil del aroma de los mismos. Este perfil aromético se ve influenciado,
entre otros factores, por las variedades de uvas utilizadas, por las diferentes practicas
viticolas, por las técnicas enolégicas empleadas y por las regiones de cultivo de los
vifledos (Xi et al., 2012).

Un total de 78 compuestos volatiles, entre ellos, alcoholes, ésteres, acidos,
alcoholes Cg, compuestos de tipo furano, terpenos, compuestos bencénicos, entre
otros, han sido identificados y cuantificados en nuestras muestras de vino analizadas
(Tablas 1.28 y 1.29).

Los ésteres forman uno de los principales grupos de compuestos del aroma
presentes en los vinos y son los mayores responsables del caracter afrutado, tipico de

los vinos jévenes (ETIEVANT, 1991). Un total de 18 ésteres, entre ésteres etilicos y

136



Rafael Schumacher Resultados y Discusion

ésteres de acetato, fueron identificados y cuantificados en las muestras de vino de
ambas las vendimias. De entre los ésteres de acetato, el acetato de etilo fue el
mayoritario tanto en la vendimia 2010 como en la 2011, con valores muy por encima
de su umbral de percepcion olfativa (7500 pg L™). En la vendimia 2010 el vino 1 (vino
control) fue el que presentd mayores cantidades de este compuesto y el vino 4 las
menores. Concentraciones elevadas de acetato de etilo no son deseables ya que
pueden impartir a los vinos un aroma “avinagrado” Otro acetato encontrado en
concentraciones elevadas en nuestros vinos fue el acetato de isoamilo. Este
compuesto posee notas aromaticas descritas como fresca y platano, con un umbral
olfativo de 30 pg L™ (GUTH, 1997), valores que son superados por todas nuestras
muestras analizadas, aunque los vinos de la vendimia 2011 tuvieron concentraciones
inferiores a los del 2010. Por otro lado, el acetato de 2-feniletilo, considerado el tercer
acetato cuantitativamente mas importante en nuestros vinos, no superé en ninguna de
las muestras el umbral de percepcion olfativa que es de 250 ug L™ (GUTH, 1997).

Con relacion a los ésteres etilicos, los cuantitativamente mas importantes en
nuestros vinos fueron el monosuccinato de etilo, succinato de dietilo, 4-hidroxibutirado
de etilo, caprilato de etilo y caproato de etilo. Como ya hemos reportado
anteriormente, el monosuccinato de etilo y el succinato de dietilo no interfieren en el
aroma de los vinos debido a que sus umbrales de percepcion olfativa son bastante
elevados, alrededor de los 500 mg L™ para el succinato de dietilo (TOMINAGA et al.,
1998). El caprilato de etilo posee un bajo umbral olfativo, entre 2 yg L*y 5 uyg L™, y
sus notas aromaticas son descritas como pifia, pera y floral (GUTH, 1997; FERREIRA
et al., 2000). Las concentraciones de este compuesto encontradas en nuestros vinos
superan en todos los casos su umbral de percepcion olfativa y estan de acuerdo con
los valores encontrados en la literatura (TAO et al., 2008; MORENO-PEREZ et al.,
2013; TAO & ZHANG et al., 2013). El caproato de etilo se encontré en nuestros vinos
en una concentracién media de 330 yg L™ en la vendimia 2011 y 203 ug L™ en la

vendimia 2010, resultados que estan en comun acuerdo con los encontrados en la
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bibliografia para vinos tintos jovenes de la misma variedad (TAO et al., 2008;
MORENO-PEREZ et al., 2013). En todos los casos, la concentracion de caproato de
etilo supera su umbral de percepcion olfativa, que es de 14 ug L™y posee aromas
descritos como afrutado y anis (FERREIRA et al., 2000). Algunas diferencias
significativas se han observado dentro de este grupo de compuestos pero los patrones
no se repiten en ambas vendimias.

En la Figura 1.18 se representan las cantidades totales de ésteres para cada
vendimia, en todos los casos menos en el control las cantidades de ésteres fueron
mayores en la vendimia 2011, en la que las diferencias entre las muestras no fueron
significativas. En la vendimia 2010 el vinol (control) presentd cantidades mayores de

ésteres totales, especialmente por sus elevadas cantidades de acetato de etilo.

ESTERES

120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

O Vendimia 2010
® Vendimia 2011

Concentracién (mglL)

Vino Vino Vino Vino Vino Vino
1MBR 2MBR 3MBR 4MBR 5MBR 6MBR

Muestras

Figura 1.18. Esteres totales de los vinos tratados con matrices MBR09 y MBR13 en las
vendimias 2010 y 2011.

Un total de 17 alcoholes fueron encontrados en los vinos analizados,
formando la fraccion volatil cuantitativamente méas importante de nuestros vinos. Estos
compuestos son liberados al medio como productos secundarios del metabolismo de

la levadura (PERESTRELO et al., 2006) y son reconocidos por su fuerte aroma y
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sabor picante que los relacionan con notas herbaceas (GOMEZ-CARPINTERO et al.,
2011).

El 3-metil butanol fue el alcohol superior encontrado en mayores cantidades en
todas las muestras de vino evaluadas, con concentraciones siempre por encima de los
400 mg L™. Otros alcoholes superiores encontrados en concentraciones importantes
fueron el 2-metil butanol, el metanol, el isobutanol y el propanol. De ellos, el propanol
parece no intervenir en el aroma de los vinos debido a su alto umbral de percepcion
olfativa, que es de 306 mg L™ (PEINADO et al., 2004), valores muy por encima de los
encontrados en nuestros vinos. El isobutanol presenta igualmente un umbral olfativo
(40 mg L™ (GUTH, 1997), que solo fue superado por una de las muestras (Tablas 1.28
y 1.29).

Las concentraciones totales de alcoholes superiores encontrados en nuestros
vinos (al igual que los encontrados en los vinos provenientes de uvas tratadas con las
calizas de esquisto y caliza convencional, ver Tablas 1.17 y 1.18) est4d muy por
encima de los valores dichos como ideales, lo que podria ser un problema desde el
punto de vista sensorial, por afectar negativamente el aroma de los vinos. En la
vendimia 2010 los alcoholes mayoritarios y la suma total no presentaron diferencias
significativas, sin embargo en la vendimia 2011 el contenido total fue
significativamente diferente entre las muestras, con un mayor contenido en la muestra

5 que ademas presento una cantidad de 3-metil butanol muy elevada (648,78 mg/L).
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Tabla 1.28. Concentracion media (ug/L) e intervalo de confianza (IC) de los compuestos volatiles minoritarios en los vinos de la vendimia 2010.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbri13 Mbr09 Mbr13
0* o* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Esteres

acetato de etilo
butanoato de etilo
isovalerato de etilo

acetato de isoamilo

caproato de etilo
acetato de hexilo
lactato de etilo

butanoic acid, 2-hydroxi-3methyl,

etil ester
caprilato de etilo

3-hidroxibutirato de etilo
2-hidroxi-4-metil-pentanoato de

etilo
malonato de dietilo

succinato de etil metilo

caprato de etilo

succinato de dietilo

4-hidroxibutirato de etilo
acetato de 2-feniletilo
monosuccinato de etilo

Total

92960,4 + 21199,4
115,46 + 31,68
10,92 + 3,35
401,07 + 108,9
306,55 + 54,32
3,31+1,93
46,44 + 22,03
16,62 +2,98

405,20 + 49,37
92,62 + 13,22
99,12 + 30,14
162,14 + 64,59
41,41 +£11,64
87,94 + 17,05
2279,36 * 743,55
818,05 + 225,10
155,33 £ 37,15
17888,5 + 3501,05
115890 + 19508,3

63030,6 + 21199,4
113,62 + 31,68
16,52 + 3,35
563,28 + 108,9
352,63 + 54,32
7,02+1,93
48,90 £ 22,03
15,86 + 2,98

450,69 + 49,37
121,91 £ 13,22
73,19 + 30,14
136,25 + 64,59
33,04 +11,64
83,56 + 17,05
2118,61 + 743,55
789,39 + 225,10
147,16 + 37,15
15306,5 + 3501,05
83408,5 + 19508,3

50204,9 + 21199,4
149,51 + 31,68
15,02 + 3,35
212,94 + 108,9
334,98 + 54,32
4,36 + 1,93
61,62 + 22,03
19,34 +2,98

409,41 + 49,37
92,91 + 13,22
94,55 + 30,14

202,11 + 64,59
40,84 + 11,64
68,81 + 17,05

2800,42 + 743,55
643,24 +£ 225,10
101,17 £ 37,15
19920,0 + 3501,05
75376,2 + 19508,3

354449 + 21199,4
186,08 + 31,68
18,46 + 3,35
495,28 + 108,9
348,92 + 54,32
3,50 + 1,93
57,74 + 22,03
21,51 +2,98

418,65 + 49,37
106,44 + 13,22
95,44 + 30,14
169,61 + 64,59
26,39 +11,64
120,22 + 17,05
1649,33 + 743,55
654,28 + 225,10
155,11 £ 37,15
19820,0 + 3501,05
59792,8 + 19508,3

84338,6 £ 21199,4
194,99 + 31,68
19,06 + 3,35
502,86 + 108,9
360,88 + 54,32
4,11 +£1,93
48,98 + 22,03
14,31 +2,98

445,30 + 49,37
115,94 £ 13,22
70,32 + 30,14
132,69 + 64,59
35,51 +11,64
106,57 + 17,05
1483,35 + 743,55
910,97 £ 225,10
149,74 £ 37,15
16496,2 + 3501,05
75430,7 £ 19508,3

64012,3 + 12239,5
153,10 + 18,29
7,31+ 1,94
254,25 + 62,88
292,48 + 31,37
4,54+1,12
53,59 + 12,72
9,90 +1,72

348,69 + 28,50
83,55+ 7,63
74,40 + 17,40
152,21 + 37,30
34,12 + 6,72
65,74 +9,84
2121,07 £ 429,29
705,47+ 129,96
109,22 + 21,45
17266,1 + 3501,05
85748,2 + 19508,3

*%k
*%
*%

*%

n.s

n.s

n.s

*%

*%

*%

n.s

n.s

n.s

*%

n.s

n.s

n.s

n.s

*%

Alcoholes
metanol
propanol
isobutanol
2-metil butanol

92515,6 + 14649,1
72125,6 + 9608,85
91341,9 £ 22942,4
174789 + 29260,4

94652,9 + 14649,1
64767,0 £ 9608,85
34981,7 £ 22942,4
124624 + 29260,4

85711,1 + 14649,1
45947,8 + 9608,85
100807 + 22942,4
139172 + 29260,4

784549 + 14649,1
53274,7 + 9608,85
48768,5 + 22942,4
120309 * 29260,4

99406,1 + 14649,1
58252,4 + 9608,85
53122,6 £ 22942,4
148235 + 29260,4

68443,4 + 8457,61
38136,7 + 5547,68
67945,6 + 13246,1
143341 + 29260,4

*%

*%

*%

n.s




Tabla 1.28. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
MbrO9  Mbrl3  Mbr0O9 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbril3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

3-metil butanol 472398 + 51004,2 567270 + 51004,2 539572 + 51004,2 407145 + 51004,2 648783 = 51004,2 447145 = 23004,02 *x
butanol 9,78+ 1,76 9,57 +£1,76 11,90 +£1,76 12,89 +1,76 12,85+£1,76 11,30+1,01 n.s
pentanol 10,08 £ 2,83 11,04 + 2,83 9,96 + 2,83 11,01 +£2,83 15,28 £ 2,83 10,96 + 1,64 n.s
4-metil pentanol 40,85 + 13,38 36,47 £ 13,38 44,30 + 13,38 44,19 + 13,38 47,99 + 13,38 42,70 £ 7,72 n.s
2-heptanol 4,19+1,62 3,09+1,62 4,24 +1,62 4,83+1,62 4,98 £ 1,62 3,93+0,93 n.s
3-metil pentanol 110,70 £ 12,82 117,32 +12,82 116,46 + 12,82 105,78 + 12,82 129,44 + 12,82 97,77 £ 7,40 *x
3-etoxi-1-propanol 1,91+£1,20 2,09+1,20 2,47 +£1,20 3,54+1,20 2,78 £1,20 2,47 £ 0,69 n.s
3-octen-1-ol 2,53+0,97 3,25+ 0,97 3,90 £ 0,97 3,25+ 0,97 3,76 £ 0,97 3,25+ 0,56 n.s
heptanol 32,42 £9,29 39,19 + 9,29 31,01 +£9,29 27,81 +£9,29 23,77 £9,29 30,94 + 5,35 n.s
2-propanol 17,51 £ 5,37 15,71 £ 5,37 20,09 £5,37 17,22 £ 5,37 13,50 £ 5,37 15,48 £ 4,14 n.s
2-etil-1-hexanol 2,87+0,82 3,01+ 0,82A 3,63+0,82 2,99 +0,82 2,65+0,82 3,40 + 0,47 n.s
octanol 28,29 £ 8,95 25,11 £8,95 40,09 + 8,95 34,28 + 8,95 40,37 + 8,95 25,99 +£5,16 *x
nonanol 7,47 +2,80 8,25+ 2,80 8,87 +2,80 8,03 + 2,80 6,91+ 2,80 5,67 + 2,80 n.s
Total 903440 + 93784,0 886570 + 93784,0 911508 + 93784,0 708228 + 93784,0 1008105 + 93784,0 765267 + 54146,2 *k
Compuestos Cs
1-hexanol 908,70 + 139,57 953,59 + 139,57 1057,85 + 139,57 1041,73 £ 139,57 1100,92 + 139,57 870,39 = 80,58 *x
(E)-3-hexen-1-ol 21,51 +3,31 24,27+ 3,31 26,58 = 3,31 26,24 £ 3,31 26,97 £ 3,31 21,33+£191 *x
(2)-3-hexen-1-ol 15,11 +£1,89 16,58 + 1,89 15,76 £1,89 18,56 + 1,89 17,09 £1,89 14,31 £ 1,09 *x
(E)-2-hexen-1-ol 4,62 +1,25 5,64 £1,25 7,25+1,25 6,14 + 1,25 5,68 £ 1,25 5,49 +0,73 *x
(2)-2-hexen-1-ol 5,22 + 0,56 4,84 + 0,56 6,12 +£ 0,56 7,23 £ 0,56 7,54 £ 0,56 5,41+ 0,32 *x
Total 955,15+ 154,19  1004,93 + 154,19 1113,56 + 154,19 1099,91 + 154,19 1158,20 + 154,19 916,93 + 83,83 **
Acidos
acido acético 8,89 £ 4,04 7,22 £4,04 11,28 £4,04 11,41+ 4,04 10,20 £ 4,04 9,12 + 2,33 n.s
acido propanoico 0,84 £ 0,49 0,60+ 0,49 0,90 +£0,49 1,20 £ 0,49 0,95+ 0,49 1,19+ 0,28 n.s
acido isobutirico 555+1,76 6,50+ 1,76 6,15+ 1,76 6,44 +1,76 6,19+ 1,76 5,60 = 1,02 n.s




Tabla 1.28. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
MbrO9  Mbrl3  Mbr0O9 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbril3 IC
o* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680*  1680* 1680* 900* 900*
acido butanoico 13,46 £4,01 14,43 +4,01 13,39 +£4,01 15,07 £4,01 14,98 £ 4,01 12,04 £ 2,32 n.s
acido 3-metilpentanoico 390,13 £ 55,85 355,56 = 55,85 443,83 £ 55,85 409,72 = 55,85 381,14 £ 55,85 367,04 = 32,25 n.s
acido hexanoico 607,73 £ 80,30 630,74 £ 80,30 616,77 £ 80,30 629,33 £ 80,30 611,17 £ 80,30 523,61 * 46,36 n.s
acido octanoico 806,35 = 124,60 825,26 £ 124,60 776,53 £ 124,60 899,30 £ 124,60 912,75 £+ 124,60 688,89 £ 71,94 *x
4cido decanoico 389,12 + 99,28 284,66 + 99,28 284,27 + 99,28 358,74 £ 99,28 344,31 £ 99,28 285,96 + 57,32 n.s
Total 2222,07 £ 328,39 2124,98 + 328,39 2153,12 + 328,39 2331,21 + 328,39 2281,68 + 328,39 1893,44 + 189,60 n.s
Compuestos bencénicos
benzaldehido 2,32 +£2,43 1,76 £2,43 1,32 +2,43 2,39+2,43 2,57 £2,43 2,76 £1,40 n.s
guaiacol 235,06 + 82,39 173,95 + 82,39 286,05 + 82,39 219,65 + 82,39 198,69 + 82,39 162,48 + 77,57 n.s
alcohol bencilico 499,78 £+ 109,58 652,34 +109,58 642,34 + 109,58 606,65+ 109,58 574,62 + 109,58 521,88 + 63,27 n.s
2-feniletanol 25041,65 + 21078,75 + 26039,52 + 25745, 00 + 26936,67 + 23500,86 + ns
42935 4293,5 42935 4293,5 42935 2479,2

fenol 28,77 £ 13,97 25,60 = 13,97 31,74 £ 13,97 35,44+ 13,97 48,51 + 13,97 37,02 £ 8,06 n.s
4-etil guaiacol 58,87 £ 10,11 43,94 + 10,11 98,57 + 10,11 38,00 £ 10,11 30,54 +10,11 38,12 +£5,84 *x
4-metil fenol 19,37 £4,82 14,24 + 4,82 14,55 + 4,82 14,90 + 4,82 19,23 £4,82 17,56 £ 2,79 n.s
4-etil fenol 23,64 £ 64,52 8,90 £ 64,52 619,60 £ 64,52 125,30+ 64,52 52,14 £ 64,52 111,10 £ 37,25 *x
4-vinil guaiacol 74,18 + 93,26 69,19 + 93,26 33,93 +93,26 84,72 + 93,26 82,53 + 93,26 105,00 + 53,84 n.s
siringol 684,66 * 263,46 792,29 + 263,46 887,46 *+ 263,46 881,21 + 263,46 682,26 + 263,46 572,77 £ 152,11 n.s
acido benzoico 46,07 + 35,69 54,34 + 35,69 70,27 £ 35,69 75,19 * 35,69 58,55 + 35,69 76,49 + 20,61 n.s
acido fenilacético 75,81 + 65,48 52,00 = 65,48 76,23 £ 65,48 98,07 £ 65,48 151,44 + 65,48 132,10 + 37,80 n.s
vainillina 86,83 + 38,01 80,49 + 38,01 93,19 + 38,01 58,36 + 38,01 88,43 + 38,01 66,08 + 21,89
metil vainillato 47,87 + 44,68 23,15 + 44,68 38,31 + 44,68 68,09 * 44,68 116,34 + 44,68 93,03 = 25,80 *x
etil vainillato 270,11 £ 111,06 250,84 £ 111,06 259,48 + 111,06 249,09 £ 111,06 390,33 £ 111,06 283,63 £ 64,12 n.s
acetovainillona 103,04 + 34,91 102,80 + 34,91 104,31 + 34,91 104,58 + 34,91 120,31 + 34,91 118,72 + 20,16 n.s
Total 27298,1 + 4559,9 23424,7 + 4559,9 29296,9 + 4559,9  28406,6 + 4559,9 29553,1 +4559,9 25839,1 + 2632,7 n.s




Tabla 1.28. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
MbrO9  Mbrl3  Mbr0O9 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbril3 IC
o* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Terpenos
linalol 2,54 £ 2,05 2,96 £ 2,05 3,30 £ 2,05 2,95+ 2,05 2,44 £ 2,05 4,01 +1,18 n.s
a-terpineol 11.19+9,23 17,04 £ 9,23 14,94 £ 9,23 19,88 £ 9,23 16,80 £ 9,23 15,59 + 5,32 n.s
B-citroneol 9,46 + 4,42 14,99 + 4,42 19,89 +£4,42 14,49 + 4,42 14,68 £ 4,42 15,51+ 2,55 *x
-damacenona 13,11 £5,14 12,24 £+ 5,14 15,05 +£5,14 13,13 +£5,14 9,84 £5,14 8,27 £ 2,98 n.s
trans-geraniol 3,83+£1,94 4,61+194 6,40 £ 1,94 6,06 £ 1,94 8,05+1,94 7,46 £1,12 *x
3-hidroxi-B-damascona 209,51 £ 74,21 77,13 £ 74,21 202,34 £ 74,21 66,92 £ 74,21 202,29 £ 74,21 125,22 + 42,84 n.s
Total 249,65 + 86,97 128,97 + 86,97 261,93 + 86,97 123,43 + 86,97 254,11 + 86,97 176,06 + 50,21 n.s
Furanonas
y-butirolactona 1,04 + 0,44 0,74 +£0,44 0,89 £ 0,44 0,93+0,44 0,65 + 0,44 0,60 £ 0,26 n.s
y-etoxibutirolactona 13,98 + 1,85 11,97 +1,85 16,28 + 1,85 17,37 +1,85 9,29+ 1,85 8,61 +1,07 xk
Total 15,02 £1,87 12,72 +1,87 17,18 £1,87 18,30 £ 1,87 9,94 £ 1,87 9,21 +1,08 *x
Miscelania
acetaldehido 3596,46 + 5415,28 + 3907,61 + 3528,06 1976,07 + 2184,77 -

1901,81 1901,81 1901,81 1901,81 1901,81 1098,01
ciclohexanona 2,24 +0,88 2,12+0,88 3,30+0,88 3,43+0,88 3,05+0,88 2,98 £ 0,51 n.s
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 35,36 £ 3,97 31,78 £ 3,97 30,77 £ 3,97 29,14 £ 3,97 32,57 £ 3,97 28,27 £ 2,15 *x
n-(3-metilbutil)-acetamida 264,35 £ 121,42 54,67 £121,42 215,72 £ 121,42 110,03 £ 121,42 198,51 + 121,42 113,98 + 70,10 n.s
3-(metiltio) propanol 119,30 + 24,54 145,13 + 24,54 137,83 £ 24,54 109,78 + 24,54 118,12 + 24,54 96,91 + 14,17 *x
Total 4017,71 = 5648,99 + 4295,23 £ 3780,44 2328,34 £ 2426,89 -

1877,96 1877,96 1877,96 1877,96 1877,96 1084,24

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo; n.d = no detectado.



Tabla 1.29. Concentracion media (ug/L) e intervalo de confianza (IC) de los compuestos volatiles minoritarios de los vinos de la vendimia 2011.

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr0O9  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09  Mbrl3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Esteres
acetato de etilo 67581,7 + 22729,6  68473,7 +22729,6  58291,5+22729,6  73764,6 +22729,6  60534,1+22729,6  75214,5+ 13122,75 n.s
butanoato de etilo 43,02 +17,73 54,91 + 17,73 55,33 +£17,73 68,02 £ 17,73 39,40 £ 17,73 61,78 £ 10,23 n.s
isovalerato de etilo 6,72 £ 4,07 7,45 £ 4,07 6,16 = 4,07 3,83 4,07 12,87 £ 4,07 6,35 £ 2,36 *x
acetato de isoamilo 161,63 + 78,43 184,37 £ 78,43 80,28 =+ 78,43 168,29 + 78,43 134,42 + 78,43 168,81 + 45,28 n.s
caproato de etilo 206,05 £ 47,53 238,76 £ 47,53 184,75 + 47,53 223,31 £ 47,53 195,17 + 47,53 175,12 + 27,44 n.s
acetato de hexilo 8,19 + 2,82 5,59 £ 2,82 3,50 £ 2,82 4,60 £ 2,82 5,19 £ 2,82 6,21 + 1,63 n.s
lactato de etilo 97,53 + 15,88 88,02 + 15,88 58,20 + 15,88 76,02 + 15,88 59,43 + 15,88 65,65 +9,17 *x
ngaeg‘t’g; acid, 2-hydroxi-3methyl, 22,25 + 5,83 31,78 +5,83 14,78 + 5,83 19,27 +5,83 14,69 + 5,83 18,51 + 3,37 o
caprilato de etilo 251,60 £ 43,77 300,96 £ 43,77 260,79 £ 43,77 299,66 = 43,77 264,16 £ 43,77 229,19 £ 25,27 *x
3-hidroxibutirato de etilo 78,38 +11,88 108,85 + 11,88 69,58 + 11,88 93,39 +11,88 67,78 +11,88 72,97 £ 6,86 *x
2-hidroxi-4-metil-pentanoato de etilo 103,18 + 13,39 126,22 + 13,39 84,34 + 13,39 69,78 = 13,39 88,87 + 13,39 85,83+7,72 **
malonato de dietilo 304,80 £ 40,70 285,95 £ 40,70 254,77 £ 40,70 209,32 £ 40,70 242,28 £ 40,70 225,00 £ 23,50 *x
succinato de etil metilo 136,43 £ 8,32 87,10 + 8,32 61,11 + 8,32 60,31 + 8,32 53,28 + 8,32 44,18 + 4,80 **
caprato de etilo 65,47 + 15,32 37,64 + 15,32 61,85 + 15,32 75,09 £ 15,32 83,10 £ 15,32 69,57 £ 8,84 *x
succinato de dietilo 6928,65 £ 920,91 7816,79 £920,91 6904,09 £920,91 6182,06 +920,91 5793,16 +920,91 5386,63 + 531,69 **
4-hidroxibutirato de etilo 500,75 £ 277,47 334,80 £ 277,47 356,33 £ 277,47 534,06 £ 277,47 324,87 £ 277,47 708,31 £ 160,20 n.s
acetato de 2-feniletilo 114,60 + 38,87 137,70 + 38,87 100,72 + 38,87 81,43 + 38,87 104,51 + 38,87 103,78 £ 22,44 n.s
monosuccinato de etilo 214857 +5046,82  21202,1+5046,82 231242 +5046,82  20079,8 + 5046,82  17704,7 +5046,82  18230,1 + 2913,78 n.s
Total 98097,9 + 25241,1  99522,7 + 25241,1  89971,3+25241,1 102013 +25241,1  86022,6 + 25241,1  100872,8 + 14573,4 n.s
Alcoholes
metanol 93869,4 + 20045,7  72491,9 + 20045,7  83073,7 + 20045,7  64573,2+20045,7  72600,9 + 20045,7  81462,1 + 11573,45 n.s
propanol 51735,3 + 18009,9  55121,5+18009,9  56321,1+18009,9  52838,7 +18009,9  54099,1 + 18009,9  55874,2 + 10397,95 n.s
isobutanol 60186,9 + 17329,2  74932,5+17329,2  75022,8+17329,2  93703,1+17329,2  80389,4+17329,2  75487,4 + 10005,43 n.s
2-metil butanol 132154 + 37095,8 125765 + 37095,8 156287 + 37095,8 168667 + 37095,8 141657 + 37095,8 127895 + 21417,2 n.s




Tabla 1.29. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr0O9  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09  Mbrl3 IC
0* 0* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

3-metil butanol 481110 + 37560,8 456788 + 37560,8 476078 + 37560,8 482898 + 37560,8 468519 + 37560,8 454035 + 21685,7 n.s
butanol 4,04 1,44 3,37+£1,44 2821144 3,82+1,44 4,51 +1,44 3,62 +£0,83 n.s
pentanol 16,49 £ 2,50 16,27 £ 2,50 11,52 + 2,50 13,68 £ 2,50 16,60 + 2,50 9,30 £1,45 *x
4-metil pentanol 28,18 £ 5,30 25,70 £ 5,30 23,77 £5,30 23,19 £5,30 25,91 £5,30 23,92 = 3,06 n.s
2-heptanol 5,83+1,95 3,80+1,95 4,19 1,95 3,28 +1,95 5,63 +1,95 529+1,12 n.s
3-metil pentanol 42,34 + 6,41 44,78 £ 6,41 34,75 +6,41 29,60 £ 6,41 44,86 £ 6,41 35,96 = 3,70 *x
3-etoxi-1-propanol 570+£1,31 6,26 £ 1,31 5,03+1,31 6,35+ 1,31 457 +1,31 5,16 £ 0,76 n.s
3-octen-1-ol 7,06 £1,23 2,17 £1,23 4,13+1,23 4,32 +£1,23 3,33+£1,23 2,87+£0,71 *x
heptanol 25,04 £ 2,60 21,01 £2,60 18,29 + 2,60 17,80 £ 2,60 18,25 + 2,60 19,11 £ 1,50 *x
2-propanol 35,61 +6,73 48,88 + 6,73 26,65 +6,73 28,30 6,73 20,88 £6,73 24,46 + 3,88 **
2-etil-1-hexanol 3,46 £ 0,81 2,72+0,81 1,97 £0,81 1,72+0,81 2,29+0,81 1,98 £ 0,47 *x
octanol 49,65 + 10,14 43,57 +10,14 45,13 +10,14 34,43 +10,14 58,15 + 10,14 38,24 £ 5,85 **
nonanol 16,12 +7,51 22,73+7,51 12,14+ 7,51 1351+7,51 6,81 +7,51 6,91 + 4,33 **
Total 820556 + 80615,8 786471 + 80615,8 847901 + 80615,8 864922 + 80615,8 818496 + 80615,8 795872 + 46543,5 n.s
Compuestos Cs
1-hexanol 793,29 £ 112,21 753,84 £ 112,21 625,58 £ 112,21 727,43 £112,21 665,80 £ 112,21 631,26 + 64,78 n.s
(E)-3-hexen-1-ol 20,64 £ 2,79 18,01 £2,79 15,80 + 2,79 19,08 £ 2,79 18,75+ 2,79 17,09 +£1,61 n.s
(2)-3-hexen-1-ol 7,37 £1,77 10,63 £ 1,77 490+1,77 7,95+ 1,77 5,19+ 1,77 6,07 £1,01 **
(E)-2-hexen-1-ol 7,88 £1,02 6,26 £ 1,02 5,57 £1,02 6,10 £ 1,02 5,53+1,02 5,14 + 0,58 **
(2)-2-hexen-1-ol 9,51 + 1,56 7,03 £ 1,56 15,63 + 1,56 6,69 £ 1,56 6,10 =+ 1,56 5,07 £ 0,89 **
Total 838,68 £ 118,25 795,77 £ 118,25 667,47 £ 118,25 767,25 £ 118,25 701,37 £ 118,25 664,65 + 6827 n.s
Acidos
acido acético 3,83+1,09 3,96 £ 1,09 4,22 +1,09 3,16 £ 1,09 3,59+1,09 4,51 +0,63 n.s
acido propanoico 2,14+0,41 1,89+0,41 251+041 1,93+0,41 2,25+0,41 1,88 £ 0,24 n.s
acido isobutirico 7,81+1,77 9,85+ 1,77 6,92 +£1,77 7,35+ 1,77 6,55+ 1,77 7,01 +£1,01 **




Tabla 1.29. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr0O9  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09 Mbrl3 Mbr09  Mbrl3 IC
o* o* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680*  1680*  1680* 900* 900*

acido butanoico 8,38 £ 1,46 8,99+ 1,46 6,96 = 1,46 8,74 £ 1,46 6,98 = 1,46 6,40 £ 0,84 *x
acido 3-metilpentanoico 370,40 £ 49,17 412,43 £ 49,17 397,61 = 49,17 368,96 £ 49,17 395,40 * 49,17 374,90 * 26,66 n.s
acido hexanoico 458,67 = 46,39 551,42 £ 46,39 458,05 * 46,39 519,06 £ 46,39 425,67 * 46,39 417,33 = 26,79 *x
acido octanoico 598,09 £ 74,80 788,61 £ 74,80 650,69 + 74,80 726,48 £ 74,80 565,41 + 74,80 557,58 + 43,18 *x
acido decanoico 310,91 £ 97,31 251,73 £ 97,31 247,67 £ 97,31 311,12 £ 97,31 243,05 £ 97,31 254,28 £ 56,19 n.s
Total 1757,22 £ 200,76  2028,88 + 200,76 1774,65+ 200,76 1946,81 + 200,76 1648,89 + 200,76  1623,88 + 115,92 **
Compuestos bencénicos
benzaldehido 27,49+ 15,5 16,48 + 15,5 40,46 + 15,5 34,93+155 34,76 £ 15,5 30,28 +8,95 n.s
guaiacol 245,57 + 53,48 89,11 + 53,48 139,12 + 53,48 165,34 + 53,48 169,24 + 53,48 117,76 + 30,88 o
alcohol bencilico 830,85+ 171,18 862,84 £ 171,18 477,59 + 171,18 952,73 £171,18 578,63 £ 171,18 695,69 + 98,84 **
2-feniletanol 40571,83 + 7532,2 39395,03 + 7532,2 37378,69 * 7532,2 28911,64 + 7532,2 33844,94 + 7532,2 30663,03 + 4348,8 n.s
fenol 38,52 + 6,42 35,66 + 6,42 30,36 + 6,42 31,00 + 6,42 35,26 + 6,42 29,04 +3,71 n.s
4-etil guaiacol 57,77 £ 14,72 40,74 + 14,72 50,98 + 14,72 33,32+14,72 56,34 + 14,72 45,27 + 8,50 n.s
4-metil fenol 23,00 £5,79 24,28 £ 5,79 19,48 +5,79 18,94 £5,79 19,06 £ 5,79 17,60 + 3,34 n.s
4-etil fenol 50,99 + 13,54 43,46 + 13,54 39,41 + 13,54 33,77 £ 13,54 50,01 + 13,54 41,86 + 7,82 n.s
4-vinil guaiacol 74,04 £ 17,05 67,75+ 17,05 59,28 + 17,05 77,41+ 17,05 47,30 = 17,05 53,21 +£9,84 n.s
siringol 653,67 £ 235,51 454,96 + 235,51 603,98 £ 235,51 604,18 + 235,51 578,40 + 235,51 489,96 + 135,97 n.s
acido benzoico 197,26 + 51,36 166,09 + 51,36 162,01 + 51,36 176,91 + 51,36 129,50 + 51,36 160,26 + 29,65 n.s
acido fenilacético 373,73 £ 82,27 310,56 £ 82,27 293,43 £ 82,27 314,19 £ 82,27 170,70 + 82,27 291,95 + 47,49 **
vainillina 46,38 + 10,16 49,81 + 10,16 33,67 £10,16 43,51 + 10,16 33,95+ 10,16 33,91 +£5,87 n.s
metil vainillato 157,43 + 206,46 331,93 + 206,46 456,07 = 206,46 325,19 + 206,46 454,99 + 206,46 350,02 £ 119,20 n.s

etil vainillato
acetovainillona
Total

654,74 £ 94,36
133,43 £ 18,76
44136,68 + 7610,7

392,68 + 94,36
140,71 + 18,76
4242211 + 7610,7

427,06 * 94,36
170,03 + 18,76
40381,72 + 7610,7

445,01 + 94,36
107,98 + 18,76
32276,06 = 7610,7

456,60 + 94,36
65,98 + 18,76
36725,66 + 7610,7

428,78 = 54,96
91,13 + 18,76
33539,27 +4394,1

K%

K%

n.s




Tabla 1.29. Continuacién

Vino 1 Vino 2 Vino 3 Vino 4 Vino 5 Vino 6
Mbr0O9  Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09 Mbrl3  Mbr09  Mbrl3 IC
o* o* 120* 120* 1680* 120* 120* 1680* 1680* 1680* 900* 900*

Terpenos
linalol 4,64 +1,42 3,75+£1,42 5,88 £1,42 5,13+1,42 5,31+1,42 4,16 £ 0,82 n.s
a-terpineol 10,97 £1,88 7,45+ 1,88 11,99 +1,88 12,26 +£1,88 11,78 +1,88 8,84 £1,09 *x
B-citroneol 29,39 £5,88 27,29 £5,88 48,20 £ 5,88 35,41 +£5,88 25,29 £5,88 24,48 * 3,39 *x
-damacenona 13,25 £4,17 14,96 £ 4,17 18,09 +4,17 13,32 £4,17 18,53 £ 4,17 14,50 £ 2,41 n.s
trans-geraniol 13,51 £2,29 11,13 £ 2,29 13,88 + 2,29 13,62 £ 2,29 16,99 + 2,29 12,99 £1,32 *x
3-hidroxi-B-damascona 175,74 + 61,19 136,30 + 61,19 60,03 + 61,19 136,43 + 61,19 69,09 + 61,19 121,07 £ 61,19 n.s
Total 247,51 £ 56,62 200,89 + 56,62 158,08 + 56,62 216,17 + 56,62 146,99 + 56,62 186,04 + 32,69 n.s
Furanonas
y-butirolactona 1,17 £ 0,66 1,86 + 0,66 1,63 +0,66 1,08 £ 0,66 1,10 £ 0,66 0,78 + 0,38 o
y-etoxibutirolactona n.d n.d n.d n.d 22,12 +6,35 18,95 + 3,67 *x
Total 1,17 £ 6,37 1,86 + 6,37 1,63 £ 6,37 1,08 £ 6,37 23,22 £6,37 19,73 *x
Miscelania
acetaldehido 3022,67 +1074,07  3715,79 +1074,07  3675,11 +1074,07  5328,03 + 1074,07  2562,07 + 1074,07 1695,49 + 620,11 *
ciclohexanona 6,31+1,12 4,52 +1,12 5,10+ 1,12 5,01+1,12 4,56 +1,12 5,09 £ 0,62 n.s
2-metiltetrahidrotiofen-3-ona 4,45+ 2,64 12,02 £ 2,64 8,56 + 2,64 12,61 + 2,64 7,21 £ 2,64 5,68 £ 1,52 **
n-(3-metilbutil)-acetamida 794,19 + 278,27 485,73 + 278,27 635,44 + 278,27 512,04 + 278,27 503,08 £ 278,27 701,78 + 160,66 n.s

3-(metiltio) propanol
Total

230,82 £ 53,44
4058,44 + 1025,23

261,09 + 53,44
4479,17 + 1025,23

150,45 + 53,44
4474,68 + 1025,23

239,45 + 53,44
6097,15 + 1025,23

218,67 £ 53,44
3295,59 * 1025,23

215,77 + 30,86
2623,81 £ 591,91

*%

*%

* Kilogramos por hectarea; ** diferencias significativas; n.s = no significativo; n.d = no detectado.
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Un total de cinco compuestos Cg fueron cuantificados en las muestras de
vino, siendo en todos los casos, el 1-hexanol el compuesto mayoritario. Sus
concentraciones varian desde 625,08 yg L™ hasta 1100,92 pg L*, y aportan a los
vinos aromas herbéaceos, al igual que el resto de compuestos Cg identificados
(RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Este compuesto asi como el contenido total de
compuestos de seis atomos de carbono, presentaron diferencias significativas entre
las muestras en la vendimia 2010, en la que el vino 5 fue el que presenté mayores
cantidades (Figura 1.19).

Mayores concentraciones de compuestos Cg¢ son tipicas de vendimias poco
maduras, lo que esta de acuerdo con la falta de maduracion debida a las condiciones

climéticas de la vendimia 2010.

COMPUESTOS C6
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Figura 1.19. Compuestos de seis atomos de carbono de los vinos tratados con
matrices MBR09 y MBR13 en las vendimias 2010 y 2011.

Un total de ocho acidos fueron encontrados en las muestras de vino
analizadas. El acido octanoico, juntamente con el acido hexanoico, fueron los que
presentaron las mayores concentraciones. Las concentraciones totales de los acidos
encontrados en nuestros vinos estan por debajo de los 4000 pg L™, lo que puede

representar un efecto positivo sobre el aroma global de los vinos.
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Un grupo importante de compuestos volatiles desde el punto de vista sensorial
son los compuestos bencénicos. El 2-feniletanol fue el principal compuesto
bencénico encontrado en nuestras muestras de vino. Puede contribuir al aroma global
de los vinos con sus notas aromaticas descritas como florales y rosas, ya que las
concentraciones superan su umbral de percepcion en todas nuestras muestras de
vino.

El alcohol bencilico present6 diferencias significativas en la vendimia 2011, con
un mayor contenido en el vino 4, mientras que las diferencia no fueron significativas
en la vendimia 2010.

En cuanto a los fenoles volatiles, el siringol fue el mayoritario, no presentando
diferencias significativas entre las muestras. El guaiacol tiene interés por su bajo
umbral de percepcion que es superado por todas las muestras de vino, aunque en el
2011 los valores son significativamente diferentes y muy proximos al umbral en alguna
muestra (vino 2). Por otro lado, la presencia de los etil fenoles, 4-etil guaiacol y 4-etil
fenol, debe ser destacada por su efecto negativo en el aroma. En este sentido, cabe
destacar la concentracion de 4-etil fenol en la muestra de vino identificada como vino
3 en la vendimia 2010 (Tabla 1.28) que presenta valores relativamente elevados si
comparados con las otras muestras de vino, y que llegan muy cerca de su umbral de
percepcion.

La vainillina presenté mayores concentraciones en los vinos de vendimia 2010
en comparacion con la vendimia 2011. Sin embrago, sus derivados estuvieron en
mayor concentracion en la vendimia 2011 que en la vendimia 2010.

En general, los compuestos bencénicos fueron mas abundantes en la vendimia
2011, en la que el vino 1 (control) presentdé mayor concentracion, aunque las
diferencias entre muestras considerando los valores totales no fueron significativas en

ninguna de las vendimias (Figura 1.20).
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COMPUESTOS BENCENICOS
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Figura 1.20: Compuestos bencénicos totales de los vinos tratados con matrices MBR09 y

MBR13 en las vendimias 2010 y 2011.

Como ya indicamos anteriormente, los terpenos y norisoprenoides pueden
ser utilizados para la caracterizacion varietal de los vinos. Un total de cuatro terpenos
y dos norisoprenoides fueron identificados las muestras de vino analizadas (Tablas
1.28 y 1.29). En cuanto a los terpenos, a pesar de que en todos los casos sus
concentraciones se encuentran por debajo del umbral de percepcion, de manera
conjunta estos compuestos pueden tener una contribucion importante en el aroma del
vino.

Dentro de los norisoprenoides, la S-damascenona presentd concentraciones
que estuvieron por encima de su umbral olfativo en todas las muestras y sus valores
son muy cercanos a los descritos por otros autores en los vinos Cabernet Sauvignon
producidos en la misma regién de Brasil (FALCAO et al., 2007), lo que nos lleva a
apuntar este compuesto como uno de los principales odorantes de nuestros vinos.

En la Figura 1.21 se representa el sumatorio de los terpenos y norisoprenoides
de las muestras en las dos vendimias, los cuales no fueron significativamente
diferentes entre las muestras de la misma vendimia. Mientras que los vinos control
tuvieron concentraciones similares de estos compuestos, las muestras tratadas

tuvieron un comportamiento fluctuante.
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TERPENOS Y NORISOPRENOIDES

300 -
-
g
= 200
2
& -
£ 100 /] @ Vendimia 2010
§ m Vendimia 2011
o

O L L

Vino Vino Vino Vino Vino Vino
1MBR 2MBR 3MBR 4MBR 5MBR 6MBR

Muestras

Figura 1.21. Terpenos y norisoprenoides totales de los vinos tratados con matrices MBR0O9 y
MBR13 en las vendimias 2010 y 2011.
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1.3.3. EFECTOS DE LA APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS
DEL ABONADO EN LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS VINOS CABERNET
SAUVIGNON.

Para poder evaluar el efecto de los tratamientos efectuados con los diferentes
tipos de abonado sobre la composicion quimica del vino se aplicé un analisis factorial
de componentes principales a los datos de composicién quimica de las muestras
procedentes de los dos tipos de experiencias realizadas: tratamientos con caliza de
esquisto y caliza convencional y tratamientos con matrices de esquisto MBR09 y
MBR13 de una manera conjunta. Debido a que el comportamiento en cada vendimia
ha sido diferente el tratamiento estadistico se ha realizo de manera independiente para

la vendimia 2010 y 2011.

1.3.3.1. Resultados obtenidos mediante el analisis factorial de Componentes
Principales aplicado a los compuestos fendlicos.

Con el anadlisis de componentes principales aplicado a las muestras tratadas
con caliza y con matrices MBR se obtuvo una varianza explicada de un 78% entre las
tres primeras componentes. La proyeccién de las muestras en el plano formado por las
dos primeras componentes (Figura 1.19) pone de manifiesto la diferenciacion entre las
muestras tratadas con caliza (CX) que se encuentran a la derecha del eje horizontal
(componente principal 1) y las tratadas con matrices MBR (MBR), ubicadas a la
izquierda de este eje. Los compuestos correlacionados con este eje se muestran en la
Tabla 1.30 y son principalmente compuestos antocianicos, los cuales estuvieron
presentes en mayores concentraciones en las muestras tratadas con matrices MBR.

Dado que los controles de ambas experiencias (vinos 1 CX y 1 MBR) no
tuvieron tratamiento de abonado, podria pensarse que dichas diferencias son debidas
a un efecto asociado a las caracteristicas de las parcelas o al tipo de conduccién de

las vifas.
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Mientras que la componente principal 2 separa las muestras dentro de cada
tratamiento en base a dos flavonoles: la laricitrina y la Isorhamnetina, que presentaron
coeficientes negativos. La muestra de vino 2CX, 1IMBR y uno de los duplicados de a

6MBR fueron las que presentaron mayores cantidades de estos compuestos.
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Figura 1.19.- Proyeccién de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los compuestos
fendlicos de la vendimia 2010.
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Tabla 1.30. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficientes de

Componente Variables correlacion (¥)
1 Cianidina 3-glucésido 0,974
Delfinidina 3-glucdsido 0,969
Petunidina 3-glucésido 0,963
10-Catequil-piranomalvidin-3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,957
Cafeoato de etilo 0,956
10-Hidroxi-piranomalvidin-3-glucosido 0,950
10-Hidroxi-piranomalvidin-3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,926
Miricetina-3-glucurénido 0,912
Malvidina 3-(6"-acetil)-glucdsido -0,904
2 Isorhamnetina -0,918
Laricitrina -0,894

(*) Sélo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacién es mayor de 0.90 en
términos absolutos.

Un efecto semejante se observé cuando se aplico el mismo analisis a los datos
de compuestos fendlicos de la vendimia 2011. La varianza explicada en este caso por
las tres primeras componentes principales fue del 68%. Las muestras estuvieron
ubicadas de manera mas dispersa y separadas principalmente por el eje vertical
(componente principal 2), en cuya parte positiva estan todos los vinos tratados con
caliza (Figura 1.20). De nuevo los compuestos mas correlacionados con este eje

(Tabla 1.31) son los antocianos, pero en este caso las formas acetiladas.

En la parte negativa del eje correspondiente a la componente principal 1 se
encuentran casi todas las muestras de la experiencia de la caliza (CX) y algunas de

las MBR. Estas son las que presentan menores cantidades de flavonoles y de vitisina
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A (Tabla 1.31). Las muestras que presentaron mayores cantidades de los antocianos y
flavonoles correlacionados con ambas componentes fueron los vinos 3MBR cuyos
duplicados aparecen juntos en la gréafica, mientras que las 4MBR presentaron las

menores cantidades de estos compuestos.
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Figura 1.20.- Proyeccién de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los compuestos
fendlicos de la vendimia 2011.
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Tabla 1.31. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficiente de

Componente Variables correlacion (%)
1 Quercetina-3-glucurénido 0,940
Vitisina A 0,900
Isorhamnetin-3-glucdsido 0,889
Peonidina-3-glucdésido 0,885
Miricetina-3-glucurénido 0,882
Cianidina-3-glucdsido 0,853
Quercetina 3-glucésido 0,845
2 Cianidina 3-(6"-acetil)-glucésido 0,948
Petunidina 3-glucésido 0,935
Delfinidina 3-(6"-acetil)-glucésido 0,909
Peonidina 3-(6”-acetil)-glucésido 0,857
Malvidina 3-(6”-acetil)-glucésido 0,850

(*) Sélo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacién es mayor de 0.850 en
términos absolutos.
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1.3.3.2. Resultados obtenidos mediante el andlisis factorial de Componentes
Principales aplicado a los aminoacidos y aminas bidégenas.

Se aplicé igualmente el andlisis factorial de componentes principales a los
datos de aminoacidos y aminas bidgenas de todas las muestras de vino del afio 2010.
La varianza explicada con las tres primeras componentes principales fue del 73,8%, lo
gque indica que la diferenciacion entre muestras fue bastante importante. La proyeccion
de las muestras en el plano formado por las dos primeras componentes principales se
muestra en la Figura 1.21.

Los vinos de la experiencia con esquistos se agrupan en la zona negativa de
ambos ejes presentando unos contenidos de aminoacidos mas similares. Se
diferencian de los vinos de la experiencia con caliza por tener una menor
concentracion de los aminoacidos correlacionados con la Componente Principal 1
(Tabla 1.32): glicina, b-alanina, treonina y serina. Y de las aminas bi6genas: tiramina y
cadaverina, mientras que su contenido en prolina e hidroxiprolina (correlacionadas
negativamente con la Componente Principal 2) fue mucho mayor. Al ser la prolina el
amino&cido mayoritario esto supuso una mayor concentraciéon de aminoacidos totales
en las muestras de la experiencia de esquistos MBR.

No obstante, los vinos de la experiencia de abonado con caliza se dispersaron
mas a lo largo de ambos ejes, de manera que aunque la mayor parte de ellos se
situaron en la parte positiva de ambos ejes, las muestras 3CX y 6CX mostraron

comportamientos diferentes al resto del grupo.
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Figura 1.21.- Proyeccion de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los aminoacidos
y aminas bidgenas de la vendimia 2010.
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Tabla 1.32. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficiente de

Componente Variables correlacion ()
1 Glicina 0,961
b- Alanina 0,926
Treonina 0,913
Serina 0,903
Tiramina 0,882
Cadaverina 0,871
2 Prolina -0,884
Hidroxiprolina -0,830

(*) Sélo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacién es mayor de 0.850 en
términos absolutos.

Si observamos los resultados del analisis de componentes principales de la
vendimia 2011 (Figura 1. 22) la distribucion de las muestras en el eje formado por las
dos primeras componentes principales fue distinta a la anterior vendimia, asi como los
compuestos que intervinieron en esta diferenciacion.

En esta vendimia los vinos de la experiencia de abonado con caliza fueron los
gue presentaron un comportamiento mas homogéneo, agrupandose en la zona
negativa de ambos ejes que corresponderia a una menor cantidad de los aminoacidos
mas correlacionados con las dos componentes principales (Tabla 1.33). Las muestras
3CX 'y sobre todo la 2CX, vuelven a separarse del grupo principal.

Los vinos de la experiencia con esquistos MBR aparecen muy dispersos en el
plano, aunque en general se posicionan en la parte positiva de ambos ejes, lo que
indica una mayor concentracion de los aminoacidos de la Tabla 1.33.

Nuevamente se pone de manifiesto el efecto de la situacién de la vifia y del tipo
de conduccién en la composicién final del vino, aunque en algin caso también se vean

diferencias debidas al tipo de abonado.
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Figura 1.22.- Proyeccion de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los aminoacidos
y aminas biégenas de la vendimia 2011.
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Tabla 1.33. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficiente de

Componente Variables correlacion (%)
1 Glicina 0,970
Acido glutamico 0,967
Lisina 0,956
Leucina 0,954
Acido aspartico 0,951
Serina 0,949
Treonina 0,935
b-Alanina 0,927
Fenilalanina 0,902
2 Feniletilamina 0,815

(*) Sélo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacién es mayor de 0.850 en
términos absolutos.

1.3.3.3. Resultados obtenidos mediante el andlisis factorial de Componentes
Principales aplicado alos compuestos volatiles.

El analisis de componentes principales aplicado a los datos de compuestos
volatiles de las muestras tratadas con caliza y con matrices MBR durante la vendimia
2010 obtuvo una varianza explicada de un 56% entre las tres primeras componentes.
La proyeccion de las muestras en el plano formado por las dos primeras componentes
(Figura 1.23) pone de manifiesto una menor diferenciacion entre las muestras. Casi
todas las muestras tratadas con caliza (CX) se encuentran en la parte positiva del eje
horizontal (componente principal 1) y negativa del eje correspondiente a la
componente principal 2, mientras que las tratadas con matrices MBR se ubican en la

Zona opuesta.

Los compuestos mas correlacionados con las dos primeras componentes

principales se indican en la Tabla 1.34, siendo la mayor parte de ellos esteres
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formados durante la fermentacion alcohdlica. También puede observarse como
algunos duplicados de fermentacion no se agrupan en la gréfica, lo que dificulta la

obtencion de conclusiones generales.
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Figura 1.23.- Proyeccion de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los compuestos
volétiles de la vendimia 2010.
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Tabla 1.34. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficiente de

Componente Variables correlacion (%)
1 Caproato de etilo 0,938
Caprilato de etilo 0,864
(E)-3-Hexen-1-ol 0,864
Isovalerato de etilo 0,860
3-Hidroxibutirato de etilo 0,851
Acetato de isoamilo 0,841
2 Acido céaprico 0,862
Caprato de etilo 0,853

(*) Sdlo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacion es mayor de
0.850 en términos absolutos.

El analisis de componentes principales aplicado a los datos de compuestos
volatiles de la vendimia 2011 obtiene unas conclusiones semejantes a las de la
vendimia anterior, distribuyéndose las muestras con tratamientos de caliza (CX) en la
zona positiva del eje correspondiente a la componente principal 1 y las MBR
desplazadas hacia la zona negativa (Figura 1.24). En este caso los compuestos mas
correlacionados con este eje fueron compuestos de fermentacion (esteres y alcoholes)

y algunos compuestos C6 (Tabla 1.35).

La componente principal 2 separa las muestras dentro de cada experiencia, de
forma que dentro de las MBR, las 2MBR son las que presentan mayores cantidades
de los compuestos de fermentacion correlacionados con la componente principal 2
(Tabla 1.35), aunque tal y como ocurria en la vendimia 2010 algunos duplicados de

fermentacion aparecen separados.
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Figura 1.24.- Proyeccion de las muestras de vino de la experiencia de abonado con caliza de
esquistos y caliza convencional (CX1-6) y los tratados con matrices MBR09 y MBR13 (MBR1-6)
en el plano formado por las dos primeras componentes principales, en base a los compuestos
volatiles de la vendimia 2011.

En general, los compuestos fendlicos (antocianicos y no antocianicos) y los
aminoacidos fueron mas eficaces en la diferenciacion de las muestras de vino
sometidas a diferentes tratamientos de abonado que los compuestos volatiles. Las
diferencias entre las muestras sometidas al tratamiento con calizas se diferenciaron
mediante el analisis factorial de componentes principales de las muestras tratadas con
esquistos MBR, aunque el comportamiento en cada vendimia presenté algunas
diferencias. Este andlisis también puso de manifiesto diferencias entre vinos con
distintos tratamientos dentro de cada experiencia, aunque las multiples variables que
intervienen en la composicién quimica del vino dificultan la obtencion de conclusiones
generales.
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Tabla 1.35. Variables mas correlacionadas con las dos primeras componentes
principales y sus coeficientes.

Coeficiente de

Componente Variables correlacion ()
1 Hexanol 0,977
(E)-3-Hexen-1-ol 0,958
(2)-3-Hexen-1-ol 0,951
Isobutanol 0,897
2-Hidroxi-3-metilbutanoato de etilo 0,889
3-Etoxi-propanol 0,867
Acetato de isoamilo 0,832
2 1-Propanol 0,974
Isobutanol 0,974
Metanol 0,963
3-Metilbutanol 0,963
2-Metilbutanol 0,951
Acetato de etilo 0,864

(*) Sdlo se incluyen aquellas variables cuyo coeficiente de correlacion es mayor de
0.850 en términos absolutos.
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1.3.4. ANALISIS SENSORIAL
1.3.4.1. Efecto de la aplicacion de caliza de esquisto y caliza convencional en las
propiedades sensoriales de los vinos.

Para obtener informacion sobre la influencia del abonado en las
caracteristicas sensoriales de los vinos y evaluar si realmente las diferencias entre
los vinos eran detectadas por los catadores se decidid realizar un primer ensayo
mediante una Prueba Triangular. Este analisis se trata de una prueba de
diferenciacion o discriminatoria en la que se presentan simultaneamente tres
muestras, dos de las cuales son iguales, con el fin de que la persona consultada
identifigue cual es la muestra desparejada.

Debido al gran nimero de muestras que teniamos para ser evaluadas y a la
incertidumbre de como el abonado iba afectar a las caracteristicas sensoriales de
los vinos, se decidié comparar por un lado, el vino control con todos los demas, y
por otro, los vinos provenientes de las mayores y menores dosis de abonado con
caliza de esquito y caliza convencional. En este sentido, los tratamientos fueron
comparados de la siguiente forma:

Experimento 1 = Vino 1 + Vino 2 (0 CE 0 CC + 1000 CE 3000 CC).
Experimento 2 = Vino 1 + Vino 3 (0 CE 0 CC + 2000 CE 2000 CC).
Experimento 3 = Vino 1 + Vino 4 (0 CE 0 CC + 3000 CE 1000 CC).
Experimento 4 = Vino 1 + Vino 5 (0 CE 0 CC + 4000 CE 0 CC).
Experimento 5 = Vino 1 + Vino 6 (0 CE 0 CC + 0 CE 4000 CC).
Experimento 6 = Vino 2 + Vino 4 (1000 CE 3000 CC + 3000 CE 1000 CC).
Experimento 7 = Vino 5 + Vino 6 (4000 CE 0 CC + 0 CE 4000 CC).

Los resultados apuntaron que en ningun caso los catadores fueron capaces
de discriminar la muestra desparejada de las muestras iguales (Tabla 1.36). Siendo
asi, no fue posible apuntar diferencias sensoriales significativas entre los vinos

obtenidos con los distintos tratamientos con calizas.
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Tabla 1.35. Respuestas de los catadores en la Prueba Triangular aplicada a las
muestras de vino obtenidas a partir de los tratamientos de abonado con calizas.

NUmero minimo de respuestas
. Nimero de correctas para diferenciacion NUmero de respuestas
Experimentos catadores
significativa al nivel de probabilidad correctas
de 95% *
1 6 5 3
2 6 5 4
3 6 5 4
4 6 5 2
5 6 5 4
6 6 5 4
7 6 5 3

* Segun la tabla de probabilidades (ver Tabla 1.7)

1.3.4.2. Efecto de la aplicacion de matrices MBR09 y MBR13 en las propiedades

sensoriales de los vinos.

Para obtener informacion sobre la influencia del abonado con matrices MBR

en las caracteristicas sensoriales de los vinos y evaluar si realmente las diferencias

entre los vinos eran detectadas por los catadores se decidid realizar un primer

ensayo mediante una Prueba Triangular.

Asi como en los vinos tratados con calizas, en los vinos tratados con las

matrices de MBR, también se disponia de un gran nimero de muestras para ser

evaluadas y era prioritario determinar si los distintos tratamientos iban a afectar a

las caracteristicas sensoriales de los vinos. Por lo tanto, decidimos comparar el vino

control con todos los deméas vinos. En este sentido, los tratamientos fueron

comparados de la siguiente forma:

Experimento 1 = Vino 1 + Vino 2 (0 MBR09 0 MBR13 + 120 MBR09 120 MBR13);
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Experimento 2 = Vino 1 + Vino 3 (0 MBR09 0 MBR13 + 1680 MBR09 120 MBR13);
Experimento 3 = Vino 1 + Vino 4 (0 MBR09 0 MBR13 + 120 MBR09 1680 MBR13);
Experimento 4 = Vino 1 + Vino 5 (0 MBR09 0 MBR13 + 1680 MBR09 1680 MBR13);
Experimento 5 = Vino 1 + Vino 6 (0 MBR09 0 MBR13 + 900 MBR09 900 MBR13).
Los resultados apuntaron que en ningun caso los catadores fueron capaces
de discriminar la muestra desparejada de las muestras iguales (Tabla 1.36). Siendo
asi, no fue posible apuntar diferencias sensoriales significativas en los vinos
obtenidos de los distintos tratamientos con los finos de esquisto que componen las

matrices MBR.

Tabla 1.36. Respuesta de los catadores al andlisis sensorial de los vinos a través de
una Prueba Triangular.

NUmero minimo de respuestas
Experimentos Namero de correctas para diferenciacion Numero de respuestas
catadores | o nificativa al nivel de probabilidad de correctas
95% *
1 6 5 4
2 6 5 3
3 6 5 2
4 6 5 4
5 6 5 3

* Segun la tabla de probabilidades (ver Tabla 1.7)
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2.1. INTRODUCCION
2.1.1. Residuos de la produccién vitivinicola: problemas y soluciones

La optimizacién del proceso de produccién de alimentos basada en la
reduccion y/o reutilizacion de los residuos se ha convertido en una practica obligatoria
en los paises mas desarrollados. En este sentido, uno de los mayores retos para las
regiones vitivinicolas es crear alternativas para procesar y aprovechar la gran cantidad
de residuos, principalmente en aquellos paises con gran expresion en el sector, como
es el caso de Espafia.

Segun la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OIV, 2011), Espafa
ocupa el primer lugar en superficie de vifiedos plantados, con aproximadamente 1,01
millones de hectareas y el cuarto lugar en produccién de uvas, con cerca de 6,11
millones de toneladas. De entre las regiones productoras, merece especial mencion la
region de Castilla La-Mancha por poseer mas del 50 % del total de vifiedos espafioles
(MAAM, 2011). Alrededor del 80 % de la produccién nacional es procesada por la
industria vinicola para la obtencién de vinos o bien por la industria de bebidas no
alcohdlicas para la produccion de zumos, generando por tanto, una cantidad de
residuos nada despreciable (KRAMMERER et al., 2004).

Se ha estimado que los residuos de la produccién vitivinicola, una mezcla de
hollejos, pepitas y escobajos de la uva, también conocidos como orujos, equivalen a
aproximadamente el 13 % del total de uvas procesadas (TORRES & BOBET, 2001).
Durante la vendimia, las bodegas espafiolas generan aproximadamente 530 mil
toneladas de orujos. En Europa, segun Negro et al., (2003), se producen anualmente
cerca de 14,5 millones de toneladas de orujos de uva, lo que se ha convertido en un
gran problema tanto econémico como ambiental.

El orujo de la uva, si no es tratado con eficacia, puede iniciar una serie de
peligros medioambientales con efectos perjudiciales sobre la fauna y la flora (SPIGNO

et al., 2007). Las soluciones de taninos y otros compuestos del orujo que son

198



Rafael Schumacher Introduccién

lixiviados, causan la contaminacién del suelo y del agua subterrdnea. Los orujos de las
uvas también poseen niveles muy altos de demanda quimica y bioquimica de oxigeno,
DQO y DBO, respectivamente (CACERES et al., 2012). La DBO corresponde a la
cantidad de oxigeno necesaria para llevar a cabo la oxidacién de la materia organica
biodegradable bajo condiciones aerdbicas. La DQO evalla la cantidad de oxigeno
disuelto consumido en medio &cido que lleva a la degradacién de la materia orgénica,
siendo esa biodegradable o no (ARVANITOYANNIS et al., 2006a).

Por otro lado, los niveles relativamente altos de compuestos fendlicos en los
orujos también son responsables de inhibir las propiedades de germinacion de las
semillas (BONILLA et al., 1999; NEGRO et al., 2003). Ademas, grandes cantidades de
orujos causan malos olores y atraen insectos y plagas, que facilmente pueden
provocar enfermedades (ARVANITOYANNIS et al., 2006a). Por todo eso, los orujos de
la uva no pueden simplemente ser desechados en cualquier lugar y mucho menos sin
un tratamiento previo, lo que se ha convertido no sélo en un importante problema
econdmico para los productores, sino también en un significativo problema ambiental.

Histéricamente, los productores de vino producian aguardientes a partir de los
orujos de las uvas. Sin embargo un exceso de oferta de aguardientes, ha llevado
consigo una caida mundial de los precios, por la cual los productores no son capaces
de amortizar los costes de produccion. Por ese motivo, esta actividad esta
practicamente en desuso en la actualidad (ARVANITOYANNIS et al., 2006a).

Sin embargo, en los ultimos afios, a pesar del caracter contaminante descrito
anteriormente, el alto contenido de compuestos fendlicos y otros compuestos
bioactivos presentes en el orujo de las uvas han despertado el interés de la comunidad
cientifica debido a los efectos favorables de estas sustancias en la salud humana
(AMENDOLA et al., 2010; CASAS et al., 2010; ANASTASIADI et al., 2012; CASAZZA
et al., 2012; ROCKENBACH et al., 2012; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2012). En
este sentido, en los Ultimos afios se han realizado diversos estudios para recuperar el

potencial fendlico de los orujos desechados en las vinificaciones en tinto (BONILLA et
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al., 1999; LAZZE et al., 2009; PINELO et al., 2005; SPIGNO et al., 2007), mientras que
los residuos obtenidos de las vinificaciones en blanco han sido mucho menos
estudiados (CASAZZA et al.,, 2010; MAKRIS et al.,, 2007). Sin embargo, el alto
potencial aromatico de las uvas, concentrado principalmente en los hollejos, no
deberia ser olvidado. Concretamente, durante la elaboracion del vino blanco, este
potencial, en muchos casos, no es suficientemente explotado, ya que los hollejos se

separan rapidamente del mosto, pasando a formar parte de los residuos.

2.1.2. Proceso de Vinificacién: Importancia de la etapa de maceracién

La vinificacion es el conjunto de operaciones puestas en practica para
transformar en vino el mosto resultante del aplastamiento de los racimos de la uva.
Existen numerosos procedimientos de vinificacion correspondiente a los diversos tipos
de vinos y que se distinguen por el modo de separacion de las diferentes partes de los
racimos, principalmente por el contacto o no de los hollejos y de las pepitas con el
mosto, proceso denominado maceraciéon (PEYNAUD, 1989). A continuacion se hace
un breve repaso a las principales operaciones unitarias que tienen lugar durante la
vinificacion.

El despalillado tiene como funcion principal separar el raspén de las bayas de
uva. La funcién complementaria de esta operacién unitaria también es separar las
bayas de todas las particulas vegetales presentes, tales como hojas, tallos,
pedunculos y todos los cuerpos extrafios, manteniendo la integridad de las mismas
desde el momento en que éstas se separan del pedunculo (FLANZY, 2000). Mientras
que el estrujado consiste en romper los hollejos para que se desprenda la pulpa y se
libere el mosto.

Durante la vinificacion en tinto, se suele fermentar los mostos en contacto con
las partes sélidas de la uva durante algunos dias. A esta técnica se denomina

maceracion. De esta manera, tanto los hollejos como en menor medida las pepitas,
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son sometidos a una extraccion etandlica suave, pero prolongada, que aporta a los
vinos tintos un alto contenido de fenoles y de sustancias aromaticas,
proporcionandoles cuerpo, aroma y color. En la vinificacion de vinos blancos no se
suele macerar el mosto con las partes sélidas de la uva, por lo que los hollejos suelen
ser desechados tras el proceso de prensado. Sin embargo, en los Ultimos afios han
surgido nuevas técnicas de elaboracion de vinos blancos como es la fermentacién y/o
maceraciéon con los hollejos con el fin de aportar una mayor cantidad de aromas a los
vinos elaborados a partir de uvas blancas (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2002;
SANCHEZ-PALOMO et al., 2006 y 2007; CEJUDO-BASTANTE et al., 2011).

El descube es el proceso que separa el vino de las partes sélidas de la uva
que estuvieran en contacto con él durante el periodo de maceracion. EIl momento del
descube, o mejor, el tiempo de maceracion del vino es muy variable dependiendo de
numerosos factores que estan condicionados directamente al tipo de vino que se
pretende elaborar. Cabe al endlogo establecer el mejor tiempo de maceracion y las
fechas del descube.

El prensado tiene la funcién de extraer el mosto de la uva fresca, en el caso de
las vinificaciones en blanco, o extraer el vino de los orujos de las uvas fermentadas, en
el caso de la vinificacion en tinto.

La fermentacion alcohélica es un conjunto de transformaciones bioquimicas
por las cuales los azlcares contenidos en el mosto se transforman en alcohol etilico
mas anhidrido carbdnico. Para ello es necesaria la presencia de levaduras, que estan
naturalmente presentes en las bayas de la uva, o que son adicionadas artificialmente.

La fermentacién malolactica es la segunda fermentacién que ocurre en el
vino, preferentemente en los tintos. En la préactica, es un procedimiento de
desacidificacion biolégica del vino, donde el acido malico es transformado, por el
metabolismo de bacterias lacticas, en acido lactico y gas carbénico. En este proceso el

vino pierde su agresividad y se vuelve mas suave y agradable al paladar.
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Los trasiegos consisten en la operacion de separacion del vino de las materias
sblidas depositadas en el fondo de los recipientes (las lias), tanto durante las
fermentaciones como durante las siguientes etapas de la crianza.

La clarificacion consiste en adicionar al vino sustancias organicas capaces de
arrastrar hacia el fondo de los recipientes aquellos elementos en suspensién no
deseados en el vino. Una vez clarificado, el vino pasa por la etapa de filtracion para
sacar los restos de particulas que quedaran en suspension, dejandolo limpido y
cristalino, listo para ser embotellado. Este proceso se suele utilizar en vinos blancos o
tintos jovenes, porque en los tintos de crianza, la “estabilizacion” se da a lo largo de los
afos.

De una manera general, tras los procesos de vinificacion, los orujos resultantes
de la elaboracion del vino tinto, principalmente los hollejos y las pepitas, todavia
contienen importantes cantidades de compuestos fendlicos y aromaticos retenidos en
su matriz (PINELO et al., 2006). Por otro lado, aunque los vinos blancos en general no
son elaborados a través de la maceracion con hollejos, algunos estudios han
demostrado que estos componentes de las variedades blancas de uva también
contienen un espectro de polifenoles potencialmente bioactivo, y por lo tanto, merecen
la misma atencion que los orujos de uvas tintas (LU & FOO, 1999; SOUQUET et al.,
2000). Ademds, es importante también mencionar el potencial aromatico de los
hollejos de algunas variedades consideradas no neutras o aromaticas, como es el
caso de las variedades Moscatel y Malvasia (MAKRIS et al., 2007; SANCHEZ-
PALOMO et al., 2009).

Con relacion a la industria del zumo, los residuos de la misma también son de
particular interés debido a que los tiempos de extraccion durante el procesamiento son
mas cortos comparados con aquellos utilizados en la fabricacion de vino, con lo que la
cantidad de compuestos aun retenidos en los hollejos es bastante mayor (PEDROZA

et al., 2012).
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2.1.3. Morfologia de las uvas: La composicién quimica de los hollejos

La baya de uva esta formada principalmente por hollejo, pulpa y semillas
(también denominadas granillas o pepitas). La composicion quimica de la baya
depende de cada una de las partes y ademas esta totalmente influenciada por el
estado de maduracion de la misma. Cada uno de los compuestos que conforman la
baya juega un papel importante tanto en la calidad como en las propiedades
sensoriales de los productos derivados, tales como mostos y vinos. La Figura 2.2
muestra un esquema de los componentes de la baya de uva y la distribuciéon de su

composicion quimica.

Volatiles libres

Compuestos aromaticos { ..
Precursores glicosilados

Hollejo
No flavonoides

Flavonoides

f Compuestos nitrogenados
' 0 Acidos organicos
' Minerales ]
Pulpa Compuestos fendlicos { Acidos hidroxicinamicos
Azticares Antocianos (var. tintoreras)
‘ Terpenos
Compuestos fendlicos (flavan-3-oles)

Semillas | COMpuestos nitrogenados

Acidos grasos
Minerales

Compuestos fendlicos {

Figura 2.2. Esquema de las partes y de la composicion quimica de la uva.

La pulpa representa aproximadamente el 78 % del peso de la baya. El agua es
el compuesto principal con mas de 80 % de la composicién de la pulpa. Esta
constituida por azucares de los cuales glucosa y fructosa son los mayoritarios.

También presenta acidos organicos siendo los acidos malico y tartarico los que se
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encuentran en mayor concentracion. Se trata de una parte rica en minerales
principalmente potasio, compuestos nitrogenados (proteinas solubles, amonio vy
aminoacidos), sustancias pépticas y compuestos fendlicos no flavonoides entre los
que destacan los derivados de los acidos benzoico y cindmico (HIDALGO-TOGORES,
2006). Sin embrago, algunas variedades de uva, denominadas “tintoreras”, poseen
antocianinas (compuestos fendlicos flavonoides) dispuestas en la pulpa. La
concentracion es cuantitativamente igual que en los hollejos, aunque cualitativamente
diferentes. La principal variedad tintorera cultivada en Espafia es la Garnacha
Tintorera, también conocida como Alicante Bouschet. En general, en estas variedades,
la peonidina es la antocianina predominante en la pulpa (CASTILLO-MURNOZ et al.,
2009; GUAN et al., 2012).

Las pepitas suponen un 4 % del peso de la baya y estan constituidas
principalmente por compuestos fendlicos flavonoides y no flavonoides. Ademas,
también encontramos cantidades significativas de sustancias nitrogenadas, minerales
y acido grasos de cadena larga principalmente el acido linoleico y el &cido oleico.

El hollejo representa tan solo el 15 % del peso de la baya, pero es sin duda una de las
partes claves para llevar a cabo la elaboracion de los vinos, sobre todo los tintos, ya
gue es donde se localizan la mayoria de los compuestos fendlicos (flavonoles,
antocianos y taninos,...) que otorgan al vino no solo las caracteristicas cromaticas
tipicas sino que también influyen en las sensaciones tactiles y gustativas del mismo
(ZAMORA, 2003; HIDALGO-TOGORES, 2010) y ademas, en los ultimos afos,
también se ha demostrado los beneficios para la salud humana de estos compuestos
fendlicos (CASSAZA et al.,, 2012; SUN et al.,, 2012). Por otra parte, los hollejos
también son la principal fuente de compuestos volétiles libres y de sus precursores
glicosilados importantes por sus propiedades arométicas (RIBEREAU-GAYON et al.,

2000).
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2.1.3.1. Composicion quimica de los hollejos
Compuestos volatiles

Los compuestos odoriferos de la uva son importantes por desempefiar un
papel mas determinante en la calidad y en la tipicidad de los vinos que cualquier otro
componente del aroma. Estos compuestos estan presentes en las uvas en
concentraciones variadas, dependiendo de la variedad, del clima, del suelo, de las
practicas culturales (poda, conduccion de la vifia, fertilizacion, etc.), entre otros
(JACKSON & LOMBARD, 1993).

Los compuestos aromaticos responsables del aroma varietal pueden
encontrarse en forma libre, como sustancias odorantes y sensorialmente activas o, en
forma ligada, llamados precursores glicosilados de aromas. En general, las
concentraciones de compuestos en las formas ligadas superan las concentraciones de
compuestos en las formas libres (BAYONOVE et al., 2000). Ambos tipos de
compuestos, son caracteristicos de cada variedad de uva de tal forma que sus
sustancias odorantes tipicas, pasan al vino transmitiéndole su tipicidad, mientras que
los precursores glicoconjugados que pasan al vino se liberan durante la fermentacién y
la conservacion del vino contribuyendo al aroma particular del mismo.

Existen mas de 200 compuestos volatiles varietales de diversa naturaleza y
estructura entre los que destacamos:

Los terpenos son los compuestos aromaticos de las variedades Vitis vinifera
estudiados con mas detalle. Estos compuestos son responsables de los conocidos
aromas de las uvas y de los vinos moscateles, aunque también estan presentes en
menores concentraciones, en otras variedades. Existe un elevado numero de
compuestos de este tipo, siendo la mayoria monoterpenos que proceden de
sesquiterpenos y de sus alcoholes y aldehidos, que son los mas interesantes desde el
punto de vista olfativo (FLANZY, 2000). Alrededor de 40 compuestos terpénicos se
han identificado en las uvas, siendo los més importantes el linalol, nerol, a-terpineol,

geraniol, citronelol y hotrienol que, en general, aportan a los vinos aromas florales
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(RIBEREAU-GAYON et al., 2000). La parte solida de la baya (pulpa y hollejo) encierra
mas de la mitad de los terpenoles libres de las uvas. El 90% de la concentracion de
geraniol y nerol libre esta ubicada en los hollejos y la mitad del linalol se encuentra en
el mosto (WILSON et al., 1986).

Los Cis-norisoprenoides son compuestos que presentan propiedades
odorantes muy interesantes y umbrales de percepcion olfativa muy bajos (mas bajo
gue los terpenos). Son formados durante la degradacion oxidativa de los carotenoides,
que pertenecen a la familia de los terpenos de 40 atomos de carbono, que conducen a
la formacion de derivados de 9, 10, 11 y 13 4tomos de carbono. Estos compuestos
poseen el mismo origen que los terpenoles, pero con un grado de polimerizacién mas
elevado. Pueden encontrarse en concentraciones entre 15 — 2000 pg Kg*. Su
concentracion depende de la variedad de uva, del clima, del suelo, entre otros. Estos
compuestos estan localizados en las partes sélidas de la baya, principalmente en los
hollejos (RAZUNGLE & BAYONOVE, 2000). Dentro de estos compuestos pueden
destacarse la B-ionona que aporta aromas a violeta y la 8-damascenona que aporta
notas afrutadas.

Las pirazinas son heterociclos nitrogenados presentes en la uva que proceden
del metabolismo de las proteinas. Son las responsables del aroma tipico de la
variedad Cabernet Sauvignon, aunque también aparecen en otras variedades como
Merlot, Pinot Noir, Gewlztraminer, Chardonnay y Riesling, entre otras. Su presencia
en la uva depende de la maduracién, del clima y de la exposicion al sol. Los
precursores de estos compuestos son los aminoacidos leucina, isoleucina, valina y
glioxal. De las pirazinas presentes en las uvas, se han identificado principalmente tres:
la 2-metoxi-3-isobutil-pirazina (olor tipico a pimiento verde), la 2-metoxi-3-secbutil-
pirazina y la 2-metoxi-3-isopropil pirazina (ambos aportan notas verdes), todas con

umbrales de percepcion olfativa del orden de 1 — 2 ng L™ (BAYONOVE, 1975).
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Entre los compuestos bencénicos, los &cidos fendlicos (cafeico, p-cumarico y
ferulico) derivados del &cido shikimico, por si mismo no aportan olores, sin embrago, a
través de diversas reacciones (oxidacién, reduccion, hidrdlisis, etc.), pueden
transformase en especies fendlicas volatiles, tales como benzaldehido, alcohol
bencilico, 2-feniletanol, 4-vinilguaiacol y vainillina, que confieren notas aromaticas
variables que vienen a menudo marcadas por notas de ahumado, de bosque, cuero y
pimienta (FLANZY, 2000). Los fenoles volatiles han sido identificados en la mayoria de
las variedades de uva en concentraciones suficientes para ser percibidos. Estos
metabolitos secundarios formados en la uva a partir del acido shikimico, estan
constituidos por un anillo aromatico sustituido por cadenas carbonatadas de uno a
cuatro atomos de carbono, siendo muy interesantes desde el punto de vista sensorial
porque presentan umbrales de percepcién muy bajos y propiedades sensoriales muy
peculiares, aunque en concentraciones altas pueden generar aromas quimicos y
farmacéuticos desagradables (FLANZY, 2000).

Los alcoholes y aldehidos Cg proceden de los acidos grasos de la uva, son
los responsables de la nota aromatica herbacea y a “raspén”, y se forman, en mayor
concentracion, durante las operaciones prefermentativas (JOSLIN & OUGH, 1978). Se
localizan principalmente en el hollejo y en menor proporcion en la pulpa. Durante la
maduracién de la baya los acidos grasos disminuyen, sobre todo el 4cido linoleico, de
ahi la baja concentracién de compuestos Cg en las vendimias maduras. La presencia
de mayor o menor cantidad de &cidos grasos en la uva no viene condicionada tanto
por la variedad, sino por aquellas condiciones de suelo, clima y practicas culturales
que pueden influir en la maduracion (RIBEREAU-GAYON et al., 2000).

Los precursores glicosilados son compuestos formados por la unién de
azlUcares a compuestos volatiles de distinta naturaleza (agliconas), los cuales pueden
separarse por hidrélisis acida o enzimatica. Todos los compuestos caracteristicos del
aroma varietal, citados anteriormente, pueden encontrarse en la uva en forma de

glicésidos, por lo que la naturaleza de las agliconas es muy variada: terpenoles,
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derivados del &cido shikimico, alcoholes alifaticos, Cs-norisoprenoides, etc. En la uva
estos diferentes tipos de glicésidos pueden encontrarse unidos a una molécula de
azucar llamados B-D-glucopiranésidos, o a dos moléculas de azlcar que seran a-L-
ramnopiranosil-(1,6)-D-glucopiranosidos; a-L-arabinofuranosil-(1-6)-D-glucopiranosidos
y B-D-apiofuranosil-(1-6)-D-glucopirandsidos (WILLIAMS et al., 1982; VOIRON et al.,

1990).

Compuestos fendlicos

Los polifenoles son constituyentes fundamentales del mundo vegetal. Se
encuentran en todos los 6rganos de las plantas, desde las raices a los frutos, en
variadas formas de estructuras quimicas. En la uva, los fenoles juegan un papel
importante en la calidad del vino ya que influyen directa o indirectamente en las
caracteristicas sensoriales de los mismos, siendo en gran parte los responsables de
su estructura, su color y de sus propiedades sensoriales.

El estudio de los compuestos fendlicos de la uva ha sido una vieja
preocupacion de los investigadores. Sin embargo, en los ultimos afios, los polifenoles
de los vinos han suscitado un creciente interés debido a sus propiedades antioxidantes
y sus potenciales efectos sobre la salud humana. Los compuestos fendlicos se
clasifican en no flavonoides y flavonoides teniendo cada variedad una composicion
polifendlica determinada, la cual se encuentra fuertemente condicionada por factores

agronomicos y ambientales (CARBONNEAU et al., 1978; CHEYNIER et al., 1998).

Compuestos fendlicos no flavonoides
Los compuestos fendlicos no flavonoides estan divididos en dos grandes
grupos, los &cidos fendlicos, que a su vez se subdividen en &cidos hidroxicinamicos y

acidos benzoicos, y los estilbenos.

208



Rafael Schumacher Introduccién

Los acidos hidroxicinamicos se encuentran principalmente en forma de
ésteres del acido tartarico. Los mas importantes son los 4cidos cafeico, ferulico y p-
cumarico que en la uva se encuentran en las vacuolas de las células del hollejo y de la
pulpa. Las proporciones son mas elevadas en el hollejo que en la pulpa segun la
variedad. Su concentracion disminuye durante el desarrollo de la baya y se estabiliza
en la madurez (ROMEYER et al., 1983).

Entre los acidos benzoicos de la uva se encuentra principalmente el acido
galico bajo forma de éster de flavanol (galocatequinas, epigalocatequinas). El &cido
galico posee importante actividad antioxidante, antimutagénica y hepatoprotectora
(LEIGHTON & URQUIAGA, 1999).

La familia de los compuestos fendlicos tipo estilbenos forman parte de las
fitoalexinas, sustancias sintetizadas por las plantas en respuesta a restricciones o
estrés de diversas indoles, como por ejemplo la respuesta al ataque de bacterias y
hongos. En las uvas, destaca el resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) bajo las formas
trans- y de su derivado glucosilado, el trans piceido (CHEYNIER et al., 1998),
hallandose exclusivamente en los hollejos (no en las pepitas) en concentraciones del
orden de 20 pug de peso seco; aungue esta concentracién varia de acuerdo con las

variedades.

Compuestos fenélicos flavonoides

Entre los flavonoides encontramos las antocianinas que dan el color a los vinos
tintos, los flavan-3-oles que son los principales responsables de la astringencia, de la
estructura y del color de los vinos, y los flavonoles que parecen contribuir al gusto
amargo y a las caracteristicas cromaticas de los vinos (GAWEL, 1998).

Las antocianinas pertenecientes al complejo grupo de compuestos fendlicos
solubles (PRIOR et al., 1998), son los compuestos que aportan los colores azul, rojo y
violeta a los frutos, flores y hojas. Son sintetizados durante el envero acumulandose en

los hollejos y en las vacuolas de las tres o cuatro primeras capas celulares
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hipodérmicas de las bayas, siendo también encontradas en el seno de la pulpa de las
variedades tintoreras (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009). Las antocianinas del genero
Vitis son la cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina. La concentracion
en las uvas depende del vigor de la vifia y de la insolacion de la planta y de los
racimos (HERMOZIN-GUTIERREZ & GARCIA-ROMERO, 2004). En general, el
contenido global esta en el rango de 500 mg Kg™ hasta 3000 mg Kg™, variando los
niveles de cada antocianina con la variedad.

Los antocianos (glucosidos de antocianidinas) de la uva también poden formar
aductos de colores rojo-anaranjado, denominados piranoantocianos. Estos
compuestos son resultantes de las reacciones de condensacion sobre los antocianos
que se modifican para dar lugar a oligbmeros mas estables. Estos compuestos no
estan presentes en las uvas, sino que son formados a partir de la fermentacion
alcohdlica y en las etapas subsiguientes de la elaboracion del vino (BAKKER et al.,
1997). La vitisina A, formada por la cicloadicibn de una molécula de acido piravico
sobre una molécula de antociano, y la vitisina B, formada por la cicloadiciéon de una
molécula de acetaldehido sobre una molécula de antociano son algunos de estos
compuestos que poseen funciones importantes en la estabilizacién del color de los
vinos (FRANCIA-ARICHA et al., 1997; FULCRAND et al., 1998).

Los flavan-3-oles aparecen en las semillas y en los hollejos de las bayas de la
uva en la forma de monémeros o bajo formas mas o menos polimerizadas, mediante
enlaces interflavan, que constituyen los taninos condensados (0 catéquicos), siendo
sintetizados durante la primera etapa del crecimiento de la baya (crecimiento
herbaceo) y su sintesis finaliza poco después del envero. Los principales flavan-3-oles
monomeros de la uva son la (+)-catequina y su isomero la (-)-epicatequina. Este ultimo
puede ser encontrado bajo la forma de éster galico (3-galato de epicatequina). Los
taninos tienen un papel importante tanto en el plano organoléptico como nutricional,

fisiolégico y farmacologico. Asi su capacidad de formar complejos con las proteinas es
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el origen de sus multiples propiedades, entre ellas generar la sensacion astringente de
los vinos (BATE-SMITH, 1954).

Los flavonoles estdn presentes Unicamente en el hollejo de uvas tintas y
blancas bajo la forma de glicésidos (CASTILLO-MUNOZ et al., 2007). Las
concentraciones en ambos tipos de uva son muy similares, pero su composicion es
muy diferente (HERMOSIN-GUTIERREZ et al., 2011). Entre los principales flavonoles
de la baya de uva, los derivados del quercetol (quercetina) son siempre
predominantes, en cuanto que los del miricetol (miricetina) y los glucésidos del
isoramnetol (isoramnetina) parecen ser especificos de las variedades tintas
(SOUQUET et al., 1996). Una propiedad importante de los flavonoles es su capacidad
para actuar como fuertes copigmentos formando complejos con los antocianos,
favoreciendo la disolucion y la retencion de éstos en el vino, lo que se traduce en un
aumento del color (BOULTON, 2001).

Por ultimo, los compuestos pertenecientes a la familia de los flavanonoles y
flavonas han sido identificados en el hollejo de las uvas blancas. La astilbina (3-
ramnosido de dihidroquercetina) y la engeletina (3-ramndsido de dihidrokaempferol)
son los principales, siendo las concentraciones totales del orden de 9 mg Kg* de
materia fresca para la astilbina y 0,6 mg Kg™ de materia fresca para la engeletina,
representando un 5 % de los compuestos fendlicos totales del hollejo de la uva

(FLANZY, 2000).

2.1.4. Potencial de los hollejos como subproductos de la industria vitivinicola
Como hemos visto, los hollejos son una matriz muy compleja debido a la gran
cantidad de compuestos de diversa naturaleza y estructura que podemos encontrar en
ellos. Sin embrago, a pesar de las diferentes operaciones de procesamiento de la uva
con el objetivo de extraer la mayor cantidad posible de sustancias aromaticas y de
color, los hollejos de las uvas no estan totalmente agotados. De hecho, los hollejos

gue componen el orujo todavia tienen una cantidad considerable de sustancias

211



Introduccién Rafael Schumacher

bioactivas restantes, como por ejemplo, compuestos antioxidantes, pigmentos,
vitaminas y compuestos del aroma (LAFKA et al., 2007; RUBERTO et al., 2008;
CASAS et al., 2010).

Los compuestos fendlicos y otros antioxidantes encontrados en los hollejos de
los orujos de las uvas pueden ser beneficiosos para la salud humana, actuando contra
las enfermedades crénicas y degenerativas (HEINONEN et al., 1998), debido a las
actividades anticancerigenas, antiinflamatorias y antimicrobianas que poseen
(HARBORNE & WILLIAMS, 2000; WOLLGAST & ANKLAM, 2000; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2012).

Por otra parte, la actividad de estos compuestos como antioxidantes de los
lipidos de alimentos es bien conocida. La adiccion de antioxidantes es un método
utilizado para aumentar la vida util de los alimentos que contienen principalmente
aceites y grasas (SPIGNO & FAVERI, 2007; TSENG & ZHAO, 2013). Dado que los
antioxidantes sintéticos tienen su uso restringido en los alimentos debido a los efectos
toxicologicos sobre las distintas especies y el sospechoso potencial cancerigeno, la
busqueda de antioxidantes naturales mas seguros, sobre todo de origen vegetal, ha
aumentado considerablemente en los Gltimos afios (POKORNY et al., 2001).

Por otro lado, algunas investigaciones han demostrado que muchos residuos
organicos biodegradables pueden ser compostados de una manera conveniente con el
fin de obtener de ellos un beneficio econémico. El compostaje de los orujos es una
forma simple y eficiente de transformacion de los residuos agroindustriales en
productos adecuados para el uso como enmiendas del suelo o para produccion de
abonos organicos (BERTRAN et al., 2004; MOLDES et al., 2007). Algunos estudios
también han sugerido el caracter represivo del compost de los residuos de la industria
del vino contra fitopatdégenos del suelo (TRILLAS et al., 2006; SEGARRA et al., 2007,
BORRERO et al., 2009). Asimismo, el compostaje de los orujos de la uva puede

sustituir parcialmente los sustratos, como la turba, en la produccion de plantulas de
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diversas hortalizas, como el tomate, la lechuga, el pimiento, etc. (CARMONA et al.,
2012). Igualmente, el orujo de la uva también puede ser reciclado y reutilizado como
sustrato para la produccion de pululano, un polisacarido polimérico de alto valor
afadido, producido a partir de almidon por el hongo Aureobasidium pullulans
(ARVANITOYANNIS et al., 2006b).

En la actualidad, los orujos de las uvas también son considerados como una
fuente muy abundante y relativamente barata para la produccién de adhesivos y
resinas utilizados en maderas (PING et al., 2012). Los taninos condensados retenidos
en la matriz de los orujos no solo son utilizados con éxito en la sustitucion del fenol
para la produccion de resinas (fenol-formaldehido; resorcinol-formaldehido; fenol-
resorcinol-formaldehido), sino que también en la preparacién de adhesivos de madera
(taninos condensados-formaldehido) utilizados en el pegado interno y externo de
productos como tableros de particula y contrachapado (PING et al., 2011 y 2012).

Por otra parte, el orujo de la uva puede ser potencialmente utilizado como
fuente de energia renovable. En ese sentido, Caceres et al., (2012) evaluaron la
obtencion de electricidad a través de la produccién de biogas a partir de un modelo
termodinamico de digestion anaerdbica del orujo acoplado a un sistema de micro-
turbinas. Los resultados apuntan que una bodega puede cubrir hasta un 45 % de sus
necesidades energéticas durante los procesos de vinificacién a partir de la reutilizacién
de los orujos de la uva que ella mismo produce, disminuyendo asi los costes de
vinificacion.

De ésta forma, los orujos de la uva presentan una gran capacidad de
reutilizacién y una rica fuente de diversos compuestos con alto valor afadido, que
pueden ser utilizados en la industria agroalimentaria, para la fabricacion de
suplementos dietéticos, en la agricultura, para la fabricacidon de fertilizantes y
biocombustibles, en la industria farmacéutica, para la fabricacion de fitoquimicos, entre
otros. (ALONSO et al., 2002; NEGRO et al., 2003; GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004;

ANASTASIADI et al., 2012; CACERES et al., 2012).

213



Introduccién Rafael Schumacher

Recientemente, algunos estudios se han centrado en la utilizaciébn de los
hollejos procedentes de los residuos de la industria del vino y del mosto para mejorar
las caracteristicas quimicas y sensoriales de los vinos. En este sentido, Pedroza et al.,
(2011; 2012 y 2013), evaluaron la posibilidad de utilizacion de los hollejos de orujos de
uva como aditivos naturales para la produccion de vino, indicando el potencial de
liberacion de los compuestos de color y de aroma. Los resultados indican que ésta
técnica puede ser una herramienta Util para mejorar los pardmetros de calidad no solo
de los vinos, sino que también de otras bebidas. La reutilizacién de los orujos puede
ser una técnica innovadora y sostenible, sin embargo, la optimizacion de las
condiciones de uso todavia merece mas investigaciones. Ademas, el uso de los
hollejos del orujo de la uva todavia no esta autorizado como una préactica enoldgica.
Por lo tanto, su aprobacion como aditivos en las vinificaciones necesita de una mayor
investigacion cientifica asi como del interés politico y cultural relacionado con las
condiciones de uso.

No obstante, es necesario tener en cuenta dos aspectos, por un lado los orujos
son productos altamente perecederos y debido a los enormes volumenes de residuos
de uva generados durante la temporada de vendimia, su utilizacién fresca es
practicamente inviable, por lo que requieren de un método adecuado de conservacion
y uso apropiado. Por otra parte, la recuperacion de compuestos de interés a partir de
los residuos de vinificacion, estara condicionada por la naturaleza de los mismos. Asi,
aunque los polifenoles son altamente reactivos, debido a su caracter no volatil, su
recuperacion a partir de los residuos de la uva es relativamente mas facil que la
recuperacion de los compuestos volatiles. La volatilidad de los compuestos del aroma
hace que su obtencion en forma de extractos sea mas costosa y compleja, ademas de
que las condiciones de extraccion podrian modificar profundamente su perfil volatil. En
este sentido, el secado se presenta como una alternativa para el aprovechamiento del

potencial aromatico y de color de los residuos de vinificacién, concentrado
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principalmente en los hollejos. Ademds, posibilita la utilizacion de los residuos
deshidratados fuera de la temporada de vendimia, rompiendo asi la estacionalidad de

su uso (de TORRES, et al., 2010).

2.1.5. Métodos de deshidratacién de productos alimentarios

Una de las técnicas mas antiguas de preservacion de los alimentos utilizada
por el hombre es la eliminacion de la humedad de los mismos a través del proceso de
deshidratacion. En 1795 fue disefiada en Francia la primera maquina de deshidratar
frutas y vegetales por medios no naturales. Sin embargo, es bien sabido que los
grandes impulsos al desarrollo de la industria de los alimentos deshidratados
ocurrieron durante las grandes guerras mundiales, en razéon de la necesidad de
alimentacién de las tropas en los campos de batalla. A partir de alli, la deshidratacion
de alimentos paso a ser estudiada e interpretada como una tecnologia que posibilité la
obtencion de productos con alta calidad y de excelente conservacion (MELLONI,
2003).

Con relacion a las frutas, la conservacion se da a través de la reduccion del
contenido de agua hasta que la concentracibn de sélidos naturales sea lo
suficientemente elevada como para disminuir la actividad del agua, inhibiendo el
desarrollo de microorganismos y las reacciones bioquimicas de alteracion. De este
modo el producto tendra una vida util mas larga, sin la necesidad de refrigeracion
(TRAVAGLINI, 1993). Por otro lado, los productos deshidratados poseen volumen y
peso mas pequefios que los productos naturales, lo que implica menores costes de
acondicionamiento, almacenaje y trasporte. En otros casos, la deshidratacion presenta
la ventaja adicional de poner al alcance del consumidor una mayor variedad de
productos que pueden estar disponibles fuera de la época de cosecha, como es el
caso de los frutos secos, un producto con alto valor afiadido (PARK et al., 2002).

Sin embargo deshidratar los alimentos no resulta facil, especialmente si se trata

de aquellos que contienen gran cantidad de agua y que en su composicién quimica
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aparecen compuestos labiles (compuestos organicos volatiles, responsables del
aroma) y/o compuestos no volatiles (de tipo polifenélico, responsables del color,
antioxidantes, vitaminas y nutrientes). La transformacion o pérdida de dichos
compuestos podria provocar el rechazo del alimento deshidratado por parte del
consumidor. Por ello es necesario buscar técnicas de secado que respeten las
propiedades sensoriales y nutritivas del alimento.
2.1.5.1. Secado por estufa

El secado en estufa u horno es el método de deshidratacion mas sencillo y el
mas barato de todos. En general, los hornos o estufas estan equipados con un
pequerio recinto en forma paralelepipédica de dos pisos (Figura 2.3). El aire de secado
se calienta en un quemador del piso inferior y atraviesa por conveccion natural o
forzada el segundo piso perforado en el cual se asienta el lecho de producto a ser
deshidratado. Hoy en dia es utilizado en la industria alimentaria para deshidratar

productos como manzanas, lupulo y forrajes verdes (MAUPOEY et al., 2001).

Segundo piso
Producto fresco

Bandeja perforada

l o
\
‘-_\.—‘.;. CINSTR i

IR AL AR R S S, Fuente de calor

Figura 2.3. Esquema de un secador de estufa u horno.

2.1.5.2. Secado por liofilizacién
La liofilizacién es un método de secado en el que el agua de los alimentos se

congela y seguidamente se sublima, es decir, se transforma en vapor sin pasar por
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estado liquido, generalmente con ligero aporte de calor, en condiciones de presion
muy baja. Es considerada como uno de los métodos de deshidratacion que mejor
conserva las caracteristicas del alimento fresco (COHEN & YANG, 1995).

El agua pura puede existir en estado liquido, sélido y gaseoso dependiendo de
los valores de presion y temperatura. El punto triple es un punto en el que coexisten
los tres estados y sus condiciones son: T = 0,0098 °C y P = 0,64 KP (4,8 mm de Hg).
Si se aplica calor al agua en cualquier estado a presidn constante su temperatura se
eleva por lo que su posicion en el diagrama de fases se irA desplazando
horizontalmente. Si se cruza una de las lineas de separacién de estado, se produce el

cambio de estado (Figura 2.4).

DIAGRAMA DE FASES

A
Sélido Liquido
Z Sélido—Liquidg’
O Liquido-Gas
%) Punto [Triple T
v - L
L _ ——
Y A
o /,/
[ Solido-Gas
>
TEMPERATURA

Figura 2.4. Diagrama de fases del agua.

El calor latente de sublimacion es la energia necesaria para evaporar 1 Kg de
agua en estado solido. Para llevar a cabo la liofilizacién es necesario transmitir energia
a la superficie en que tiene lugar la sublimacion. Pero este calor ha de suministrase a
una velocidad tal que no provoque el aumento de la temperatura de la superficie de

secado por encima del punto de congelacion.
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Este método de secado ha sido desarrollado para evitar la pérdida de
componentes sapidos y aromaticos, ya que las condiciones utilizadas son baja presion
y temperatura. El proceso de liofilizacion consta de dos etapas, ambas igual de
importantes: congelacién y secado por sublimacion.

La congelacion es el paso previo en el secado por liofilizacion. Tiene por
objetivo transformar las disoluciones acuosas de los alimentos en una mezcla de dos
fases: una constituida por cristales de hielo y otra por la solucién concentrada de
solutos. La congelacion puede hacerse en un congelador o en el mismo liofilizador. El
tipo y velocidad de congelacion tiene una gran repercusion en la estructura final del
producto ya que debe garantizar una adecuada difusion del vapor de agua; asi los
alimentos sélidos se suelen congelar de forma rapida ya que se formaran cristales
pequefios que difundiran por la estructura que ya posee el alimento (ej. carne). Por el
contrario los alimentos liquidos como zumos y sopas se deben congelar de forma lenta
para favorecer la formacion de un gran bloque de agua congelada por un lado y la
concentracion de los solutos por otro.

El secado por sublimacién a su vez se divide en dos etapas: deshidratacion
primaria y deshidratacién secundaria.

v La deshidratacién primaria es el momento en el que se elimina mayor contenido de

agua al existir menor resistencia por parte de las moléculas, ya que la afinidad por
la matriz es débil, perdiéndose volumen en el sélido formado por cristales de hielo.
Como es logico esta etapa va a depender también del tipo de alimento, asi los
productos compactos tienen una conductividad térmica elevada, pero su estructura
dificulta la difusion de vapor. En el caso de los porosos ocurrira lo contrario.

v' La deshidratacién secundaria, tras eliminar el mayor contenido de agua en la fase

primaria, en esta segunda etapa de secado por sublimacion existe un margen
mayor de temperatura de trabajo (sin que el aumento de temperatura provoque, en

ningan caso un estado de colapso del material), ya que la difusividad de los aromas
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disminuye sensiblemente cuando la humedad es pequefia, aunque siempre
dependera de las caracteristicas del alimento. Por la misma razon es necesario
aplicar mayor energia ya que en esta etapa el agua se encuentra interaccionando
mas fuertemente con la matriz.

De esta manera es posible obtener un alimento seco con una humedad entre

un 2 y un 8 %. Los productos finales son muy higroscopicos por lo que antes de abrir

la cAmara es importante introducir un gas inerte para romper el vacio.

En general, los liofilizadores estan compuestos por cuatro elementos basicos

que son descritos a continuacion e ilustrados en la Figura 2.5:

v

La camara de vacio, es el aparato donde se introduce el producto a ser liofilizado.
Han de ser bastante robustas pues tendran que soportar grandes diferencias de
presion.

La bomba de vacio, es la que establece el gradiente de presién necesario para la
sublimacién y elimina los gases no condensables asi como el vapor de agua
residual.

El condensador, es necesario ya que las bombas de vacio no tienen capacidad
para evacuar grandes cantidades de gases. Este elemento es muy importante ya
gue sin él seria muy dificil mantener las condiciones de bajas presiones, lo que
podria provocar la fusién del hielo.

El sistema de calentamiento, aplica la energia necesaria para que el agua
congelada sublime. Al trabajar a bajas presiones este aporte de calor sera bajo, y
permite acelerar el proceso. El mecanismo de calentamiento de la muestra da lugar

al tipo de liofilizador.
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/ Camara de secado hermética

—— Bandeja de producto
— Em— Placa radiante
Flujo vapor
Condensador

Bomba de vacio

Figura 2.5. Esquema de un liofilizador (BARBOSA-CANOBAS & VEGA-MERCADO,

2000).

Los liofilizadores poden ser de tres tipos, tales como: liofilizadores de contacto,
liofilizadores acelerados y liofilizadores de microondas.

Los liofilizadores de contacto aportan calor por conduccién. Constan de unas
bandejas que estan sobre unas placas huecas que son calentadas por agua caliente o
por resistencias incorporadas. El producto puede congelarse en estas mismas
bandejas haciendo circular un refrigerante. La velocidad de secado es lenta ya que el
calor solo se aplica en una de las caras de la superficie del alimento.

En los liofilizadores acelerados el calor puede ser aportado por conduccién o
por radiacién. La diferencia fundamental con respecto a los demas es que para
mejorar la transmision de calor y la extraccion de humedad se insertan laminas de
metal ondulado entre los productos alimenticios y las placas calientes. Los fragmentos
del alimento deben tener la méxima superficie plana posible en contacto con las placas
a fin de obtener una buena transmision de calor. Para condensar el vapor de agua se

utiliza también un condensador refrigerado.
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A los liofilizadores de microondas se les atribuye un gran potencial, aunque
hasta el momento no se fabrican a escala industrial por la dificultad de control que
presentan. La razén es que tanto el hielo como el agua tienen un factor de pérdida
elevado (capacidad de absorber energia cuando se encuentran en el seno de un
campo de microondas), aumentando éste con la temperatura, por ello existe el riesgo
de que a medida que el nucleo de hielo se calienta absorba mas energia pudiendo
llegar a fundirse. Por otro lado si existiese una pequefia cantidad de agua no
congelada, que presentaria un factor de pérdida incluso mayor que el hielo,
ocasionaria fusion del hielo por efecto domind (ARSEN & MA, 1990; SOCHANSKI et
al., 1990).

Los alimentos deshidratados por liofilizacién son ligeros, de estructura porosa y
conservan el tamafio y la forma de los originales. En general con la liofilizaciéon se
evitan muchos de los inconvenientes de los métodos convencionales de
deshidratacion como es la retraccion, el movimiento de solutos, que en este caso es
muy limitado, asi como el dafio por calor.

Sin embargo, a pesar de los beneficios que aporta la liofilizacién esta técnica
ha sido siempre considerada como un método de deshidratacién muy costoso desde el
punto de vista energético. Como se ha visto el proceso de liofilizacion consta de cuatro
operaciones principales, congelado, vacio, sublimacién y condensacién. La Figura 2.6
muestra cual es el porcentaje del coste energético que supone cada una de ellas en el
total consumido (RATI, 2001).

Habitualmente se intenta evitar la utilizaciéon de la congelacion como método
para conservar los alimentos pues se considera una técnica muy costosa,
reemplazandolo por la utilizacién de sustancias quimicas. En el proceso de liofilizacién
no soélo la congelacion es una operacion costosa, ya que tanto el vacio, la
condensacién como la sublimacién provocan un coste energético que se traduce en un
gran gasto econdmico en el proceso. Esto indica que a pesar de que la liofilizacion es

una técnica que ofrece productos de alta calidad, el beneficio de los productos
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deshidratados debe justificar este gasto energético y por tanto un coste tan elevado

(LORENTZEN, 1979).

4%

Figura 2.6. Coste energético del proceso de liofilizacion

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito, el propdsito de nuestro
estudio fue evaluar, en primer lugar, el impacto de la liofilizacion en el potencial
aromatico y polifendlico de los hollejos de uvas blancas obtenidos a partir de
subproductos de vinificacion (orujos), con el fin de obtener un producto estable y de
calidad. Este método de secado se seleccion6 después de llevar a cabo un estudio
preliminar sobre el efecto de diferentes procesos de deshidratacion (secado en horno
a 30 °C, secado en horno a 45 °C y liofilizacion) en la calidad del aroma de hollejos de
uvas blancas de la variedad “Moscatel de Alejandria”, obtenidos tras la vinificacion de
dichas uvas. Posteriormente, los hollejos deshidratados fueron utilizados para mejorar
e incrementar las caracteristicas quimicas y sensoriales de un vino blanco obtenido a

partir de una variedad de uva neutra “Airén”, mediante maceracion prefermentativa.
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2.2. MATERIAL Y METODOS
2.2.1. Muestras
2.2.1.1. Hollejos

Los hollejos empleados para el estudio preliminar se obtuvieron a partir de uvas
blancas de la variedad Vitis vinifera “Moscatel de Alejandria”, mediante separacion
manual. Una vez obtenidos se separaron en cuatro lotes, uno de ellos fue almacenado
en fresco a -5 °C, mientras que los restantes se sometieron a los distintos métodos de
secado estudiados: secado en horno a 30 °C durante 36 horas, secado en horno a
45°C durante 24 horas vy liofilizacién durante 24 horas (congelacion previa a -78°C;
vacio 2.4 x 102 mB; temperatura del condensador -49 + 2°C). Todos los tratamientos
se realizaron por triplicado. Las condiciones de secado fueron previamente
seleccionadas con el fin de conseguir en todos los casos un contenido de humedad
inferior al 10 % en los hollejos deshidratados en el menor tiempo posible. El contenido
inicial de humedad de los hollejos frescos fue del 74,0 % en peso seco, mientras que
en los hollejos secados en estufa y liofilizados se alcanzé una humedad del 9,5 % en
peso seco.

Por otro lado, los hollejos empleados para llevar a cabo la maceracion
prefermentativa de mosto con hollejos deshidratados, como técnica alternativa para
incrementar la calidad de vinos elaborados a partir de variedades de uva neutras, se
obtuvieron de los orujos (mezcla de hollejos y pepitas) generados durante la
vinificacion de uvas de la variedad “Moscatel de Alejandria” en la bodega experimental
de la Universidad de Castilla-La Mancha, Ciudad Real, Espafa. Las pepitas fueron
separadas manualmente de los hollejos inmediatamente después de su recepcion y se
almacenaron a -78 °C hasta su deshidratacion. El contenido inicial de humedad de los
hollejos frescos fue del 73,5 % en peso seco, mientras que en los hollejos liofilizados
se alcanz6 un humedad del 9,5 % en peso seco.

La determinacion de la humedad se realizo, por duplicado, mediante secado en

estufa a 105 °C.
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2.2.1.2. Ensayos de vinificacién

Los vinos blancos fueron obtenidos a partir de uvas Vitis vinifera variedad
“Airén” (principal variedad de uva blanca en la regién de Castilla-La Mancha, Espafia,
considerada neutra por su escaso potencial aromatico), con y sin maceracion
prefermentativa con hollejos Moscatel.

Los ensayos se realizaron en tres matraces de tres litros. En uno de ellos se
ferment6 solo mosto Airén, mientras que en los dos restantes se fermenté mosto Airén
tras mantenerse en maceracion con un 25 % de hollejos Moscatel frescos (500 g) y
liofilizados (145 g), respectivamente. La maceracion prefermentativa se realizé durante
15 horas a 18 °C (SANCHEZ-PALOMO et al., 2007), posteriormente los hollejos fueron
retirados y todas las muestras se inocularon con cepas de levaduras Saccharomyces
cerevisiae (CECT n° 10835) para el buen desarrollo de la fermentacion alcohdlica,
llevada a cabo a -18 °C Todas los ensayos se realizaron por duplicado. Tras completar
la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron centrifugados a 5000 rpm, a 8 °C, durante

15 minutos y almacenados bajo refrigeracién hasta que fueron analizados.

2.2.2. Analisis convencionales de los vinos

Los parametros enolégicos convencionales: pH, acidez total, acidez volatil, SO,
libre, SO, total y grado alcohdlico fueron determinados en todas las muestras de vinos
consideradas. Dichas determinaciones se llevaron a cabo mediante el empleo de los
métodos oficiales de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV).

La medida de pH en los vinos fue obtenida con un pH-metro Crisol modelo
2001, previamente calibrado con soluciones tampén de pH 7,02 y 4,00.

La acidez total es la medida de la concentracion de protones del medio

mediante volumetria de neutralizacion con Na OH 0,1 N hasta pH = 7, monitorizando

224



Rafael Schumacher Material y métodos

el punto de equivalencia con un pH-metro Crisol modelo 2001. Los resultados se
expresaron en g de acido tartarico por L de vino.

La determinacién de la acidez volatil se realiz6 mediante la separacion de los
acidos volatiles por arrastre de vapor de agua, evitando la presencia de gas carboénico
en el destilado, y posterior valoracion del destilado con Na OH 0,1 N, empleando
fenolftaleina como indicador. La acidez del anhidrido sulfuroso libre y combinado
arrastrados con el destilado debe ser restada, para lo cual se siguié la norma de
JAULMES, en la que se considera como completa la influencia del SO, libre y sélo la
mitad del combinado.

El grado alcohdlico se analiz6 segun el método aerométrico de medida de la
densidad del destilado hidroalcohdlico procedente de alicuotas de 200 mL de vino
previamente neutralizado. El grado alcohdlico se expresdé como % de etanol (v/v).

Para el andlisis del SO, libre y total se utilizé el aparato ENO 20, el cual mide
ambos parametros de forma automéatica. Para el andlisis del SO, libre se introdujeron
en un matraz 20 mL de vino al cual se le afiadieron 2 mL de H,SO,4 a 1/3 (la valoracion
debe realizarse en medio &cido) y se accioné el aparato. Para el analisis del SO, total
se adicionaron 2 mL de sosa 5 N (este reactivo libera el sulfuroso ligado) a 20 mL de
vino y se esperaron 5 minutos. Posteriormente se afiadieron 4 mL de H,SO, a 1/3

(para neutralizar y dejar el medio acido para la valoracién) y se realiz6 la medida.

2.2.3. Analisis de los compuestos volatiles
Compuestos volatiles mayoritarios

Para el andlisis de los compuestos volatiles mayoritarios del vino, las muestras
se centrifugaron durante 30 min a 1200 rpm, bajo 4 °C de temperatura, y a
continuacion se pasaron a través de lana de vidrio. A 1,5 mL de muestra de vino se le
afiadié 90 pL de 2-pentanol como patrén interno (1 g L™). Las muestras se inyectaron
directamente, en modo Split, en un cromatografo de gases Hewlett Packard modelo

5890N serie Il, acoplado a un detector de ionizacion de llama (FID). Para llevar a cabo
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la separacion cromatogréfica, se utilizd una columna capilar CP-Wax 57 CB
Chrompack (50 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espesor de fase estacionaria). La
temperatura del inyector y la del detector se mantuvo a 220 °C y 250 °C,
respectivamente. La temperatura del horno fue de 40 °C durante 10 min a partir de la
cual se aumenté a una velocidad de 4 °C min™ hasta los 130 °C. El gas portador fue
He con un flujo de 1 mL min™. Los compuestos analizados fueron acetato de etilo,
acetaldehido, metanol, 1-propanol, isobutanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol. La
identificacion se llevd a cabo comparando los tiempos de retencidon con los de
patrones comerciales. La cuantificacion se llevo a cabo mediante el empleo de curvas

de calibrado de los estandares puros.

Compuestos volatiles minoritarios

Previamente a su analisis por cromatografia de gases, los compuestos volatiles
de los hollejos de las uvas se extrajeron mediante extraccién-destilacion simultaneas
(SDE), conforme a la metodologia descrita por GODEFROOT et al., (1981). En un
matraz de 100 mL, se adicionaron 5 g de hollejos frescos 6 secos, 40 mL de agua Milli-
Qy 10 pL de 4-nonanol (0,5 g L™) como patrén interno. La extraccion se llevé a cabo a
presion atmosférica durante dos horas, utilizando diclorometano como disolvente. Los
extractos obtenidos fueron congelados a -18 °C hasta su analisis.

Por otro lado, los compuestos volatiles minoritarios de los vinos fueron aislados
mediante la técnica de extraccion en fase sélida (SPE). Una alicuota de 100 mL de
vino, junto con 40 pL de 4-nonanol (1 g L™) como patrén interno, fueron fraccionados
en cartuchos de estireno divinilbenceno Licrolut EN Merck de 0,5 g de fase,
previamente acondicionados con 10 mL de diclorometano, seguidos de 5 mL de
metanol y 10 mL de una solucion hidroalcohdlica (10 % v/v).

Posteriormente, se pasaron 50 mL de agua Mili-Q para eliminar los compuestos

hidrofilicos unidos a los puntos activos de la resina que pudieran interferir en la
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identificacion de los compuestos. Finalmente, los compuestos volatiles fueron eluidos
con 10 mL de diclorometano. La elucion de las muestras a través de los cartuchos se
realiz6 a un flujo de 2 mL min™. Los extractos organicos fueron congelados vy filtrados a
través de sulfato sodico con el fin de eliminar cualquier resto de agua y posteriormente
concentrados bajo flujo de nitrégeno hasta un volumen final de unos 200 pL para su
posterior andlisis cromatografico.

El andlisis cromatografico de ambos extractos (hollejos y vinos) se realizé en
un cromatografo de gases modelo 6890N acoplado a un detector de masas modelo
5973 inert, ambos de la marca Agilent Technologies y equipado con una columna
capilar BP-21 (60 m x 0,25 mm d.i.; 0,25 um de espesor de fase estacionaria). El
volumen de inyeccion fue 1 pL y se realiz6 en modo splitless (0,5 min). Las
temperaturas del inyector y de la linea de transferencia se mantuvieron a 250 y 280°C,
respectivamente. El programa de temperatura del horno comenz6 a 70 °C durante 5
min para después, mediante una rampa de temperatura de 1 °C min™, alcanzar la
temperatura de 95 °C durante 10 minutos. Seguidamente, se aument6 la temperatura
a una velocidad de 2 °C min™ hasta alcanzar 200 °C, que se mantuvieron durante 40
min. Como gas portador se utilizé He a un flujo de 1 mL min™.

La ionizacién de los compuestos se realizé en modo de impacto electronico (IE)
con una energia de 70 eV. La temperatura de la fuente fue de 178 °C, la velocidad de
barrido fue de 1scan seg™ y el rango de adquisicion de masas fue de 40 a 450 amu.

La identificacién se bas6 en la comparacion de los tiempos de retencion y los
espectro de masas obtenidos de los patrones comerciales y de las librerias NBS75 Ky
Wiley A. La cuantificacién se llevd a cabo mediante la utilizacion de factores de
respuesta obtenidos mediante la inyeccién del patrén comercial. Para aquellos
compuestos de los que no se poseia de patrones comerciales, la cuantificacion se
llevé a cabo aplicando el factor de respuesta de aquellos patrones de estructura

guimica semejante.
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2.2.4. Parametros del color e indice de polifenoles totales

Las caracteristicas cromaticas de las muestras de vino definidas en el espacio
CIELAB se obtuvieron por medio de las medidas de absorbancia a 450, 520, 570y 630
nm, después de ajustar los valores de pH de los vinos a 3,6. Los calculos necesarios
para obtener los valores de los pardmetros cromaticos L*, a*, b*, C* y H* se llevaron a
cabo utilizando una aplicacion informatica especifica para tal efecto (AYALA et al.,
2001).

El contenido de polifenoles totales se determin6é mediante el método de Folin-
Ciocalteu. El método esta basado en la oxidacién que los compuestos fendlicos sufren
con el reactivo de Folin y en la medida espectrofotométrica a 765 nm de la coloraciéon
azul debida a los 6xidos de wolframio y molibdeno resultantes de la reduccion de dicho
reactivo. La absorbancia obtenida para la muestra se interpol6 en la recta de calibrado
realizada previamente con &cido galico y los resultados se expresaron en de mg de

fenoles equivalentes al &cido galico por litro.

2.2.5. Analisis cromatografico de los compuestos fendlicos
Extraccion de los polifenoles de los hollejos de las uvas

Una alicuota de 20 g de hollejos Moscatel frescos o liofilizados fue mezclada
con 150 mL de una solucion extractora compuesta por CH;OH/H,O/HCOOH
(50:48.5:1.5). La mezcla fue triturada en una Moulinex® durante 2 minutos y se dejo
reposar durante 20 minutos. Después, la mezcla fue centrifugada a 2500 g durante 15
minutos a una temperatura de 5 °C y los sobrenadantes fueron recogidos y

almacenados a -18 °C hasta su analisis.

Determinacion de la composicion fendlica de hollejos y vinos por HPLC-DAD-

ESI-MS"
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La identificacién, separacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos de
hollejos y vinos se llevé a cabo mediante el andlisis de los extractos por cromatografia
liguida de alta resolucién utilizando un cromatégrafo HPLC modelo Agilent 1100,
equipado con un detector de fotodiodos alineados - DAD (G1315B) y acoplado a un
espectrémetro de masas con trampa ibnica (G2445C) VL con sistema de ionizaciéon
por electroespray (ESI-MS"). Los datos de los espectros fueron procesados a través
del software Agilent ChemsStation (B.01.03) y el programa del Tap Agilent LC/MS
version 5.3.

Como fase estacionaria se utilizé6 una columna cromatografica de fase inversa
Rapid Resolution Agilent Zobrax Eclipse XDB-C18, de 150 mm de longitud x 2,1 mm
de diametro interno, con 3,5 um de tamafio de particula, protegida por una columna
guardia Zorbax Eclipse XDB-C18 (12,5 mm x 2,1 mm; 5 um de tamafio de particula).
La columna fue termostatizada a 40 °C.

El andlisis de los compuestos fendlicos (flavonoles y &cidos hidroxicinamicos)
se llevd a cabo mediante inyeccion directa en el caso de los vinos y, mediante
inyeccion de los extractos, previamente obtenidos, en el caso de los hollejos. Los
eluyentes utilizados se describen a continuacién, pudiéndose observar el gradiente de
elucion en la Tabla 2.1:

Eluyente A: 3% de acetonitrilo + 88,5% de agua Mili-Q + 8,5% de &cido férmico.
Eluyente B: 50% de acetonitrilo + 41,5% de agua Mili-Q + 8,5% de &cido férmico.

Eluyente C: 90% de metanol + 1,5% de agua Mili-Q + 8,5% de &cido férmico.

Tabla 2.1. Gradiente de elucion utilizado en el método de analisis de flavonoles y
acidos hidroxicinAmicos de extractos de hollejos y vinos.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B % Eluyente C Flujo (mL min™)

0 96,0 4,0 0 0,19
7,00 96,0 4,0 0 0,19
38,00 70,0 17,0 13,0 0,19
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52,00 50,0 30,0 20,0 0,19
52,50 30,0 40,0 30,0 0,19
57,00 0 50,0 50,0 0,19
58,00 0 50,0 50,0 0,19
65,00 96,0 4,0 0 0,19

Cada eluyente se desgasificé por ultrasonidos durante 5 minutos, con el fin de
eliminar posibles burbujas que pudieran interferir en el proceso cromatogréafico de
liquidos.

El volumen de inyeccion fue de 20 L y el rango de longitudes de ondas para la
deteccion fue de 200 — 600 nm.

Para el andlisis cuantitativo se utilizaron diferentes rectas de calibrado de las
sustancias patron, que fueron obtenidas a partir de las disoluciones de
concentraciones crecientes de los diferentes patrones.

La cuantificacion de los flavonoles se realizé usando los cromatogramas
obtenidos por el detector DAD a 360 nm de longitud de onda y empleando la curva de
calibrado de los patrones. En el caso de los derivados de acidos hidroxicinamicos, la
cuantificacion se realizd con rectas de calibrado de los patrones comerciales
registrando la medida cromatografica a 320 nm de longitud de onda.

La identificacién final de los diferentes compuestos se basé en la comparaciéon
con las diferentes sustancias patron, asi como de los tiempos de retencion, las
caracteristicas espectroscépicas en el UV — Vis y en algunos casos en los espectros

de masas registrados.

2.2.6. Analisis sensorial descriptivo
Tanto el vino control como los vinos obtenidos por maceracion prefermentativa
del mosto con los hollejos frescos y liofilizados, fueron evaluados por un panel de

expertos catadores con amplia trayectoria en el analisis sensorial. La evaluacion se
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llevo a cabo en una sala de andlisis sensorial normalizada (ISO 8589, 1998), equipada
con cabinas separadas. Las muestras se presentaron en copas de vino
estandarizadas (ISO 3591, 1997) cubiertas con un vidrio de reloj para minimizar el
escape de compuestos volatiles responsables del aroma. Los jueces evaluaron tanto
las sensaciones olfativas como las gustativas, asi como las sensaciones tactiles de las
muestras utilizando una escala de 10 cm no estructurada para valorar la intensidad de
cada atributo, donde el extremo izquierdo de la escala indicaba una intensidad nula del

descriptor y el extremo derecho los valores maximos.

2.2.7. Anédlisis estadistico de los datos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS version 19 para Windows. El test de Student fue utilizado para evaluar las
diferencias significativas entre los hollejos frescos, secados en estufa y liofilizados. El
Student-Newman-Keuls fue aplicado a fin de encontrar diferencias significativas entre

las diferentes muestras de vino.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Efecto del secado en la calidad del aroma de los hollejos Moscatel. Estudio
preliminar

Con el fin de seleccionar un método de secado adecuado para la
deshidratacién de hollejos frescos de uvas blancas, se realiz6 un estudio preliminar
sobre el efecto de diferentes métodos de secado en la calidad del aroma de hollejos
Moscatel. Concretamente, los tratamientos estudiados fueron tres: secado en estufa a
30°C, secado en estufa a 45°C vy liofilizacion. En la Tabla 2.2 se muestran los
resultados obtenidos, con la media (ug kg™ de peso seco) y desviacion estandar (DE)
para cada compuesto volatil y tratamiento empleado. En la tabla también se observan

los resultados del test de Student-Newman-Keuls para comparacion de medias.

Tabla 2.2. Concentraciones de compuestos volatiles (ug Kg™) de los hollejos frescos y
secados con los diferentes tratamientos estudiados.

Secados en Secados en

Hollejos frescos  Liofilizados horno a 45°C  horno a 30 °C

Compuestos

X £SD X £SD X £SD X £SD
Hexanal 535.8+29.3 4145°+39.1  77.7°+10.6 106.2° + 7.6
E-2-Hexenal 687.4%+63.3 546.7°+56.8 67.5°+6.5 94.3° + 8.4
1-Hexanol 87.2% £ 23.3 42.6° 4.2 45°+0.3 0.0+ 0.0
Furfural 0.0°+0.0 5.7°+0.8 227.7°+285  202.0°+14.6
5-Metilfurfural 0.0°+0.0 0.0+ 0.0 6.3°+0.9 41°+0.6
Linalol 2959.7% + 461.5 3055.2% + 618.4 2185.2°+300.0 2022.6* + 351.6
Hotrienol 592.5+150.9 616.4*°+2.3  528.7°+107.8 539.6%+109.5
a-Terpineol 595.8%+23.7 569.4°+459 549.2°+64.1 502.2*°+57.5
Nerol 332.3*+18.6 281.1°+56.2 183.1°+38.7 194.6°+21.3
trans-Geraniol 1125.2%+52.9 1056.3+189.6 599.5°+96.0 558.4°+77.4

Diferentes superindices (a, b, ¢, d) en la misma fila indican diferencias estadisticas entre las
muestras de acuerdo al test de Student-Newman-Keuls test (0,05)
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Para realizar este primer estudio se seleccionaron 10 compuestos volatiles
pertenecientes a tres familias quimicas diferentes, alcoholes y aldehidos Cg, terpenos
y compuestos furdnicos. Los compuestos de 6 atomos de carbono y los terpenos
fueron elegidos por su caracter varietal, mientras que los compuestos furanicos se
seleccionaron debido a su relacién con el proceso de deshidratacion, ya que, su
formacion estara condicionada por el tratamiento de secado empleado, principalmente
por la temperatura aplicada.

La cantidad de compuestos volatiles en los hollejos frescos decrecio
considerablemente durante el secado en horno a 45°C y a 30°C, con pérdidas del
35,9% y del 38,9 %, respectivamente. Sin embargo, en las muestras liofilizadas las
pérdidas fueron mucho menores, del 4,7 %. Pérdidas similares de compuestos
volatiles se han observado en variedades de uvas tintas, tales como Cabernet
Sauvignon or Carmenére (de TORRES et al., 2010).

Con respecto a los compuestos terpénicos, no se detectaron pérdidas
significativas en los hollejos liofilizados, sin embargo en las muestras secadas en
horno, tanto a 45°C como a 30°C, se produjo una disminucién en el contenido de nerol
y geraniol. Por otro lado, las pérdidas de aldehidos y alcoholes de 6 atomos de
carbono fueron muy importantes en las muestras secas, principalmente en las secadas
en horno y, en menor medida, en las liofilizadas. Resultados semejantes se obtuvieron
cuando hollejos de uvas tintas fueran secadas en horno y por liofilizacion (de TORRES
et al., 2010).

Las muestras frescas no presentaron compuestos derivados del furano, sin
embargo estos compuestos volatiles fueron detectados en los hollejos secos,
mayoritariamente en los secados en horno. La liofilizaciébn sélo produjo un pequefio
incremento de furfural, mientras que el secado en horno dio lugar a concentraciones
de furfural superiores a 200 pg Kg™*, ademas de aparecer pequefias cantidades de 5-

metilfurfural.
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El importante incremento de compuestos furanicos durante el secado en horno,
junto con la disminucion de terpenos y alcoholes y aldehidos de 6 &tomos de carbono,
pone en evidencia el gran potencial de la liofilizacién para el secado de hollejos de

uvas blancas.

2.3.2. Efecto de la liofilizacion en los componentes voléatiles de hollejos Moscatel
obtenidos a partir de subproductos de la vinificacion

Con el fin de conocer el potencial real de la liofilizacién para la obtencion de
hollejos secos de calidad, se decidio realizar un estudio més amplio sobre el efecto de
esta técnica de secado en los componentes volatiles y fendlicos de hollejos de uvas
blancas. Ademas en este caso, las muestras frescas de partida se obtuvieron de los
residuos obtenidos tras una vinificacion en blanco, con el objetivo de intentar, ademas,
aprovechar el gran volumen de subproductos que generan las bodegas.

La Tabla 2.3 muestra los compuestos volatiles identificados en hollejos
Moscatel, obtenidos a partir de orujos, frescos v liofilizados. Se identificaron un total de
53 compuestos, incluyendo monoterpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides, alcoholes
y aldehidos de 6 atomos de carbono, compuestos alifaticos, bencénicos y furanicos. Al
igual que en el estudio preliminar, la cantidad total de compuestos volatiles en los
hollejos frescos decrecio ligeramente durante la liofilizacion, con pérdidas del 5,5 %.

Como es comun en la variedad Moscatel y aunque las muestras procedian de
subproductos de vinificacién, elevadas cantidades de compuestos terpénicos se
encontraron en los hollejos frescos (RIBEREAU-GAYON et al., 2000), los cuales no se
vieron practicamente afectados por el proceso de deshidratacion, al igual que los
norisoprenoides. Ademas, se observo un incremento en el contenido de algunos de
estos compuestos, concretamente acido geranico, &-careno Yy vitispirano. Los
incrementos observados podrian ser atribuidos a la ruptura de las células vegetales en

las cudles se almacenan dichos volatiles, producida por el vacio aplicado durante la
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liofilizacion. Este aumento de compuestos volatiles durante la liofilizacibn ha sido
previamente descrito por otros investigadores en el caso de hollejos de distintas
variedades de uvas (de TORRES et al., 2010), y en otros materiales vegetales, tales
como tomillo 6 albahaca (VENSKUTONIS, 1997; DIAZ-MAROTO et al., 2002b).

En el caso de los compuestos alifaticos y bencénicos no se observaron
pérdidas significativas, sin embargo, se produjeron importantes pérdidas de alcoholes
y aldehidos de 6 &tomos de carbono, al igual que en el estudio preliminar, y durante la
liofilizacion y secado en horno de hollejos de uva de variedades tintas (de TORRES et
al, 2010).

Finalmente, se observé un incremento en la concentracion de algunos
compuestos furanicos debido a reacciones de pardeamiento. Este incremento fue
similar al detectado en variedades de uvas tintas, y mucho menor al que ocurre
cuando el secado en horno es utilizado como método de deshidratacion (de TORRES
et al., 2010).

Al contrario que en el estudio preliminar, en el que las muestras no fueron
obtenidas de subproductos de vinificacion, algunos compuestos furanicos fueron
detectados en las muestras frescas en concentraciones muy bajas. So6lo dos
compuestos, el 2-pentilfuran y el 5-metilfurfural, se detectaron exclusivamente en las
muestras liofilizadas, aunque el incremento mas significativo fue el producido en el
contenido de furfural, sin embargo su concentracién no excedié su umbral olfativo

(3000 - 23.000 ppb en agua (BUTTERY et al., 1988).
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Tabla 2.3. Compuestos volatiles (ug Kg™) en hollejos Moscatel frescos y liofilizados

obtenidos a partir de subproductos de vinificacion.

Hollejos frescos

Hollejos liofilizados

Compuestos __ __

X £SD X £SD
B-Myrceno 57.6°+4.9 62.1%°+13.4
Limoneno 47.6%+35 76.0°+ 1.0
a-Pineno 349%+20 29.6%+1.2
a-Terpinoleno 51.8%+4.2 52.2%+1.7
Alloocimeno 16.2%+0.8 17.0%+1.8
cis-furan-Linalol oxido 46.5%+ 3.4 65.7°+ 3.6
trans-furan-Linalol oxido 37.1%+3.2 52.3%+3.4
Linalol 2914.6% £ 110.9 2595.4% + 185.6
Terpinen-4-ol 8.72+0.3 9.5%+0.4
Hotrienol 188.7% + 16.7 229.9%+8.4
Z-Citral 5.1%+0.1 6.2%+0.5
a-Terpineol 682.2%+ 29.7 684.8%+31.2
E-Citral 146%+1.8 13.62+0.0
cis-pyran-Linalol oxido 37.2%+11.1 41.0°+3.8
trans-pyran-Linalol oxido 26.1%+10.4 29.7%+3.5
B-Citronellol 23.7%+29 19.4%+54
Nerol 328.5%+15.7 279.1°+ 1.6
trans-Geraniol 1087.8% +83.0 838.8°+8.7
Geranil acetona 46.4%+ 14.6 38.1%+3.4
2,6-Dimetil-3,7-octadien-2,6-diol 6.02+2.6 8.32+0.6
Acido geranico 298.6% + 96.9 543.3°+ 52.1
Monoterpenos totales 5959.9 5692.0
5-Careno 13.6%+0.2 17.6°+ 0.7
trans-Farnesol 6.5%+0.6 7.82+0.4
Sesquiterpenos totales 20.1 25.4
Vitispirano 3.72+0.7 6.7°+ 0.4
B-Damascenona 24.1%+6.3 24.0%+1.1
B-lonona 11.6%+25 9.2%+0.5
Metil dihidrojasmonato 1.6%+0.6 57%+2.2
Norisoprenoides totales 41.0 45.6
Hexanal 261.5%+4.4 178.2°+ 5.0
E-2-Hexenal 383.1%+16.1 259.4°+ 20.9
1-Hexanol 26.3+£1.6 18.0°+0.7
Z-3-Hexen-1-ol 29.6%+ 8.6 14.7°+1.4
E-2-Hexen-1-ol 26.6%+4.0 28.4%+ 4.8
Alcoholes y aldehidos C6 totales 727.1 498.7
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Tabla 2.3. Continuacion.

Hollejos frescos

Hollejos liofilizados

Compuestos

X +SD X +SD
Heptanal 13.32+0.4 3.7°+1.3
Octanal 45%+0.1 4.6%+ 0.5
Nonanal 452%+25 455%+4.3
2,4-Hexadienal 6.4%+0.1 8.1°+0.2
E-2-Octenal 8.42+0.9 125%+ 4.4
(E,E)-2,4-Heptadienal 542+1.0 14.1%+5.6
Decanal 12.4%+0.7 15.2°+0.2
(2)-2-Nonenal 5.22+0.3 9.1%+3.0
(E,Z)-2,6-Nonadienal 29%+0.6 4.1*+0.6
(E,E)-2,4-Decadienal 47%+0.9 742 +23
(E,2)-2,4-Decadienal 12.42+3.9 21.6%+10.5
Compuestos alifaticos totales 120.8 145.9
Benzaldehido 7.7%+£0.9 11.5%+2.2
Bencenacetaldehido 28.4%+0.6 41.9°+85
Alcohol bencilico 20.7%+8.1 20.8%+1.2
2-Feniletanol 31.9%+77 33.4%+6.6
Vinilguaiacol 3.72+0.3 8.0°+0.1
Compuestos bencénicos totales 92.4 115.6
2-Pentil furan n.d. 6.8°+1.8
Furfural 60.5%+2.2 95.7°+14.3
5-Metilfurfural n.d. 4.0°+0.1
Furanmetanol 1.8%+0.4 3.3°+0.2
2,3-Dihidrobenzofurano 29%+1.4 7.3%+33
Compuestos furanicos totales 65.3 117.2

Diferentes superindices (a, b) en la misma fila, indican diferencias estadisticas de acuerdo al

test de Student (0,05).
n.d.: no detectado.
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2.3.3. Efecto de la liofilizacion en los componentes fendlicos de hollejos
Moscatel obtenidos a partir de subproductos de la vinificacion

Respecto al contenido en compuestos fendlicos, en la Tabla 2.4 se muestran
los flavonoles y los &cidos hidroxicinamicos identificados en hollejos Moscatel frescos
y liofilizados. Dentro de la familia de los flavonoles, derivados de la quercetina y del
kaempferol fueron identificados en ambos hollejos, encontrdndose el glucurénido y el
glucésido de quercetina en concentraciones mayores. Aunque la quercetina-
galactésido ha sido identificada en uvas Moscatel en concentraciones menores a los
derivados glucurénido y glucésido (CASTILLO-MUNOZ et al., 2010), no pudo ser
cuantificada por el método empleado, ya que apareci6 como un hombro del pico
cromatogréfico correspondiente a la quercetina-glucurénido. La liofilizacién no genero
importantes cambios en las cantidades de estos compuestos, al contrario que en el
caso de dos variedades de uva tintas, Cabernet Sauvignon and Carmenere (de
TORRES et al., 2010).

Los flavonoles se almacenan en vacuolas celulares, sin embargo, a menudo se
encuentran en las dreas mas externas de dichas vacuolas (CHRISM & HAARD, 1996).
Por tanto, si la estructura celular se dafa durante la liofilizacién, debido principalmente
al vacio aplicado, aquellos compuestos almacenados en las areas mas externas de las
células seran mas sensitivos a su degradacion o pérdida, lo cual podria explicar el
distinto comportamiento de los flavonoles durante la liofilizacion de diferentes
variedades de uvas, en este caso, blancas y tintas.

Con respecto al GRP (acido 2-S-glutationil trans-cafeoil tartarico, producto
resultante de la adicién nucledfila del glutation, tripéptido abundante en la baya de uva
y especialmente en la pulpa (CHEYNIER et al., 1986), sobre la quinona del &cido
caftarico generado por oxidacion enzimética de éste Ultimo), y a los dos acidos
hidroxicinamicos (trans- caftarico y trans-cutarico) determinados a 320 nm, no se

observaron diferencias significativas entre las muestras frescas y liofilizadas. Los
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niveles de estos compuesto decrece considerablemente en condiciones oxidativas,
tales como las etapas prefermentativas (estrujado, despalillado, etc.) (CHEYNIER et
al.,, 1986), sin embargo la liofilizacion no produjo ningin cambio en sus
concentraciones, probablemente a que dicho tratamiento de desecacion se realiza en
ausencia de oxigeno y a bajas temperaturas. Esto demuestra las ventajas de la

liofilizacion para obtener un producto desecado de similar calidad al original.

Tabla 2.4. Compuestos fendlicos (mg Kg™) en hollejos Moscatel frescos y liofilizados
obtenidos a partir de subproductos de vinificacion.
Hollejos frescos

Hollejos liofilizados

Compuestos _ _

X +SD X £ SD
Flavonoles
Quercetina-glucurénido 11.58 °+ 0.52 12.75%+0.03
Quercetina-glucésido 9.36%+1.52 10.39%+0.52
Kaempferol-galactdsido 1.06%+0.27 1.18%+0.08
Kaempferol-glucurénido 0.33%+0.04 0.33%+0.02
Kaempferol-glucésido 3.83%+0.96 4.32%+0.37
Total 26.16 28.97
Acidos hidroxicinamicos
GRP 8.55%+0.61 8.92%+0.07
trans-Acido caftarico 4.48% +0.30 4.82%+0.26
trans-Acido coutarico 0.20% +0.00 0.21%+0.02
Total 13.23 13.95

Diferentes superindices (a, b) en la misma fila, indican diferencias estadisticas de acuerdo al
test de Student (0,05)
2.3.4. Utilizacién de hollejos Moscatel liofilizados para incrementar la calidad de
vinos blancos obtenidos de variedades de uva neutras

Los hollejos Moscatel liofilizados, obtenidos de subproductos de vinificacién, se
utilizaron para incrementar la calidad de vinos blancos elaborados a partir de uvas Vitis
vinifera variedad Airén, una variedad de uva blanca considerada neutra. Para ello los

vinos se obtuvieron mediante maceraciéon prefermentativa de mosto Airén con hollejos
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Moscatel frescos y liofilizados, utilizando como control el vino obtenido de la
fermentacion del mosto Airén sin maceracién. Estudios previos han puesto de
manifiesto el potencial de los orujos deshidratados, obtenidos tras una vinificacion en
tinto, para la obtencion de vinos rosados mediante maceracion de vinos blancos con
dichos orujos (PEDROZA et al, 2011, 2012). En este caso los productos
deshidratados se obtuvieron mediante secado en horno a 60°C, lo que supone un
importante incremento de compuestos furdnicos, ademas de una mayor pérdida de
compuestos responsables del aroma. Ademas, en la actualidad la Legislacion no
contempla la obtencién de vinos rosados mediante maceracioén de vinos ya acabados
con hollejos tintos, en cuyo caso, ademas, el contenido en alcohol jugard un papel
primordial. Por estas razones, nuestro planteamiento fue totalmente distinto, en primer
lugar obtuvimos un producto deshidratado de calidad y, en segundo lugar, los vinos
obtenidos en el presente estudio estan de acuerdo a la Legislacién vigente.

Los vinos control (sin macerar) y macerados (con hollejos Moscatel frescos y
liofiizados) no presentaron diferencias significativas en sus pardmetros
convencionales, excepto en el caso del contenido en alcohol, que fue superior en los
vinos macerados (12.9° vino control, 13.6° vino macerado con hollejos frescos, 13.9°
vino macerado con hollejos liofilizados) probablemente debido a la adicion de azucar
por parte de los hollejos. Todos los vinos tuvieron valores de pH y acidez volatil de 3,6

y 0,2 g/L, respectivamente.

2.3.4.1. Compuestos volatiles

En la Tabla 2.5 aparecen los compuestos volatiles cuantificados en los vinos
control y macerados con hollejos Moscatel frescos y liofilizados, junto con los
resultados del test de Student-Newman-Keuls para comparacion de medias. Se

identificaron 34 compuestos, incluyendo aquellos previamente identificados en los
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hollejos Moscatel y cedidos al vino, y otros formados durante la fermentacién
alcohdlica.

Tanto los vinos macerados con hollejos frescos como liofilizados presentaron
un alto contenido en compuestos terpénicos, caracteristicos de la variedad Moscatel,
mientras, como era de esperar, en el vino control sélo aparecieron los alcoholes
terpénicos, linalol, nerol y geraniol en cantidades traza. Al igual que en el caso de los
hollejos, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
terpenos entre los vinos macerados con hollejos frescos y liofilizados.

Los compuestos terpénicos mas abundantes presentes en los vinos macerados
fueron &cido geranico, linalol, 3,7-dimetil-1,5-octadien-3,7-diol (Diendiol I), trans-
geraniol y B-citronellol. Como norma general, las concentraciones de terpenos en los
vinos macerados fue inferior a la identificada en las muestras de hollejos frescas y
liofilizadas, excepto en casos muy puntuales como el B-citronellol. Ademas ciertos
compuestos no fueron transferidos a los vinos y, sin embargo, se detectaron terpenos
nuevos, previamente no identificados en los hollejos, tales como 3,7-dimetil-1,5-
octadien-3,7-diol (Diendiol 1), 3,7-dimetil-1,7-octadien-3,6-diol (Diendiol 1), 3,7-dimetil-
1,7-octanediol y neril acetato.

El B-citronellol puede ser formado a partir del nerol y del geraniol por el
metabolismo de las levaduras (DUGELAY et al., 1992), mientras que el 3,7-dimetil-1,7-
octanediol es un derivado del B-citronellol (RIBEREAU-GAYON et al., 2000). Por otro
lado los diendioles son derivados del linalol, componente terpénico mayoritario de los
hollejos frescos y liofilizados, y el neril acetato se forma a partir del nerol durante la
fermentacion alcohélica (RIBEREAU-GAYON et al., 2000).

La influencia de la maceracion con hollejos Moscatel en el contenido en
alcoholes y aldehidos de 6 4&tomos de carbono de los vinos Airén, fue minima. Esto es
l6gico, ya que dichos compuestos se forman principalmente durante los tratamientos

sufridos por la uva desde la vendimia hasta el comienzo de la fermentacion alcohdlica,
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es decir, durante las operaciones de vendimia, especialmente de vendimia mecanica,
transporte, estrujado, despalillado, prensado, etc. Los efectos mecanicos de estos
tratamientos van a suponer la ruptura a nivel celular permitiendo a los sistemas
enzimaticos responsables de la formacion de estos compuestos entrar en contacto con
los sustratos presentes en la baya, es decir, con los acidos grasos poliinsaturados,
linoleico y linolénico (DRAWERT et al. 1966).

Hay ciertas variedades como la Chardonnay cuyo hollejo es mas rico en acidos
grasos poliinsaturados que la pulpa, o que ocasiona que la cantidad de acidos grasos
y de compuestos de 6 atomos de carbono aumente con el tiempo de contacto del
mosto con el hollejo (FERREIRA et al., 1995), sin embargo, este comportamiento no
se observo en nuestro estudio ya que la variedad Moscatel no resultd especialmente
rica en dichos compuestos.

En los vinos control y macerados con hollejos, los compuestos C6 mayoritarios
fueron el 1-hexanol y el E-2-hexenal, ambos con notas aromaticas verdes y herbaceas
(JOSLIN & OUGH, 1978).

Dentro del grupo de los ésteres formados durante la fermentacion alcohdlica,
se observd un ligero incremento en algunos compuestos en los vinos macerados con
hollejos frescos y liofilizados, que pueden jugar un papel importante en su aroma,
concretamente el butirato de etilo o el hexanoato de etilo. Ambos compuestos se
consideran especialmente importantes en el aroma de vinos blancos elaborados con
variedades neutras, debido a su influencia en las notas arométicas afrutadas de dichos
vinos (ETIEVANT, 1991; KOTSERIDIS, 1999).

Otro compuesto cuya concentracion fue superior en los vinos macerados, fue el
alcohol bencilico, lo que ha sido previamente descrito por otros autores durante la
maceracion prefermentativa en diferentes variedades de uva (JURADO et al., 2001;

SANCHEZ-PALOMO et al., 2006).
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Tabla 2.5. Compuestos volatiles (ug L™) identificados en los vinos control y macerados
con hollejos Moscatel frescos vy liofilizados.

Vino macerado Vino macerado

Compuestos Vino control  ¢o hollejos  con hollejos
frescos liofilizados
X £SD X +SD X +SD
cis-furan-Linalol oxido n.d. 5.2%+0.5 5.4%+0.1
Linalol Tr 305.9%+31.3 273.4%+13.7
Hotrienol n.d. 7.8%+1.2 6.8%+1.1
a-Terpineol Tr 151.4%+9.3 163.0%+4.1
cis-pyran-Linalol oxido n.d. 32.0%+2.8 35.7%+24
trans-piran-Linalol oxido n.d. 19.5%+1.6 19.2%+0.6
B-Citronellol n.d. 107.9%+6.9 107.8%+5.3
Nerol n.d. 74.7%+5.2 84.3%+2.2
trans-Geraniol Tr 129.9%+45 124.1%+14.2
3,7-Dimetil-1,5-octadien-3,7-diol n.d. 218.0%+17.1 220.2%+25.7
3,7-Dimetil-1,7-octadien-3,6-diol n.d. 25.02+3.0 29.22+29
3,7-Dimetil-1,7-octanediol n.d. 3492+55 42.0*+0.4
Neril acetato n.d. 95.2%+11.3 104.2%+2.3
Acido geranico n.d. 434.3%+38.8 429.0%+9.1
Terpenos totales 1641.6 1644.3
E-2-Hexenal 314.4%+30.6 333.2%+26.4 313.2%+20.1
1-Hexanol 894.1%+85.9 1007.7% + 70.6 955.9% + 28.3
Z-3-Hexen-1-ol 18.1%+1.4 22.4%+1.4 23.1%+1.2
E-2-Hexen-1-ol 3.7%+0.0 32%+01 3.6%+0.0
Total Cg alcohols 1230.3 1366.5 1295.7
Ethyl butyrate 67.1°+4.6 174.7° £ 20.1 217.5°+8.3
Isoamyl acetate 1428.4% +160.8 1129.6%+122.6 1395.2%+45.8
Ethyl hexanoate 610.0°+42.0  875.3°+33.2  9456°+275
Hexyl acetate 131.32+9.7 18.2°+1.2 25.3°+0.9
Ethyl lactate 55.42 + 5.4 65.1°+ 2.3 56.2°+4.7
Ethyl octanoate 1055.0%+73.4 1160.8° + 0.2 1198.2%+21.1
Ethyl 3-hydroxybutyrate 39.82+0.1 60.8°+3.9 61.4°+5.1
Ethyl decanoate 425.6%+71.3 252.6°+4.2 259.9°+1.8
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Ethyl 3-hydroxyhexanoate 3.0°+04 49°+0.4 57°+0.4
Diethyl-succinate 55.8%+2.9 101.0°+1.8 126.9°+8.5
2-Phenylethyl acetate 213.4%+29 62.9°+6.6 97.5°+7.2
Total ésteres 4084.7 3905.9 4389.3

Tabla 2.5. Continuacion.

_ Vino macerado Vino macerado
Vino control

Compuestos con hollejos con hollejos
frescos liolifizados
X +SD X +SD X +SD
Benzaldehyde 2.6%+0.2 3.0%+0.1 3.6%+0.5
Guaiacol 8.6%+2.2 8.3%+1.6 7.0%+0.1
Benzyl alcohol 25.9%+1.0 104.8°+125  106.0°+13.7
2-Phenylethanoll 13544.1°+466.1  17466.3% £1723.1 16938.3% + 196.5
4-Vinylguaiacol 350.12+5.3 215.8" + 26.2 218.3°+8.2
Total compuestos bencénicos 13931.3 17798.3 17273.1

Diferentes superindices (a, b, c) en la misma fila indican diferencias estadisticas entre las
muestras de acuerdo al test de Student-Newman-Keuls test (0,05)

n.d.: no detectado

Tr.: trazas

Aunque en los hollejos, tanto frescos como liofilizados, se identificaron
compuestos furanicos, éstos no fueron cedidos a los vinos durante la maceracion,
probablemente a la baja concentracién en la que dichos compuestos se encontraron

en los hollejos.

2.3.4.2. Compuestos fenélicos y parametros del color

Flavonoides (flavonoles) y no flavonoides (&cidos hidroxicinamicos) se
identificaron en los tres vinos analizados (Tabla 2.6). Respecto a los flavonoles, en el
vino control so6lo se encontraron los derivados glucurénidos de quercetina y
kaempferol, mientras que en los vinos macerados se identificaron ademas el
kaempferol-galactosido y la quercetina-glucésido, éste ultimo sélo en vinos macerados
con hollejos liofilizados. ElI kaempferol-glucésido cuantificado previamente en los

hollejos frescos y liofilizados no fue identificado en los vinos. La desaparicion 6
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disminucion considerable en la concentracion de los derivados glucosilados en los
vinos macerados pudo ser debida a su hidrélisis durante la etapa fermentativa.

Los perfiles de flavonoles de los vinos difieren de los de las uvas originales
debido a la hidrdlisis de los flavonol 3-O-glicésidos (CASTILLO MUNOZ et al., 2007).
Por lo tanto, los perfiles de flavonoles del vino consisten en una mezcla de flavonoles
3-O-glicésidos y agliconas flavonoles libres liberados de ellos. Las causas de dicha
hidrdlisis en el vino todavia no han sido reveladas, sin embargo, Castillo Mufioz et al.,
2007 sugieren que la hidrdlisis de los flavonoles 3-O-glicosidos se desarrolla
indistintamente en los vinos jovenes y de edad y, ademas, el grado de hidrdlisis parece
ser dependiente de la estructura flavonoide y del tipo de 3-O-glucdsido.

Por otro lado, el GRP y los &cidos hidroxicinamicos se encontraron en mayor
concentracion y variedad en los vinos que en los hollejos, debido a la aportacién del
vino control. Ademéas de los compuestos identificados en los hollejos frescos y
liofilizados (GRP, trans-acido caftarico y trans-acido cutarico), tanto en el vino control
como en los vinos macerados se cuantificaron el cis-acido cutarico, el acido cafeico y
el trans-acido fertarico. Las diferencias entre los tres tipos de vinos fueron escasas.

Ademas de los compuestos fendlicos, en la Tabla 2.6 se muestran también los
pardmetros del color y el contenido en polifenoles totales. En el primer caso no se
obtuvieron diferencias significativas entre el vino control y los vinos macerados con
hollejos frescos vy liofilizados, lo que pone de manifiesto que la maceracion
prefermentativa con hollejos no supone una variacion en el color de los vinos blancos.
En cuanto al contenido en polifenoles totales, s6lo se observé un pequefo incremento

en los vinos macerados, debido a la aportacion de los hollejos.
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Tabla 2.6. Compuestos fendlicos (mg L™) y parametros del color en los vinos control y
macerados con hollejos Moscatel frescos y liofilizados.

Vino macerado

Vino macerado

Compuestos Vino control con hollejos cgn.h.ollejos
frescos liofilizados
X +SD X +SD X +SD
Flavonoles
Quercetina-glucurénido 2.21*+0.03 10.93°+0.70 10.94°+ 0.41
Quercetina-glucésido n.d. n.d. 0.12%+0.01
Kaempferol-galactésido n.d. 0.50%+0.08 0.58%+0.01
Kaempferol-glucurénido 0.10%+0.00 0.39°+0.03 0.43°+0.02
Total 2.30 11.83 12.07
Acidos hidroxicinamicos
GRP 22.55%+0.94 28.60% + 0.94 23.28%+2.20
trans-Acido caftarico 13.94°+0.04 9.11°+0.04 9.28°+0.32
trans-Acido coutérico 1.052 + 0.09 0.45°+0.02 0.45°+0.02
cis-Acido coutarico 2.97%+0.03 1.75°+ 0.06 1.87°+0.07
Acido cafeico 2.91%+0.00 2.60°+0.00 2.64°+0.00
trans-Acido fertarico 4.48°%+0.01 4.20%+0.02 4.76%+0.43
Total 47.89 46.72 42.27
Parédmetros del color
L 96.25%+ 0.07 96.05%+ 0.49 95.75%+0.21
C 9.74% £ 0.06 8.73%+0.65 8.21%+0.49
h 92.52%+ 0.63 94.02%+1.15 94.81%+1.26
a* -0.43%+0.11 -0.54%+0.11 -0.69%+0.13
b* 9.72% £ 0.07 7.71%+0.66 8.18%+0.51
Polifenoles totales 214.03%+£0.01 224.91°+0.00  223.74" +0.00

Diferentes superindices (a, b, ¢) en la misma fila indican diferencias estadisticas entre
las muestras de acuerdo al test de Student-Newman-Keuls test (0,05)
n.d.: no detectado.
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2.3.4.3. Analisis sensorial

En la Figura 2.7 se muestran los resultados obtenidos del andlisis sensorial
descriptivo cuantitativo de los vinos, en forma de tela de arafia. La Figura (a) muestra
los valores medios de las puntuaciones otorgadas a los atributos olfativos, mientras
que en la Figura (b) se observan los atributos gustativos junto con la impresién global
de cada uno de los vinos.

El perfil aromatico del vino control, obtenido de uvas Airén, se caracterizé por
un intenso aroma a fresco y manzana verde, con notas moderadas de citricos y
afrutadas, concretamente a melocotdn, albaricoque y platano. Ademas present6 un
ligero aroma a fruta tropical y floral. El contacto con hollejos Moscatel, tanto frescos
como liofilizados, produjo un moderado incremeto en las notas afrutadas (albaricoque,
melocotén) y en el aroma a fresco, observandose una mayor contribucién en el aroma
floral y en las notas citricas. Los atributos olfativos florales y afrutados son
principalmente atribuidos a los compuestos terpénicos y a los ésteres etilicos de los
acidos grasos de cadena corta, respectivamente (GUTH, 1997; ETIEVANT, 1991;
1995; KOTSERIDIS, 1999), cuya concentracion fue superior en los vinos macerados
con hollejos.

Por otro lado, se observé una disminucién en aromas caracteristicos de los
vinos Airén, concretamente, manzana verde, platano y fruta tropical.

En cuanto a la comparacion entre los vinos macerados con hollejos frescos y
liofilizados, no se observaron diferencias, lo que pone de manifiesto el potencial de la
liofilizacidbn como técnica de deshidratacién de hollejos.

Las diferencias en los perfiles gustativos se encontraron también entre vinos
macerados y vino control, aunque en este caso los vinos macerados con hollejos
liofilizados fueron ligeramente mejor valorados que los vinos macerados con hollejos
frescos y, ambos obtuvieron puntuaciones superiores en impresion global y calidad del

retrogusto con respecto al vino control.
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El vino control Airén se caracterizé principalmente por su acidez y sabor a
manzana verde, con ligeras notas gustatitas a melocoton, albaricoque vy fruta tropical.
Los vinos macerados con hollejos conservaron las notas afrutados, aunque perdieron
intensidad en el sabor a manzana verde y en su acidez. Resultados similares han sido
obtenidos por otros autores para vinos obtenidos por maceracion con hollejos
(GARCIA ROMERO et al., 1999; SANCHEZ-PALOMO et al., 2006 SANCHEZ-
PALOMO et al., 2007), probablemente debido a la neutralizacién de los principales
acidos del vino durante la maceracion prefermentativa del mosto. El Unico vino que
presentd en su perfil gustativo notas florales, fue el vino macerado con hollejos

liofilizados.
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Figura 2.7. Andlisis sensorial de los vinos. (a) Atributos olfativos,

(b) Atributos gustativos.
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3.1. INTRODUCCION
3.1.1. Lavariedad Tempranillo y su importancia en Espafia

La tradicion vitivinicola de Espafia es reconocida mundialmente por la
produccion de vinos diversos y de gran calidad. Los vinos espafioles viven un
momento de creciente popularidad internacional y su oferta esta relacionada con la
gran diversidad cultural, climatica y geogréfica que este pais posee. Esta diversidad
resulta facil para que los consumidores encuentren los vinos que mas se adapten a
Sus gustos.

Espafia es el pais que tiene la mayor area de vifiedos cultivada en todo el
mundo. Segun las estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y Agricultura — FAO, cerca de 1,10 millones de hectareas fueron
cultivados en Espafia en el afio de 2009, con una produccién de aproximadamente
5,58 millones de toneladas de uvas y cerca de 32,50 millones de hectolitros de vino.
Datos mas recientes, suministrados por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente de Espafia, apuntan que fueron cultivadas cerca de 968,29 mil
hectareas en el afio de 2011, lo que indica una reduccién de aproximadamente del 5%
en el area total de vifiedos en los Gltimos afios. Esta reduccién se debe principalmente
a las politicas de incentivos dados por el gobierno para que los viticultores arranquen
sus vifiedos.

Actualmente, existe en Espafia 69 Denominaciones de Origen Protegidas, 6
Indicaciones Geograficas de Vinos de Calidad y 13 denominaciones Vinos de Pago,
abrigando practicamente todas las regiones, areas significativas en el cultivo de la vid.
De entre las regiones productoras, merece la pena destacar la region de Castilla La-
Mancha por su extenso territorio implantado con vifiedos, con un area estimada de
495,30 mil hectareas, lo que corresponde a mas de la mitad (cerca de 51,50%) del
total de los vifiedos esparfioles (MAAMA Espafia, 2009).

Las variedades Airén, Tempranillo, Bobal, Garnacha, Monastrell y Macabeo,

entre otras, son algunas de las variedades de uva cultivadas en Espafa. La
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Tempranillo (Vitis vinifera) es la variedad autdctona espafiola mas difundida y
reconocida mundialmente. También es la variedad de uva tinta mas importante y la
mas cultivada en todo el territorio espafiol. Aproximadamente 21,45% de todos los
vifiedos espafioles son cultivados con esta cepa, lo que corresponde alrededor de
207,69 mil hectareas, de los cuales 72,56 mil estan ubicados en Castilla La-Mancha
(MAAMA Espafia 2009).

Desde el punto de vista agronémico, la variedad Tempranillo se caracteriza por
ser una variedad relativamente vigorosa y de maduracion temprana. Es susceptible a
los ataques de hongo patogénicos, tales como oidio y mildiu (JACKSON, 2008).
Produce bayas de tamafio mediano y de piel gruesa, con alta concentracién de
taninos, pero con baja acidez, lo que muchas veces supone un problema durante los
procesos de vinificacién (CLARKE & BAKKER, 2004).

A pesar de que su graduacion alcohdlica relativamente baja, la variedad
Tempranillo produce vinos tintos muy sutiles, los cuales posee un buen potencial de
envejecimiento. Ademas, se obtienen vinos jévenes delicados, con un estilo muy
peculiar (JACKSON, 2008). En lineas generales, las mejores caracteristicas climaticas
para el cultivo de la variedad Tempranillo son las zonas con alta insolacién y con
temperaturas nocturnas muy frias. Bajo estas condiciones, tipicas de la region de
Castilla La-Mancha, se alcanzan graduaciones alcohdlicas mas altas y una buena
acidez, lo que permite obtener vinos de altisima calidad.

Desde el punto de vista sensorial, la uva Tempranillo es considerada una
variedad neutra. Sin embargo, en condiciones favorables, puede producir vinos de
aromas complejos, bastante afrutados, con notas citricas y de frutas rojas bien
pronunciadas, los cuales, cuando son sometidos a los procesos de envejecimiento,
adquiere aromas empireumaticos, con notas a incienso, ademas del tipico aroma de

madera de roble (CLARKE & BAKKER, 2004; JACKSON, 2008).
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3.1.2. Importancia de la etapa de envejecimiento en la elaboracién de vinos tintos

El envejecimiento del vino es un proceso largo y delicado, destinado a conferir
caracteristicas distintas a un vino ya elaborado, al que ofrece la posibilidad de ver
mejoradas sus caracteristicas organolépticas. Esta es una practica tradicionalmente
empleada en las zonas productoras de vinos de calidad y que en la actualidad se ha
extendido a la mayor parte de las regiones vitivinicolas mundiales.

La etapa de maduracion del vino, consiste en dos procesos muy importantes en
la obtencion de vinos de calidad. Inicialmente el vino se somete a una estancia en
barricas de madera, donde tiene lugar no sélo los procesos oxidativos de
envejecimiento, sino también la cesion de compuestos de importancia sensorial desde
la barrica al vino, para posteriormente complementarlo con un periodo de reduccién en
botella (DEL ALAMO et al., 2004).

La madera, concretamente la madera de roble, ha sido el material mas utilizado
para el envejecimiento de los vinos, puesto que concurren en ella una serie de
caracteristicas particulares que mejoran las cualidades organolépticas de los vinos
envejecidos. La crianza del vino en barricas de roble es un fenbmeno realmente
complejo en el que participan diversos procesos mediante los cuales el vino se
transforma, ganando complejidad y estabilidad. Durante el proceso de crianza en
barrica, el vino sufre tres efectos fundamentales, tales como:

v' La cesion al vino de sustancias propias de la madera, de diversa naturaleza y
estructura, las cuales pueden ser desde compuestos volatiles, que influyen
directamente en el aroma de los vinos, hasta compuestos fendlicos de diverso
peso molecular, que influyen en el color y en las sensaciones tactiles, como la
astringencia, pasando también por los azucares que parecen tener una
influencia en las sensaciones organolépticas (DUBOIS & DEKIMPE, 1982;
DUBOIS, 1989). La cesién de todas esas sustancias dependeran de la

composicion quimica inicial de la barrica, la cual es enormemente influenciada
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a su vez, por el origen geogréfico del roble, su especie, asi como por los

procesos sufridos en toneleria durante el proceso de secado y tostado.

v' La madera de roble posee una ligera porosidad que permite el paso lento, pero
continuado del oxigeno atmosférico a través de sus poros, favoreciendo la
oxidacién suave de determinados compuestos del vino y ciertos fendmenos
fisicoquimicos que intervienen en la crianza de los mismo, produciendo una
mejora del color y del sabor de los vinos tintos (CHATONNET et al., 1989;
MARTINEZ et al., 1998). Esta microoxigenacion sera mas o menos acusada en
funcion del tamafio de poro de la madera, el cual dependera tanto de la
naturaleza de la madera, como del proceso de cortado para la conformacion de
la barrica.

v' La porosidad de la madera también provoca la evaporacion parcial del etanol y
del agua hacia el exterior, en contracorriente a la difusién del oxigeno
(FEUILLAT et al, 1998). A parte de la porosidad, la proporcion de etanol y agua
evaporada también se ve influenciada por las condiciones de humedad vy
temperatura del ambiente.

La accion conjunta de estos tres fendmenos, cesién, microoxigenacion y
evaporacion sobre el vino causaran una serie de transformaciones respecto a sus
caracteristicas gustativas, olfativas, tactiles y de color las cuales conformaran el
“bouquet” definitivo de los vinos envejecidos en barrica.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que no todos los vinos son adecuados
para ser sometidos al proceso de crianza en barricas de madera. En lineas generales,
los vinos tintos son los que suelen someterse al proceso de envejecimiento (PEREZ-
COELLO et al.,, 2000), pero no todos ellos presentan la composicibn quimica
adecuada para soportar con éxito dicho proceso. Los vinos tintos mas aptos para ser
sometidos a esta etapa de envejecimiento son aquellos vinos equilibrados, de alta
calidad, que presentan un alto contenido en antocianinas y compuestos fendlicos, y

con un alto nivel de alcohol (ORTEGA-HERAS, et al., 2003).
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Los vinos blancos no son a menudo envejecidos debido a que durante el dicho
proceso, se produce una reduccién en el caracter afrutado de estos vinos, el cual es
muy apreciado por los consumidores. La pérdida de estas caracteristicas se debe
principalmente a la disminucién de las concentraciones de esteres etilicos de &cidos
grasos conjuntamente con la de acetatos de alcoholes superiores que son afectados
por los procesos de oxidacion y evaporacion (WILKER & GALLANDER, 1988). Sin
embargo, el uso de virutas o trozos de madera puede ser ventajoso para “amaderar”
los vinos blancos, difundiendo en ellos, notas de roble sin disminuir los caracteres de
frescor y afrutado, ademas de evitar los cambios de color producidos por la oxidacién
que afectan negativamente la calidad de estos vinos cuando son envejecidos en
barricas de madera (PEREZ-COELLO et al., 2000; GUCHU et al., 2006).

La crianza de los vinos debe regularse adecuadamente y para ello es necesario
conocer con profundidad todos los factores involucrados en dicho proceso. Por lo
tanto, la duracion del proceso de envejecimiento, el origen de la madera, el tipo de
secado y tostado que la madera ha sufrido, asi como el volumen de la barrica y el
namero de veces que ésta ha sido utilizada, son factores que deberan adaptarse a la
personalidad y a las caracteristicas intrinsecas de cada vino, para que la madera no
las enmascare y puedan obtenerse asi, vinos de la mejor calidad (VIVAS & GLORIES,
1996).

Por lo tanto, hay que tener en cuenta que si no se lleva a cabo correctamente
el proceso de crianza, en vez de mejorar las cualidades del vino podemos llevarlo
incluso a su deterioro ya que, como hemos visto, no todos los vinos pueden ser
sometidos a crianza. Ademas, el tiempo de crianza 6ptimo no es el mismo para todos
los vinos y no todas las maderas poseen aptitudes enoldgicas para ser utilizadas en
toneleria. Por otro lado, es importante destacar que los procesos tecnolégicos
aplicados de forma inadecuada a las barricas pueden provocar aromas no armoniosos

con las caracteristicas organolépticas del vino o incluso desagradables, por lo que
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periédicamente hay que hacer un control y un buen mantenimiento de las barricas
usadas para evitar la produccién de sabores y olores indeseables.

Finalmente, el conocimiento y el control de todos estos aspectos se hacen
necesarios para que la crianza en barrica sea indudablemente un complemento

indispensable de la tipicidad y caracter de los grandes vinos envejecidos.

3.1.3. Lahegemonia de la madera de roble en los procesos de crianza

La utilizacién de los envases para almacenar y transportar vinos y otros
alimentos entre las zonas productoras y consumidoras puede remontarse a la época
romana. Por lo tanto, las barricas de madera sustituyeron las anforas de barro, muy
utilizada en aquella época, principalmente por ser mas resistentes, menos pesadas y
mas facil de manejar (VIRIOT et al., 1994). Ademas, los comerciantes y viticultores de
la época notaron que los vinos almacenados en las anforas de barro rapidamente
tomaban gustos desagradables, mientras que el vino almacenado en barricas de
madera, no solo se conservaba durante mucho mas tiempo sino que ademas, los
vinos adquirian gustos y sabores muy agradables (CHATONNET et al., 1990).

No se han encontrado resefias histdricas que documenten cuando y cémo se
impuso el roble sobre otras maderas como el castafio, cerezo, acacia, pino, entre
otras, en la elaboracién de barricas. Sin embargo, las razones parecen ser claras y de
facil comprension. El roble era abundante en Europa y mecanicamente era la madera
mas resistente que existia en el continente. De esta manera, el roble fue ganando
fama con el paso del tiempo, debido a que sus barricas o toneles eran mas resistentes
y duraderos. Ademas, esta madera era capaz de modificar favorablemente las
caracteristicas gustativas y olfativas del vino, congregando en una misma madera los
dos aspectos mas importantes para un recipiente destinado al almacenamiento
prolongado de vinos: buenas propiedades mecénicas y desarrollo de aromas y

sabores agradables.
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3.1.3.1. Especies y origenes de las maderas de roble més utilizadas en toneleria

Botanicamente el roble pertenece al género Quercus que agrupa mas de 250
especies de arboles. Corresponde a la familia de las Fagaceas, subfamilia
Quercoideae y se divide en dos subgéneros: Cyclobalanopsis y Euquercus
(FERNANDEZ DE SIMON & CANDAHIA, 2007). Este ultimo subgénero contiene las
especies mas importantes desde el punto de vista enoldgico las cuales son
ampliamente utilizadas en toneleria. Se trata del Quercus petraea (Q. sessilis),
Quercus robur (Q. pedunculata) y Quercus alba (GUIMBERTEAU, 1992;
CHATONNET, 2001).

La mayor parte de las especies de roble con alto potencial enolégico se
distribuyen en las zonas templadas del hemisferio norte (Figura 3.1). Sin embrago, las
regiones de Francia y de Norte América son las mas conocidas en el medio tonelero,
debido a su especial climatologia y a las caracteristicas particulares de suelo, que
permiten el desarrollo 6ptimo de varias especies de roble con una produccion de
madera de altisima calidad. Este es el motivo por el cual muchas veces clasificamos
los robles acorde a su origen geogréfico, es decir, roble Americano y roble Francés,

sin distincion entre especies.
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Figura 3.1. Principal regiones forestales de madera de roble del mundo.
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Particularmente en Francia es cultivado el roble de las especies Quercus
petraea y Quercus robur distribuidos en varias regiones. En la region Central (Allier,
Troncgais y Nevers), asi como en las regiones de Bourgogne, Voges y Argonne,
podemos encontrar bosques de la especie Quercus petraea, que se adapta bien a los
suelos arenosos menos fértiles y a la baja luminosidad. Mientras que en la region de
Limousin y Aquitania se cultiva fundamentalmente el roble de la especie Quercus
robur, que necesita de suelos mas fértiles y de mayor iluminacion. En Norte América,
son cultivados exclusivamente los robles de la especie Quercus alba, distribuidos en
los bosques de los estados de Missouri, Ohio, lllinois, Tennessee, Oregon, Virginia,
Carolina del Norte y Kentucky.

Sin embargo, debido al agotamiento de las principales masas forestales de
roble y a que las especies Q. robur y Q. petraea se desarrollan por otras partes del
continente europeo, en los ultimos afios se ha comenzado a estudiar y considerar la
utilizacibn de robles de otros paises con fines enolégicos (CHATONNET &
DUBOURDIEU, 1999; PRIDA & PUECH, 2006), que ademas de aportaren maderas de
buena calidad enoldgica, ofrecen menores costes en la fabricacion de las barricas. De
entre ellos, se destacan paises del Este Europeo como Hungria, Rumania, Rusia y
Ucrania.

En el caso particular de Espania, la necesidad de nuevas fuentes de suministro
de madera de calidad para toneleria ha llevado consigo la evaluacion de otras
especies de madera de roble para llevar a cabo los procesos de envejecimiento. En
este sentido, recientes estudios han demostrado el potencial enolégico de la madera
de roble Quercus pyrenaica, especie autéctona de la Peninsula Ibérica, como
alternativa a los robles tradicionales tanto por sus caracteristicas quimicas, como por
sus propiedades mecéanicas (ALANON et al., 2011a; FERNANDEZ DE SIMON et al.,
2006 y 2008). Por otro lado, en los ultimos afios, también se han realizados estudios
acerca de la composicion quimica de las especies Q. petraea y Q. robur cultivados en

nuestros bosques. Los resultados demuestran que ambas las especies cultivadas en
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Espafia, presentaban ciertas similitudes en su composicion quimica con sus
homdlogos de origen francés (FERNANDEZ DE SIMON et al, 2003; GUCHU et al.,
2006).

Sin embargo, en la actualidad, todavia persiste la hegemonia de las maderas

de roble francés y americano en la fabricacién de barricas.

3.1.3.2. Propiedades fisicas de la madera de roble

Para la fabricacion de las barricas, la madera de roble debe cumplir una serie
de caracteristicas fisico-mecanicas tales como, alta resistencia y durabilidad; facilidad
de hendido y aserrado para la produccion de duelas; buena aptitud al doblado por
accion del calor; buen aislamiento térmico para la conservacion del vino y porosidad
adecuada con el fin de favorecer los procesos de microoxigenacién del vino y evitar las
fugas. Estas caracteristicas exigen una estructura especial que so6lo poseen algunas
especies.

De las distintas capas que componen la seccion transversal de un tronco,
Unicamente el duramen, capa mas interna desprovista de la corteza y de otras capas
exteriores (Figura 3.2), es la que se utiliza para la obtencion de madera destinada a los
procesos de crianza en el sector enoldgico. Sin embrago, unos de los principales
hechos que condicionaran de forma decisiva tanto el comportamiento mecanico como
la composicion quimica de las maderas de roble es el tamafio del grano, que esta

condicionado por el crecimiento anual de los arboles.
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Figura 3.2. Distintas capas que componen un corte transversal de un tronco.

El crecimiento anual de los arboles esta relacionado con la actividad del
cambium, que formara los anillos de crecimiento que hacen aumentar el tamafio del
tronco, formando madera nueva hacia el interior y corteza hacia el exterior. Los anillos
de crecimiento son compuestos por madera de primavera, con gran cantidad de vasos
gruesos y paredes celulares delgadas, y por madera de verano, con vasos de muy
pequefio tamafio y menos numerosos (Figura 3.3). La velocidad de crecimiento
determinard la anchura del anillo, que a su vez, condicionara el tamafio del grano,
utilizado en toneleria para identificar las caracteristicas de cada madera (FEUILLAT et
al., 1992).

Se denomina roble de grano fino a aquel que presenta una velocidad de
crecimiento anual pequefia, mientras que el roble de grano grueso sera aquel que
presente un crecimiento anual rapido (POLGUE & KELLER, 1973). Evidentemente, el
tamafio y regularidad del grano no sdélo van a depender de la especie de roble, sino
gue también las condiciones edafoclimaticas y las préacticas silvicolas tendran una
influencia en ellos (VIVAS et al., 2001). Los robles de grano fino, al poseer un mayor
namero de crecimientos anuales por unidad de superficie, presentan una mayor
proporcion de madera de primavera y por tanto presentan una mayor porosidad, que

los robles de grano grueso (FEUILLAT et al., 1993; VIVAS, 1997).
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Figura 3.3. Estructura de la madera de roble (ZAMORA, 2003).

Se considera grano muy fino cuando el tamafio del crecimiento anual es menor
de 1 mm, grano fino cuando es de 1 a 2 mm, grano medio si su tamafo oscila entre 2
y 4 mm, grano grueso si tiene entre 4 y 5 mm y con mas de 5 mm es considerada una
madera de grano muy grueso (VIVAS, 1995). Concretamente la especie Q. petraea
presenta un grano entre fino y medio, Q. robur un grano entre grueso y muy grueso y
Q. alba presenta un grano de medio a grueso (CHATONNET, 2001; VIVAS, 2002). Sin
duda este hecho, condicionara de forma decisiva tanto el comportamiento mecanico

como la composicion quimica de la madera de roble utilizada en toneleria.

3.1.3.3. Composicién quimica de la madera de roble

Como hemos visto anteriormente, solo el duramen de la madera de roble se
utiliza en toneleria para la fabricacion de barricas. Su composicion béasica varia poco
de una especie a otra, y estd constituida principalmente por celulosa (50%),
hemicelulosa (20%) y lignina (30%). Sin embargo, la madera de roble también
contiene otros compuestos de menor peso molecular, tales como acidos volatiles y no

volatiles, azucares, esteroides, terpenos, taninos hidrolizables (ellagitaninos) vy
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lactonas (Figura 3.4), que pueden ser extraidos hacia los vinos durante los procesos

de crianza (MAGA, 1984; NYKANEN, 1986).

[ DURAMEN DE LA MADERA DE ROBLE ]
| Compuestos mayoritarios | Sustancias extraibles |
inilli —» | Fenoles
L 5 | Lignina (30%) |_, Vainilting Fenoles volatiles
Guaiacol
Siringaldehido

L =
| Celulosa (50%) |— —>| Acidos y Esteres
Lactonas
" _ Alcoholes
| Hemicelulosa (20%) |
il Norisoprenoides
Compuestos Terpenos
furanicos y Sustancias inorganicas
piranicos

Figura 3.4. Composicion quimica del duramen de roble

Celulosa, hemicelulosa y lignina son sustancias insolubles, pero algunos de sus
monomeros pueden ser parcialmente extraidos en soluciones hidroalcohdlicas, como
el vino. Algunos de los compuestos asi extraidos tienen interesantes cualidades
organolépticas y contribuyen de forma decisiva en el color, sabor y olor de los vinos

envejecidos (BOIDRON et al., 1988).

Compuestos volétiles

Este grupo esta formado por compuestos de diversa naturaleza y estructura
gue componen, en gran medida, la fraccion mas importante de sustancias extraibles
de la madera de roble. Son responsables del aroma y sabor que conforman en parte el
tan apreciado “bouquet”, tipico de los vinos sometidos al proceso de crianza. Entre

ellos, merecen ser destacados los aldehidos fendlicos y las fenil cetonas; los fenoles
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volétiles; las whisky lactonas o lactonas de roble; los compuestos furanicos; los
terpenos y norisoprenoides; los alcoholes y aldehidos de cadena lineal, los cuales
seran detallados a seguir.

Los aldehidos fendlicos provienen de fragmentos derivados de la lignina a
través de los procesos de hidrdlisis, pirolisis y reacciones de oxidacion. El principal de
ellos es la vainillina, responsable del aroma a vainilla, muy caracteristico de los vinos
de crianza. En general, este compuesto se encuentra en altas concentraciones en los
vinos y posee un umbral de deteccién olfativa de 0,32 mg L™ en los vinos tintos
(BOIDRON et al., 1988). Otros compuestos de esta familia, como el siringaldehido,
coniferaldehido y sinapaldehido, también pueden ser encontrados en los vinos, pero
no parecen aportar ninguna nota sensorial debido a sus altos umbrales de percepcién
olfativa, aunque podrian contribuir de alguna forma en el aroma global de los vinos de
crianza. Por otro lado, las fenil cetonas, tales como, acetovainillona, propiovainillona y
butirovainillona, procedentes sobre todo de la vainillina, si que participan del aroma
debido a sus notas avainilladas (CHATONNET, 1998b).

Los principales fenoles volatiles son el guaiacol y sus derivados, 4-etil guaiacol
y 4-vinil guaiacol, junto con el eugenol e isoeugenol. Son producidos por la ruptura de
la lignina durante los procesos de secado y tostado y generan un importante impacto
sensorial en los vinos criados en madera. El primer grupo contribuye a aromas
medicinales, tostados y humo, mientras que el segundo imparte caracteristicas
aromaticas a clavo y a roble (BOIDRON et al., 1988; DIAZ-MAROTO et al., 2008).

Los dos isomeros de las lactonas (cis- y trans-B-metil-)-octalactonas), también
llamadas whisky lactonas o lactonas de roble, ya que solo se encuentran es este tipo
de madera (MASUDA & NISHIMURA, 1971), proceden de la degradacion de los
lipidos de la madera e influyen directamente en el caracter sensorial del vino
(MOSEDALE et al., 1999). Se tratan de uno de los principales compuestos presentes
en la fraccion extraible de la madera. El umbral de percepcion de estos dos isbmeros

es de 0,092 mg L™ para el isémero cis y 0,49 mg L™ para el isomero trans (ABBOT et
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al., 1995). Se les atribuyen aromas principalmente a madera, roble, y coco (BOIDRON
et al., 1988; SPILLMAN 1997; SPILLMAN et al., 1998; POLLNITZ et al., 1999; PEREZ-
COELLO et al., 1999), mientras que, en ocasiones, sus altas concentraciones en los
vinos son asociadas a un intenso aroma a vainilla y a notas especiadas (SPILLMAN et
al., 1998).

La relacion entre los isbmeros cis y trans de las whisky lactonas se ha utilizado
como medio de diferenciacibn de robles de diferentes origenes. La relacion de
isdbmeros es alta (entre 5 y 9) en los robles americanos Q. alba. Mientras que la
proporcion es ligeramente diferente en roble francés de la especie Q. petraea, entre 1
y 5, dependiendo de la regiébn geografica de origen (Vosges, Centre, y Allier)
(WATERHOUSE & TOWEY, 1994; PEREZ-COELLO et al., 1999), mientras que Q.
robur posee bajos niveles de ambos isomeros (FEUILLAT et al., 1997).

Los compuestos furanos y algunos otros heterociclos volatiles son originados
da través de la termodegradacion de la celulosa y hemicelulosa de la madera, siendo
el furfural y sus derivados, 5-metilfurfural y 5-hidroximetil furfural, los mas importantes.
Estos compuestos ceden a los vinos envejecidos caracteristicas sensoriales
agradables, siempre y cuando sus concentraciones sean moderadas. Poseen aromas
caracterizados por notas tostadas, de caramelo, miel y de almendras tostadas,
(CHATONNET, 1998b). Concentraciones mas elevadas de estos compuestos podrian
enmascarar los atributos varietales y fermentativos de los vinos, ademas de generar
aromas a quemado, que son muy desagradables para los consumidores (GUCHU et
al., 2006b).

Otros compuestos formados por la termodegradaciéon de la celulosa y
hemicelulosa son las cetonas ciclicas y los heterociclicos nitrogenados. Los primeros,
corresponden a sustancias como el maltol y el furaneol, que posee umbrales de
deteccién muy bajos, 0,2 y 5 mg L™, respectivamente, y aportan a los vinos aromas a

caramelo, azUcar tostado, entre otros (CHATONNET, 1998b). Los segundos, forman
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parte de las dimetilpirazinas, pirrolcarboxaldehido y piridinas, que aportan a los vinos
aromas a cacao, café y pan tostado (CHATONNET, 1999).

Los terpenos y norisoprenoides, tales como el linalol y sus derivados, a-
terpineol, B-ionona, 3-OH-B-damascona, vomifoliol, entre otros, se encuentran de
forma natural en las maderas de roble de diversos origenes (PEREZ-COELLO & DIAZ-
MAROTO, 2009). Los norisoprenoides son importantes desde el punto de vista
sensorial, aungque se encuentren en bajas concentraciones, por impartir notas a
tabaco, té y a frutas en los vinos (SELFON, et al., 1990). Por otro lado, los terpenos
presentan aromas mas florales, a frescos y a verde.

Sin embargo, la madera de roble posee algunos compuestos volatiles que
poden transmitir aromas desagradables a los vinos, tales como a “serrin” o0 aroma de
madera seca que es perceptible en algunos vinos criados en barricas de roble. Las
sustancias responsables de estos aromas son alcoholes y aldehidos de cadena lineal,
como el (E)-2-nonenal, 3-octen-1-ona, (E)-2-octenal, y 1-decanal, (CHATONNET &

DUBOURDIEU, 1998b).

Compuestos fendlicos

La fraccién fendlica de la madera de roble también desempefia un importante
papel en la obtencion de vinos de calidad. No solo por la liberacién de compuestos
fendlicos propios de la madera, sino también por la interaccion con otros compuestos
del vino y por la evolucién de algunos componentes como consecuencia de los
procesos de microoxigenacion. Los compuestos fendlicos estan implicados en la
estabilizacién del color, en los procesos de copigmentacion, en la proteccion contra la
oxidacion y en la astringencia de los vinos tintos envejecidos (VIRIOT et al., 1993;
DARIAS-MARTIN et al., 2001).

Como hemos visto anteriormente, los aldehidos fendlicos, principalmente la

vainillina, originados a partir de la degradacion térmica de la lignina, tiene comprobada
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su importancia en la crianza de los vinos debido al aporte del potente y agradable
aroma a vainilla. Pero ademds, los aldehidos fendlicos pueden servir como
intermediarios en las reacciones entre flavonoles y antocianinas (SOMERS, 1971),
produciendo pigmentos tipo catequinpirilio. Estos pigmentos posee un color rojo
anaranjado muy caracteristico de los vinos envejecidos en barricas de roble, y son
denominados de “oaklins”, que pueden participar en la estabilizacion del color de los
vinos tintos de crianza (SOUSA et al., 2005).

En las maderas de roble también se han identificado algunos &cidos fendlicos,
tales como, acido galico, vainillinico, siringico, feralico, sinapico, elagico, entre otros,
que son procedentes de las vias biosintéticas de los compuestos fendlicos o de la
oxidacion de sus correspondientes aldehidos fendlicos. De entre todos ellos, el acido
galico y el acido elagico son los mas importantes (CANAS et al., 2000).

La presencia del acido elagico en estado libre se explica por una hidrdlisis
parcial de los elagitaninos presentes en la madera de roble (VIRIOT et al., 1994). Por
otro lado, el origen del acido galico sigue siendo incierto, aunque algunos autores
apuntan la hidrdlisis de los galotaninos como su posible fuente (VIVAS, 2002).

Desde el punto de vista sensorial, el acido galico contribuye a las sensaciones
de acidez de los vinos, mientras que el acido elagico puede considerarse bastante
neutro (VIVAS 1997). Ademas, ambos &cidos pueden participar en la evolucién del
color del vino tinto mediante su contribucién como posibles copigmentos (MAZZA et
al., 1990), y mediante su posible efecto protector de la oxidacion de los antocianos
(VIVAS & GLORIES, 1996).

Otros compuestos fendlicos encontrados en las maderas de roble son las
cumarinas. Estos compuestos son considerados derivados de los acidos
hidroxicinamicos que se forman mediante esterificaciones intramoleculares (PUECH &
MOUTOUNET, 1988; RIBEREAU-GAYON et al., 1999). Son encontrados en la forma
de heterosido (muy amargas) o en forma de sus correspondientes agliconas (menos

amargas). La escopoletina es la cumarina mas importante, sobre todo en la especie Q.
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alba. Sin embargo, otras cumarinas como la esculina, umbeliferona y 4-metil
umbeliferona también poden ser encontradas en las maderas de roble (PUECH &
MOUTOUNET, 1988).

No obstante, los principales polifenoles derivados de la madera de roble son los
taninos hidrolizables, que se diferencian en galotaninos y elagitaninos en funcion de si
por su hidrolisis acida liberan acido gélico o &cido elégico, siendo los taninos elagicos
los mas importantes.

Los taninos gélicos estan formados por una molécula de glucosa, cuyos grupos
hidroxilos estan esterificados total o parcialmente con moléculas de &cido galico.
Presentan sabor acido, ligeramente astringente y muy amargo, pero su contribucion a
las caracteristicas sensoriales del vino es minima, visto que la madera de roble no
posee gran cantidades de este tipo de taninos (VIVAS, 1997).

Por otro lado, los taninos elagicos son una clase compleja de polifenoles
bastante abundantes en las maderas de roble. Se han identificado varios compuestos
correspondientes a las formas mondmeras, dimeras y pentosiladas, tales como,
vescalagina, castalagina, grandinina y las roburinas A, B, C, D, E, siendo de todos
ellos, la vescalagina y la castalagina los principales (SCALBET et al., 1989; VIRIOT et
al, 1994). Estos compuestos estan involucrados en las reacciones de condensacion de
antocianos y taninos con acetaldehido, promueven la oxidacion del etanol en etanal y
favorecen la polimerizacién de los flavonoles del vino, uniéndose a ellos formando
complejos flavanoelagitaninos (SAUCIER et al., 2006). Por esta razon, una pequefa
parte de los elagitaninos aportados por la madera se encuentran en el vino en la forma
libre, contribuyendo a las sensaciones de amargor y astringencia (GLABASNIA &
HOFMANN, 2006). Esto es importante desde el punto de vista sensorial, ya que si las
concentraciones de elagitaninos son elevadas, darian lugar a vinos con caracteristicas
organolépticas no deseadas, a lo que se denomina “sabor a tablén”. Sin embargo, las

concentraciones de elagitaninos se ven bastante reducidas por el procesado que sufre
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la madera durante la fabricacion de las barricas, principalmente durante el proceso de

tostado.

3.1.3.4. El tostado de las maderas de roble

Tostar la superficie interna de las duelas es una practica comin empleada en
toneleria para la fabricacion de las barricas. Inicialmente, durante el ajuste de las
duelas en los aros de montaje, estas sufren un calentamiento rapido (alrededor de 15
minutos) que permite su flexibilizacion, haciendo posible doblarlas mediante accion
mecanica y adaptarlas a la forma caracteristica de las barricas. A este proceso se
denomina “domado de las duelas” o “tostado de formacién”. Posteriormente se aplica
otra fase de tostado conocida como “tostado de afinado” durante el cual, el contacto de
la madera con el fuego provoca toda una serie de transformaciones quimicas que
modifican el conjunto de sustancias que la barrica aportara al vino durante la crianza.
Evidentemente, el tiempo de contacto de la madera con el fuego determinard que
estas transformaciones sean de mayor o menor intensidad y por lo tanto el tiempo de
tostado influird en gran medida sobre el cambio quimico y sensorial de la madera al
vino.

Hoy en dia se definen tres tipos distintos de tostado (Tabla 3.1), de acuerdo
con el tiempo de duracion, la temperatura y la superficie de la madera quemada. No
obstante, hay que tener en cuenta que cada toneleria tiene su protocolo de tostado y

que por tanto sus criterios pueden ser diferentes.

Tabla 3.1. Tipos de tostados de las maderas de roble mas utilizados en toneleria.

Tostado Duracién (min) Temperatura (°C) Superficie (mm)
Ligero 30 120 - 130 3-5
Medio 35-40 160 — 190 <5
Fuerte 45 200 - 230 >5
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El calor producido durante el tostado medio degrada la lignina produciendo un
incremento de los fenoles volatiles, guaiacol y eugenol, y de los aldehidos fendlicos
como la vainillina y el siringaldehido. Por otro lado, un tostado mas fuerte, con
temperaturas mas elevadas reducen los contenidos de estos compuestos como
resultado de su pérdida por carbonizacion (CHATONNET, 1998 y 1999; PEREZ-
COELLO et al., 1999).

Aunque, generalmente, los tostados medio y fuerte producen una disminucion
en el contenido de lactonas de roble, el tostado ligero puede aumentar los niveles de
estos compuestos. El incremento en la concentracion de las lactonas de roble con el
tostado se ha justificado por su liberacion a partir de sus precursores: el acido g-D-
glucopiranosiloxi-3-metil octanoico y su derivado 6-O-gallato (MASSON et al., 2000).

El calentamiento de la madera también se traduce en la formacion de
productos de la degradacion de los hidratos de carbono (celulosa y hemicelulosa),
tales como el furfural, 5-metil furfural, furfuril alcohol, entre otros (CHATONNET, 1998).

El tostado también origina otra serie de compuestos como resultado de la
reaccion de Maillard. Estos incluyen el cicloteno, el maltol y sus derivados
(hidroximaltol y dihidroximaltol), la 2,3-dihidro-5-hidroxi-2-metil-4(H)-piranona (DHM) y
su derivado 5-hidroxi (DDMP) y el furaneol. El impacto sensorial de estos compuestos
puede jugar un papel importante en los aromas tostado, quemado, o caramelo de los
vinos criados en barricas (CUTZACH et al.,, 1997 y 1999). Sin embargo, si estos
compuestos se encuentran en concentraciones elevadas, las agradables notas a
tostado pueden tornase a evidentes aromas a quemado, o torrefacto, los cuales
incluso pueden llegar a enmascarar la percepcion del resto de los aromas del vino. Por
este motivo, y debido a que la concentracion de estos compuestos esta intimamente
relacionada con la intensidad del tostado, resulta de vital importancia controlar el
proceso de tostado con el fin de obtener siempre un vino de calidad.

Pero ademas, el tostado también provoca la degradacion de los elagitaninos,

acentuandose este efecto al aumentar el tiempo y la temperatura de tratamiento, hasta
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poder llegar incluso a la eliminacion total de los elagitaninos en la capa superficial de
la madera tostada (SARNI et al., 1990). Esta practica, muy utilizada sobre todo por las
tonelerias francesas, reduce considerablemente la sensacibn de amargor y
astringencia debida a la reduccion causada en la concentracion de elagitaninos.

Por tanto, el tostado de las duelas es de fundamental importancia para la
crianza de los vino de calidad e influird directamente en su composicion quimica y
sensorial. Cabe al endlogo, escoger la barrica con el grado de tostado mas adecuado,

que mejor se adapte a las caracteristicas de los vinos que pretende elaborar.

3.1.4. Efecto del envejecimiento en las caracteristicas organolépticas de los
vinos

Los cambios en el color, aroma y en las sensaciones tactiles de los vinos de
crianza se da principalmente debido a la difusion lenta y continua del oxigeno a través
de los poros de la madera y por la cesion al vino de compuestos propios de la madera
de roble (DUBOIS, 1989), los cuales, son directamente influenciados por el origen
geogréfico y la especie de roble utilizada (FERNANDEZ de SIMON et al., 2003;
GUCHU et al., 2006), por los procesos de secado y tostado que la madera ha sufrido
(DOUSSOT et al., 2002), asi como por el tiempo de contacto del vino con la barrica, el
tamafio de la barrica y por el nimero de veces que esta ha sido utilizada (PEREZ-
PRIETO et al., 2002).

De entre todos los compuestos cedidos por la madera de roble, las sustancias
volatiles tienen una gran importancia debido a su notable aportacion de aromas y
sabores caracteristicos de los vinos envejecidos. Muchos compuestos volatiles de la
madera de roble se han descritos, pero solo algunos de ellos tienen un impacto
significativo en las caracteristicas sensoriales de los vinos.

Una de las principales caracteristicas sensoriales que adquieren los vinos
envejecidos en barricas se refiere a las notas arométicas descriptas como madera, o0 a

roble, y coco, originadas a partir de las cis- y trans-B-metil--octalactonas (MASUDA et
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al., 1971; ABBOT et al., 1995). Ademas, los vinos criados en barricas de roble posee
otros importantes atributos desde el punto de vista sensorial, tales como, aroma a
vainilla, que tiene su origen a partir de la vainillina, aroma a clavo, originado a partir del
eugenol, aroma a especias y a humo, atribuidas al guaicol, y notas a tostado y a
caramelo, originadas a partir del furfural y sus derivados (RIBEREAU-GAYON et al.,
2000; GARDE-CERDAN et al., 2006). El conjunto de todos esos atributos forma parte
del tan apreciado “buquet” de los vinos tintos envejecidos.

No obstante, las notas florales y afrutadas, caracteristicas de los vinos jovenes,
disminuyen considerablemente durante los procesos de crianza. Esto se debe, al
menos en parte, a la evolucion de los compuestos volatiles de origen fermentativo y
varietal, responsables de estos aromas, los cuales ven reducidas sus concentraciones
durante el envejecimiento de los vinos (ORTEGA-HERAS et al., 2004). Ademas, los
aromas aportados por la madera pueden llegar a enmascarar los aromas primarios y
secundarios. Sin embargo, la crianza de los vinos solo es 6ptima cuando los aromas
aportados por la madera compensan las pérdidas de los aromas frutados y florales de
los vinos jévenes, encontrando un equilibrio perfecto y armonioso entre aromas
primarios, secundarios y terciarios.

Por otro lado, en los vinos tintos jévenes, los antocianos estan presentes en las
formas de catién flavilio, que posee color rojo, y en las seudobases quinoidales, de
color azul, lo que manifiesta el color rojo violaceo tipico de estos vinos. Durante el
envejecimiento el color de los vinos empieza a experimentar cambios de forma lenta,
desaparecen los tonos azul violaceos y aparecen tintes amarillo naranjas, es decir, el
vino pasa de un color rojo violaceo a un color rojo teja.

En lo que se refiere a los cambios del color, estos estan relacionados con la
formacion de nuevos pigmentos poliméricos que tienen lugar durante los procesos de
envejecimiento de los vinos, a través de distintas formas. Estos nuevos pigmentos son

mas estables a la descoloracion por el sulfuroso y a los cambios del pH, y son mas
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resistentes a la oxidacion, propiedades sumamente importantes en el mantenimiento
del color para la obtencién de vinos tintos de calidad.

Uno de los fendbmenos que ocurre en estos vinos es la polimerizacion de los
flavonoles y flavan-3-oles, que en condiciones de suave acidez, forman procianidinas
de distintos grados de polimerizacion, las cuales, van aumentando con el paso del
tiempo. Esta polimerizacion, en presencia del oxigeno y mediada por acetaldehido
forma nuevos compuestos que provocaran un aumento de la tonalidad amarilla en los
vinos (aumento del grado de insaturacion de la molécula), ademas de la disminucion
del gusto amargo y de la astringencia de los vinos (BEART et al., 1985).

Sin embargo, eso no explica del todo los cambios de color ni la estabilidad del
mismo manifestados por los vinos durante el envejecimiento. Estos cambios suelen
ser explicados por la progresiva formacion de pigmentos condensados resultantes de
la interaccién entre los antocianos y otros productos fendlicos, mas concretamente por
la reaccion directa entre antocianos y flavanoles (condensacion antocianinas-taninos;
y condensacién taninos-antocianinas).

La condensacion antocianinas-taninos (A-T) trata de la reaccién en la cual las
antocianinas bajo forma catidnica, reaccionan sobre las posiciones negativas de las
procianidinas, formando un flaveno, que en un medio oxidante, da lugar a la forma
flavilio combinada. Por otro lado, la condensacién tanino-antocianinas (T-A) resultara
en la formacién de aductos flavonol-antocianos en su forma carbinol, que es incolora,
el cual adquiere tonos coloreados tras sufrir una deshidratacion (RIVAS-GONZALO et
al., 1995; ESCRIBANO-BAILON et al., 2001). Ambos mecanismos de condensacion,
son acelerados por las presencia de elagitaninos de la madera de roble (VIVAS y
GLORIES, 1996; QUIDEAU, et al., 2005), y daran lugar a pigmentos de color rojo-
anaranjado, tipico de los vinos de crianza, que son menos sensibles a los efectos del
pH y a decoloracién por el SO, que los antocianos libres (BAKKER & TIMBERLAKE,
1997). Ademas, el equilibrio que estos pigmentos presentan en sus formas conlleva a

la disminucion de la astringencia de los vinos.
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En los ultimos afios se ha descubierto una nueva clase de pigmentos,
denominados “oaklins”. Estos nuevos pigmentos poseen color rojo anaranjado y son
formados por las interacciones entre antocianos-flavanoles unidos a ciertos aldehidos
fendlicos de la madera de roble y pueden participar de la estabilizacién del color de los
vinos tintos de crianza (SOUSA, et al., 2005).

Como podemos ver, el proceso de crianza es una de las etapas mas
importantes y fundamentales a la hora de obtener vinos de calidad. Durante la crianza,
no solo se ven mejoradas las caracteristicas cromaticas del vino sino que también éste
adquiere aromas y sabores caracteristicos, los cuales son muy valorados y apreciados
por el consumidor, lo que supone un valor afiadido para el producto.

Sin embargo, el excesivo y exclusivo uso de la madera de roble en los
procesos de envejecimiento esta generando un agotamiento considerable de los
bosques en las principales zonas productoras de roble con potencial enolégico, al
mismo tiempo que provoca una homogeneidad en la oferta actual de vinos. Por lo

tanto, la busqueda de nuevas alternativas a madera de roble cobra especial interés.

3.1.5. El papel de la madera de castafio en enologia

Otros tipos de madera, distintos de la madera de roble, como por ejemplo, el
castafio, el cerezo, la acacia, el fresno y la morera, se estan considerando ultimamente
como posibles fuentes alternativas a la madera de roble para su uso en toneleria, con
el fin de aportar caracteristicas especiales a los vinos envejecidos (DE ROSSO et al.,
2009; FERNANDEZ DE SIMON et al., 2009).

En los dltimos afios, algunos estudios han sido llevados a cabo para evaluar el
real impacto de estas maderas en el envejecimiento de los vinos. En este sentido, De
Roso et al., (2009), evaluaron la crianza de vinos elaborados a partir de la variedad

tinta italiana Raboso Piave, con éstas nuevas maderas. Los resultados mostraron que
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la morera es el tipo de madera menos aconsejada para llevar a cabo los procesos de
envejecimiento, ya que producia en los vinos una disminucion considerable de las
notas afrutadas al tiempo que cedia gran cantidad de etilfenol, compuesto
caracterizado por otorgar al vino olores desagradables (CHATONNET et al., 1992).
Mientras tanto, el cerezo, debido a su alta porosidad y permeabilidad al oxigeno, solo
es aconsejable para procesos cortos de envejecimiento, comportamiento totalmente
contrario a la acacia, la cual creaba ambientes muy poco oxidantes debido a la poca
porosidad que presenta esta madera, lo que la haria especialmente aconsejable para
la fermentacion o crianza de vinos blancos.

Recientemente, Kozlovic et al., (2010), estudiaron el comportamiento del vino
blanco de la variedad Malvazija, autéctona de Croacia, ante el envejecimiento en
barricas de roble y en barricas de acacia. Los resultados revelaron que los vinos
criados en barricas de acacia fueron mejor valorados que aquellos envejecidos en
madera de roble, debido a su mayor dulzor y sabor amielado, al mismo tiempo que
presentaban una menor intensidad del sabor a madera, lo que pone de manifiesto el
potencial de esta madera para la fermentacion y/o crianza de vinos blancos.

Por otro lado, estos nuevos tipos de madera han sido probados para el
envejecimiento de vinagres, con el fin de aumentar la oferta sensorial de estos
productos. Cerezo et al., (2008 y 2010) y Callején et al., (2009 y 2010) utilizaron las
maderas de castafio, cerezo y acacia frente a la madera de roble. Los resultados
mostraron que las maderas mas adecuadas para llevar a cabo los procesos de
envejecimientos de los vinagres eran por un lado la madera de roble, donde los
atributos de madera, vainilla y dulzor eran mas pronunciados, y por otro lla madera de
cerezo, debido al notable sabor y olor a frutas rojas que resultaban bastante peculiares
y agradables a los catadores.

Sin embargo, hasta ahora sélo el uso de las barricas de madera de castafio
esta aprobado por el Cadigo Internacional de Practicas Enolégicas de la Organizacion

Internacional de la Vifia y el Vino (OENO 4/2005).
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En el pasado, los toneles de castafio eran ampliamente utilizados en las
regiones mediterrdneas, principalmente para fines de almacenamiento y trasporte,
debido a su amplia disponibilidad y bajo coste (SANZ et al.,, 2010). Mas tarde, y
debido a su gran contenido en acido galico y taninos hidrolizables (VIRIOT et al, 1994;
PENG et al., 1991; SALAGOITY-AUGUSTE et al., 1987), la madera de castafio fue
ampliamente utilizada en la industria enolégica como fuente de tanino comercial con el
fin de proteger los mostos de las oxidaciones no deseadas, contribuir a la estructura
del vino y a la estabilizaciéon del color y mejora de la astringencia de los vinos
(PARKER et al., 2007; SANZ et al., 2008).

No obstante, uno de los primeros trabajos de investigacién que estudiaron la
madera de castafio como potencial para llevar a cabo los procesos de crianza de
bebidas fueron los de Canas et al., (1999 y 2000), donde el castafio fue la madera
utilizada para envejecer brandies y destilados sintéticos. Mas tarde, Caldeira et al.,
(2002 y 2006a) mostraron la posibilidad del uso de esta madera en el envejecimientos
de los brandies portugueses, debido a las interesantes propiedades sensoriales,
similares a los obtenidos en la crianza en madera de roble, que estos adquirian al
entrar en contacto con las maderas de castafio.

Sin embargo, hasta ahora, pocos estudios se han centrado en las implicaciones
e interacciones que se producen entre los compuestos del vino y la madera de castafio
durante el periodo de envejecimiento.

En estudios comparativos de la fraccién fendlica de los vinos envejecidos en
madera de castafio con aquellos envejecidos en madera de roble, Castellari et al.,
(2001) y mas tarde Gambuti et al., (2010), apuntaron que los vinos envejecidos en
madera de castafio eran mas ricos en compuestos fendlicos, mas tanicos y con mejor
intensidad colorante.

Con relacién a las caracteristicas sensoriales, algunos estudios demostraron el
potencial de la madera de castafio para la crianza de los vinos, debido principalmente

al caracter afrutado mas acentuado en estos vinos, en comparacion con los vinos
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envejecidos en madera de roble (CASTELLARI et al., 2001; ARFELLI, et al., 2007,
GAMBUTI et al., 2010). Sin embrago, en estos estudios, el comportamiento de las
barricas de madera de castafio solo han sido evaluados para variedades de uvas muy

minoritarias especificas de determinadas zonas vitivinicolas.

3.1.5.1. Composicién fisico-quimica de la madera de castafio

La madera de castafio presenta como caracteristica fisica importante una
mayor porosidad que la madera de roble (DE ROSSO et al., 2009b), y por tanto, posee
menor resistencia a la difusion gas-liquido. Por lo tanto, los vinos envejecidos en este
tipo de madera estan expuestos a un ambiente mas oxidativo que los envejecidos en
madera de roble, y el uso de esta madera para largos periodos de envejecimiento
puede ser inadecuado (ALANON, et al., 2012). En este sentido, Castellari et al.,
(2001), indican que esta mayor porosidad de la madera de castafio puede acelerar la
polimerizaciéon de los compuestos fendlicos mondémeros, tales como (+)-catequina, (-)-
epicatequina y antocianinas, produciéndose una reduccion mayor de estos
compuestos en los vinos envejecidos con madera de castafio mas que en aquellos
envejecidos con madera de roble.

Numerosos estudios han demostrado que la madera de castafio es adecuada
para llevar a cabo los procesos de crianza de los vinos debido a la gran complejidad
que presenta su composicion quimica. En lo que se refiere a la composicion volatil,
Canas et al., (1999), encontraron aldehidos fenélicos como la vainillina, siringaldehido
y sinapaldehido presentes en la madera de castafo, siendo la vainillina la que se
encontraba en mayor concentracion. Por otro lado, Caldeira et al., (2006b),
identificaron por primera vez en la madera de castafio compuestos como 4-hidroxi-2-
butenoico lactona, 2,3-metil-1-butano, benzaldehido, acetovainillona, B-metil-y-
octalactona, guaiacol, 4-metil guaiacol, 4-propil guaiacol, 4-etil guaiacol, eugenal,
isoeugenol, 4-metil siringol y 4 alil-siringol. Ferndndez de Simén et al., (2009),

demuestraron que la madera de castafio es rica en los compuestos derivados de la
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lignina, destacando las concentraciones de coniferil alcohol, siringaldehido,
sinapaldehido, coniferaldehido, etil vainillil éter y alcohol vainillico. De Rosso et al.,
(2009b) encontraron cantidades considerablemente altas, y bastante similares a
aquellas encontradas en la madera de roble, de vainillina, eugenol, metoxieugenol,
siringaldehido y a-terpineol. Recientemente, Alafién et al., (2012), indicaron que la
madera de castafio es rica en fenoles volatiles, como por ejemplo, isoeugenol,
guaiacol y metilguaiacol, asi como en aldehidos fendlicos, especialmente vainillina y
sus derivados.

En lo que se refiere a la composiciéon fendlica de la madera de castafio, los
primeros estudios llevados a cabo por Salagoity-Auguste et al., (1987) y Peng et al.,
(1991), indicaron la riqueza de esta madera en &cido galico y elagitaninos, mas
concretamente castalagina y vescalagina, lo que justifica el hecho de que hasta ahora,
la madera de castafio haya sido casi exclusivamente usada en la produccion comercial
de taninos enolégicos (SANZ et al., 2008)

En los dltimos afos, la composicion fendlica de la madera de castafio se ha
estudiado méas a fondo con el objetivo de potenciar su uso como madera enoldgica. De
esta manera, Canas et al., (1999) corroboraron los estudios hechos anteriormente e
indicaron el predominio del acido gélico en las maderas de castafio. Ademas, estos
mismos autores identificaron la cumarina escopoletina, como la principal proveniente
de esta madera. Por otro lado, Alafién et al., (2011b) pusieron de manifiesto que la
madera de castafio es una de las mas ricas en polifenoles totales, por lo que los
extractos de estas mostraron una gran actividad antioxidante in vitro.

De una manera general, los altos niveles de &cido gélico en las maderas de
castafio se han utilizados en la literatura como un buen marcador quimico de esta
madera en la bebidas envejecidas en barricas de castafio en comparacion con
aquellas envejecidas en barricas de roble. Ademas, estos altos niveles de acido galico
y sus esteres etilicos podrian tener un efecto sobre las caracteristicas organolépticas

de la bebidas ya que recientemente se ha demostrado estar relacionados con una
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sensacion de astringencia en boca, y de amargor producidas por los vinos tintos que
han estado en contacto con las maderas de castafio (HUFNAGEL & HOFMANN,
2008).

Como hemos visto, la madera de castafio posee buenas caracteristicas
quimico-fisicas para su utilizacion con fines enoldgicos. Ademas, los primeros
resultados de la crianza de los vinos en este tipo de madera han sido bastante
interesantes y prometedores. Sin embargo, hay mucho trabajo que hacer, pues los
pocos estudios realizados, se refieren al comportamiento de las barricas de castafio
con variedades de uvas minoritarias, procedentes de regiones muy puntuales y
concretas. Parametros cruciales en la crianza de los vinos, tales como, el efecto del
tostado, el tiempo de envejecimiento o el efecto que el uso de chips de madera de
castafio puede tener en la composicion del vino no han sido todavia estudiados con
profundidad.

Por lo tanto, el principal objetivo de nuestro estudio fue el de evaluar las
aptitudes enoldgicas de la madera de castafio para el envejecimiento de los vinos
tintos de una variedad mucho mas internacional como es la Tempranillo. El contacto
del vino con la madera se llevd a cabo mediante el uso de barricas y mediante el uso
de virutas, procedentes de la propia barrica. De este modo, se buscé la mejor
combinacién entre la madera, la variedad de uva utilizada y el tiempo de crianza, con
la finalidad de obtener vinos de calidad semejantes a los obtenidos en la crianza

tradicional con madera de roble, pero con caracteristicas sensoriales distintas.
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3.2. MATERIAL Y METODOS
3.2.1. Vinificaciones

El estudio se llevé a cabo con un vino tinto joven, elaborado a partir de la
variedad Tempranillo (Vitis vinifera L.), suministrado por una bodega local (Bodegas
Naranjo, Carrion de Calatrava, Ciudad Real, Espafia). Después de realizar la
fermentacion malolactica, el vino fue sometido a diferentes tratamientos de
envejecimiento, el vino fue envejecido en barricas de castafio de 225 L, no tostadas y
con tostado medio (160 — 170 °C durante 45 — 50 minutos), suministradas por
Toneleria Casado (Montilla, Cérdoba, Espafia). Las caracteristicas del vino fueron
evaluadas justo al comienzo de los tratamientos de envejecimiento y después de tres y
seis meses de crianza. Por otro lado, la forma alternativa de envejecer de manera
acelerada los vinos mediante el uso de virutas también fue evaluada. Para ello se
conté con las virutas de castafio obtenidas de la propia barrica anteriormente
mencionada. Sélo las virutas no tostadas de castafio fueron evaluadas debido a los
inconvenientes que podria presentar la utilizacién de virutas tostadas (GUCHU et al.,
2006; SCHUMACHER et al., 2012). Para este prop6sito, 7 g L™ de virutas de castafio
se maceraron con el vino durante un periodo de 25 dias, bajo condiciones de
temperatura y humedad controladas (PEREZ-COELLO et al., 2000). La evaluacion de

cada tratamiento se realiz6 por duplicado.

3.2.2. Anédlisis convencionales de los vinos

Los parametros enolégicos convencionales: pH, acidez total, acidez volatil, SO,
libre, SO, total y grado alcohdlico fueron determinados en todas las muestras de vinos
consideradas. Dichas determinaciones se llevaron a cabo mediante el empleo de los
métodos oficiales de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), los
cuales, practicamente, han sido adoptados por el Ministerio Espafiol de Agricultura,

Pesca y Alimentacion y por la Unidn Europea.
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La medida de pH en los vinos fue obtenida con un pH-metro Crisol modelo
2001, previamente calibrado con soluciones tampén de pH 7,02 y 4,00.

La acidez total es la medida de la concentracion de protones del medio
mediante volumetria de neutralizacion con NaOH 0,1 N hasta pH = 7, monitorizando el
punto de equivalencia con un pH-metro Crisol modelo 2001. Los resultados se
expresaron en g de acido tartérico por L de vino.

La determinacién de la acidez volatil se realiz6 mediante la separacion de los
acidos volatiles por arrastre de vapor de agua, evitando la presencia de gas carboénico
en el destilado, y posterior valoraciéon del destilado con NaOH 0,1 N, empleando
fenolftaleina como indicador. La acidez del anhidrido sulfuroso libre y combinado
arrastrado con el destilado, debe ser restada para lo cual se siguié la norma de
JAULMES, en la que se considera como completa la influencia del SO, libre y sélo la
mitad del combinado.

El grado alcohdlico se analizé segun el método aerométrico de medida de la
densidad del destilado hidroalcohdlico procedente de alicuotas de 200 mL de vino
previamente neutralizado. El grado alcohdlico se expresé como % de etanol (v/v).

Para el andlisis del SO, libre e total se utilizé el aparato ENO 20, el cual mide
ambos parametros de forma automética. Para el analisis del sulfuroso libre se
introdujeron en un matraz 20 mL de vino al cual se le afiadieron 2 mL de H,SO, a 1/3
(la valoracién debe realizarse en medio acido) y se accioné el aparato. Para el andlisis
de sulfuroso total se adicionaron 2 mL de sosa 5 N (este reactivo libera el sulfuroso
ligado) a 20 mL de vino y se esperaron 5 minutos. Posteriormente se afiadié 4 mL de
H.SO, a 1/3 (para neutralizar y dejar el medio acido para la valoracion) y realizar la

medida en el aparato.

3.2.3. Andlisis de los compuestos volatiles mayoritarios
Para el andlisis de los compuestos volatiles mayoritarios, las muestras se

centrifugaron durante 30 min a 1200 rpm, bajo 4 °C de temperatura, y a continuacion
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se pasaron a través de lana de vidrio. A 1,5 mL de muestra de vino se le afiadio 90 uL
de 2-pentanol como patrén interno (1 g L™). Las muestras se inyectaron directamente,
en modo split, en un cromatdgrafo de gas Hewlett Packard modelo 5890N serie I,
acoplado a un detector de ionizacion de llama. Para llevar a cabo la separacion
cromatogréfica, se utilizé una columna capilar CP-Wax 57 CB Chrompack (50 m x
0,25 mm d.i. x 0,25 um de espesor de fase estacionaria). La temperatura del inyector y
la del detector fueron de 220 °C y 250 °C respectivamente. La temperatura del horno
fue de 40 °C durante 10 min a partir de la cual se aumentd la temperatura a una
velocidad de 4 °C min™ hasta los 130 °C. El gas portador fue He con un flujo de 1 mL
min™. Los compuestos analizados fueron acetato de etilo, acetaldehido, metanol, 1-
propanol, isobutanol, 2-meti-1-butanol y 3-meytil-1-butanol. La identificacion se llevo a
cabo comparando los tiempos de retencion con los de los patrones comerciales. La
cuantificacion se llevd a cabo mediante el empleo de curvas de calibrado de los

estandares puros.

3.2.4. Andlisis de los compuestos volatiles minoritarios

Los compuestos volatiles minoritarios fueron aislados mediante la técnica de
extraccion en fase sélida (SPE). Un alicuota de 100 mL de vino, junto con 40 uL de 4-
nonanol (1 g L) como patrén interno, fueron fraccionados en cartuchos de estireno
divinilbenceno Licrolut EN Merck de 0,5 g de fase, previamente acondicionados con 10
mL de diclorometano, seguidos de 5 mL de metanol y 10 mL de una solucion
hidroalcohélica (10 % v/v).

La elucion de las muestras a través de los cartuchos se realiz6 a un flujo de 2
mL min™. Posteriormente, se pasaron 50 mL de agua Milli-Q para eliminar los
compuestos hidrofilicos unidos a los puntos activos de la resina que pudieran interferir
en la identificacion de los compuestos. Finalmente, los compuestos volatiles fueron
eluidos con 10 mL de diclorometano. Los extractos organicos fueron congelados y

filtrados a través de sulfato sddico con el fin de eliminar cualquier resto de agua y
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posteriormente concentrados bajo flujo de nitrégeno hasta un volumen final de unos
200 pL para su posterior analisis cromatogréfico.

Para el analisis cromatografico se utilizé un cromatografo de gases modelo
6890N acoplado a un detector de masas modelo 5973 inert, ambos de la marca
Agilent Technologies y equipado con una columna capilar BP-21 (60 m x 0,25 mm d.i.;
0,25 um espesor de fase estacionaria). La inyeccion de los compuestos fue de 1 uL y
se realizé en modo splitless (0,5 min). Las temperaturas del inyector y de la linea de
transferencia fueron 250 y 280 °C, respectivamente. La temperatura del horno fue 70
°C a la cual se mantuvo 5 min para después, mediante una rampa de temperatura 1 °C
min™?, alcanzar la temperatura de 95 °C durante 10 minutos. Seguidamente, se
aumento la temperatura a una velocidad de 2 °C min™ hasta alcanzar 200 °C durante
40 min. Como gas portador se utilizé He a un flujo de 1 mL min™.

La ionizacién de los compuestos se realizé en modo de impacto electronico (IE)
con una energia de 70 eV. La temperatura de la fuente fue de 178 °C, la velocidad de
barrido fue de 1scan seg™ y el rango de adquisicion de masas fue de 40 a 450 amu.

La identificacion se basé en la comparacion de los tiempos de retenciéon y el
espectro de masas obtenidos de los patrones comerciales y de las librerias NBS75 Ky
Wiley A. La cuantificacién se llevd a cabo mediante la utilizacion de factores de
respuesta obtenidos mediante la inyecciébn del patron comercial. Para aquellos
compuestos de los que no poseiamos patrones comerciales, la cuantificacion se llevé

a cabo aplicando el factor de respuesta de aquellos patrones de estructura quimica

semejante.

3.2.5. Analisis sensorial descriptivo

Tanto el vino control como los vinos envejecidos con madera de castafio
mediante los distintos tratamientos fueron evaluados por un panel de expertos
catadores con amplia trayectoria en el analisis sensorial. La evaluacion se llevé a cabo

en una sala de analisis sensorial normalizada (ISO 8589, 1998), equipada con cabinas

292



Rafael Schumacher Material y Métodos

separadas. Las muestras de vino se presentaron en copas de vino estandarizadas
(ISO 3591, 1997) cubiertas con un vidrio de reloj para minimizar el escape de
compuestos volatiles responsables del aroma. Los jueces evaluaron tanto las
sensaciones olfativas como las gustativas, asi como las sensaciones tactiles de las
muestras, generando términos sensoriales que describieran las sensaciones
organolépticas percibidas. Finalmente, de entre todos ellos, 28 atributos fueron
seleccionados por consenso con el fin de describir el aroma del vino tinto. Los
panelistas usaron una escala de 10 cm no estructurada para valorar la intensidad de
cada atributo, donde el extremo izquierdo de la escala indicaba una intensidad nula del

descriptor y el extremo derecho, los valores maximos.

3.2.6. Medidas espectrofotométricas de los compuestos fendlicos vy
caracteristicas croméaticas de los vinos

Los compuestos fendlicos fueron determinados siguiendo el método propuesto
por Mazza et al., (1999). Las muestras de vino se diluyeron 1:10 en 10% de etanol. En
0,25 mL de las muestras diluidas se afadieron 0,25 mL de HCI al 0,1 % en etanol al
96%, junto con 4,55 mL de HCI acuoso al 2%.

Tras 15 minutos de reaccion, la absorbancia de las muestras fue medida a
través de un espectrofotdmetro marca Helios Gamma, en cubetas de cuarzo de 1 cm
de paso Optico, a 280 nm para los fenoles totales, 320 para ésteres de &acidos
hidroxicinamicos, 360 para los flavonoles y 520 nm para antocianinas totales. Como
blanco se utiliz6 agua Milli-Q, con el mismo tratamiento de las muestras. La
cuantificacion se realiz6 utilizando las curvas de calibracién obtenidas con soluciones
patrones de acido gélico para los fenoles totales, acido cafeico para ésteres de acidos
hidroxicinamicos, quercetina para los flavonoles y malvidina 3-monoglucésido para los
antocianos totales. La familia de los flavan-3-oles también se midié de acuerdo con el
método propuesto por Amerine & Ough (1980) y fueron usadas curvas de calibrado

con la solucién patrén de (+)-catequina para la cuantificacion.
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La evaluacién del contenido de taninos se llevo a cabo segun Ribéreau-Gayon
& Stonestreet (1996), midiendo la absorbancia a 550 nm del vino diluido con agua y
acido clorhidrico y calentado (D) en comparacion con el vino en la misma dilucién sin
calentamiento (D).

Tannins (g L") = 19.19 x (D — Dy)

La intensidad del color y la tonalidad de los vinos fueron evaluadas por medio
de las absorbancias medidas a 420, 520 y 620 nm, de acuerdo con el método
propuesto por Glories (1984).

Intensidad del color = Az + Aszo + As2o

Tonalidad = Ao / Asyo

La contribucién de los antocianos copigmentados y polimerizados al color total
del vino a pH 3,6 (% copigmentacién y % polimerizacion) y el aumento del color debido
a la copigmentacién (A color) fueron determinadas segun el método propuesto por
Hermosin-Gutiérrez (2003).

Mientras que las caracteristicas cromaticas de las muestras de vino definidas
en el espacio CIELAB se obtuvieron por medio de las medidas de absorbancia a 450,
520, 570 y 630 nm, después de ajustar los valores de pH de los vinos a 3,6. Los
calculos necesarios para obtener los valores de los parametros cromaticos L*, a*, b*,
C* y H* se llevaron a cabo utilizando una aplicacion informética especifica para tal

efecto (AYALA et al., 2001).

3.2.7. Andlisis cromatografico de los compuestos fendlicos del vino
Preparacion de las muestras de vino para el andlisis de los compuestos
fenodlicos.

Los pigmentos antocianicos presentes en las muestras de vinos suelen causar
grandes interferencias en la separacion cromatografica y en la identificacion de
compuestos fenolicos no antocidnicos. La eliminacion de los pigmentos antocianicos
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se llevé a cabo por medio de la extraccion en fase solida (SPE) aplicada a los vinos
mediante la utilizacion de cartuchos Oasis® MCX de 6 cm® de capacidad y rellenos con
500 mg de material absorbente de fase inversa e intercambio cati6nico. Estos
cartuchos permiten asi, la elucion de los flavonoles, &cidos hidroxicinAmicos y
estilbenos, mientras que los antocianos quedan retenidos en los puntos activos de la
resina.

El procedimiento de preparacion de la muestra fue adoptado del método
desarrollado por Castillo-Mufioz et al., (2007), que ademas permite la reutilizacion de
los cartuchos MCX Oasis, y consta de los siguientes pasos:

a) Acondicionamiento de los cartuchos: una alicuota de 5 mL de metanol fue

pasada a través del cartucho con el fin de arrastrar los compuestos de polaridad
intermedia que pudieran estar contaminando el relleno. Posteriormente, se lavé con 5
mL de agua Milli-Q.

b) Carga de la muestra: una muestra de 3 mL de vino fue diluida con 3 mL de

HCI 0,1 N y pasada a través de los cartuchos. En este paso, el flujo es controlado,
lento y constante, para garantizar la retencion de todos los compuestos fendlicos de
polaridad media. Ademas, en condiciones 4cidas los antocianos estan presentes como
iones flavilio, por lo que son retenidos por intercambio i6nico en los puntos activos de
la resina. Posteriormente, se llevé a cabo un lavado con 5 mL de HCI 0,1N y 5 mL de
agua Milli-Q.

c) Extraccién: la fraccion de los flavonoles fue eluida de los cartuchos con 3 x 5
mL de metanol. Esta fraccion también contiene otros polifenoles neutros o acidos
(flavan-3-ol o taninos y derivados de &acidos hidroxicinamicos, respectivamente). El
eluato se llevo hasta sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y posteriormente fue
redisuelto en 3 mL de metanol al 25% para su inyeccién en el sistema HPLC.

d) Regeneracién de los cartuchos: los antocianos fijados en la resina fueron

eluidos utilizando 3 x 5 mL de amoniaco al 2% en metanol al 55%, seguido de 5 mL de
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amoniaco al 2% en metanol al 80%. Finalmente el material de intercambio i6nico del

cartucho fue regenerado con 3 x 5 mL de HCI al 2% en metanol al 80%.

Determinacion de la composicion fenélica de los vinos por HPLC-DAD-ESI-MS"

La identificacion, separacidén y cuantificacion de los compuestos fendlicos se
llevé mediante el andlisis de los extractos por cromatografia liquida de alta resolucién
utilizando un cromatografo HPLC modelo Agilent 1100, equipado con un detector de
fotodiodos alineados - DAD (G1315B) y acoplado a un espectometro de masas con
trampa iénica (G2445C) VL con sistema de ionizacién por electroespray (ESI-MS").
Los datos de los espectros fueron procesados a través del software Agilent
ChemsStation (B.01.03) y el programa del Tap Agilent LC/MS version 5.3.

Como fase estacionaria se utiliz6 una columna cromatografica de fase inversa
Rapid Resolution Agilent Zobrax Eclipse XDB-C18, de 150 mm de longitud x 2,1 mm
de diametro interno, con 3,5 um de tamafio de particula, protegida por una columna
guardia Zorbax Eclipse XDB-C18 (12,5 mm x 2,1 mm; 5 um de tamafio de particula).
Para el analisis de los acidos fendlicos (galico, protocatéquico y elagico), fue utilizada
una columna de fase inversa Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, de 250 mm de longitud
X 4,6 mm de diametro interno, con 5 ym de tamafio de particula. Ambas columnas
fueron termostatizadas a 40 °C.

La condiciones cromatogréficas para el analisis de los antocianos,
piranoantocianos y flavan-3-oles fueron adaptadas del método de la OIV (CASTILLO-
MUNOZ et al., 2007). Las muestras de vino fueron filtradas a través de filtros de
membrana de poliéster con tamafio de poro de 0,20 um e inyectadas por duplicado,
directamente en el cromatografo.

Como fase movil se utilizaron los siguientes eluyentes:

Eluyente A: 3% de acetonitrilo + 87% de agua Milli-Q + 10% de acido férmico.
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Eluyente B: 50% de acetonitrilo + 40% de agua Milli-Q + 10% de &cido férmico.
Cada eluyente se desgasificé por ultrasonidos durante 5 minutos, con el fin de
eliminar posibles burbujas que pudieran interferir en el proceso cromatografico. No
obstante, el equipo de HPLC dispone de una cAmara de desgasificacion previa a la
bomba de flujo. El gradiente utilizado para llevar a cabo la separacién viene reflejado

en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Gradiente de elucién utilizado en el método de analisis de antocianos,
piranoantocianos y flavan-3-oles.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B Flujo (mL min'l)
0 94,0 6,0 0,19
15,00 70,0 30,0 0,19
30,00 50,0 50,0 0,19
35,00 40,0 60,0 0,19
38,00 40,0 60,0 0,19
46,00 94,0 6,0 0,19

El volumen de inyeccion fue de 10 pL y el rango de longitudes de onda para la
deteccion fue de 200-600 nm.

La cuantificacion de los antocianos se realiz6 usando los cromatogramas
obtenidos por el detector DAD a 520 nm de longitud de onda y empleando la curva de
calibrado de la malvidina 3-glucésido. En el caso de los piranoantocianos, la
cuantificacién se realizé usando los cromatogramas obtenidos a 510 nm de longitud de
onda y empleando las curvas de calibrado de la Vitisina A y el 10-dihidroxifenil-
piranomalvidin-3-glucésido o Pinotina A. La cuantificacion de los flavan-3-oles ((+)-
catequina, (-)-epicatequina y procianidina Bl y B2) se realiz6 usando los
cromatogramas obtenidos a 280 nm de longitud de onda y empleando curvas de

calibrado de sus respectivos patrones.
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En algunos casos, para llevar a cabo la identificacion de algunos compuestos
se utilizd un detector de espectrometria de masas con ionizacion por electroespray en
modo negativo y con un analizador de masas multidimensional de trampa iénica (ESI-
MS"). Como gas nebulizador y de secado fue utilizado nitrégeno. La adquisicién de
datos se realizé con el modo SCAN, entre 100 y 1200 m/z, con los siguientes
parametros: flujo de N, = 11mL min™; temperatura de secado = 350 °C; presion del
nebulizador = 65 psi; voltaje del capilar = - 2500 V; voltaje a la salida del capilar = 70
V; Skimmer 1 = 20 V; Skimmer 2 =6 V.

Para el analisis de los compuestos fendlicos no antocianicos, se usé la misma
columna cromatografica empleada en el caso de los compuestos antocianicos, pero en
este caso fueron utilizados los siguientes eluyentes conforme al gradiente de elucion
descrito en la Tabla 3.3.

Eluyente A: 3% de acetonitrilo + 88,5% de agua Milli-Q + 8,5% de acido
férmico;

Eluyente B: 50% de acetonitrilo + 41,5% de agua Milli-Q + 8,5% de acido
férmico;

Eluyente C: 90% de metanol + 1,5% de agua Milli-Q + 8,5% de acido férmico.

Tabla 3.3. Gradiente de elucion utilizado en el método de analisis de polifenoles no

antocianicos.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B % Eluyente C Flujo (mL min'l)

0 96,0 4,0 0 0,19
7,00 96,0 4,0 0 0,19
38,00 70,0 17,0 13,0 0,19
52,00 50,0 30,0 20,0 0,19
52,50 30,0 40,0 30,0 0,19
57,00 0 50,0 50,0 0,19
58,00 0 50,0 50,0 0,19
65,00 96,0 4,0 0 0,19
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Al igual que en el caso de los antocianos, cada eluyente se desgasificd por
ultrasonidos durante 5 minutos, con el fin de eliminar posibles burbujas que pudieran
interferir en el proceso cromatografico de liquidos.

El volumen de inyeccion fue de 20 L y el rango de longitudes de ondas para la
deteccion fue de 200 — 600 nm.

Las patrones utilizados para llevar a cabo la identificacion de las sustancias
fendlicas fueron: Flavonoles: 3-glucésido de quercetina, isorhamnetina, miricetina,
siringetina, miricetina y quercetina 3-glucurénido; Acidos hidroxicinamicos: &cido
cafeico y acido p-cumarico; Estilbenos: trans-piceido y trans-resveratrol. Los isGmeros
cis de ambos compuestos se obtuvieron mediante irradiacion UV a 360 nm durante 5
minutos en viales de cuarzo de las disoluciones de los isémeros trans al 25% en
metanol.

Para el andlisis cuantitativo se utilizaron diferentes rectas de calibrado de las
sustancias patron, que fueron obtenidas a partir de las disoluciones de
concentraciones crecientes de los diferentes patrones.

La cuantificacion de los flavonoles se realizé6 usando los cromatogramas
obtenidos por el detector DAD a 360 nm de longitud de onda y empleando la curva de
calibrado de los patrones. Aguellos flavonoles para los que no existe patrén de
referencia comercial, fueron cuantificados como el flavonol mas similar (por ejemplo,
miricetina 3-glucuronido y laricitrina 3-glucésido fueron cuantificados como miricetina
3-glucésido). En el caso de los derivados de acidos hidroxicinAmicos y estilbenos, la
cuantificacion se realizd con rectas de calibrado de los patrones comerciales
registrando la medida cromatogréafica a 320 nm de longitud de onda.

Al igual que en el caso de los antocianos, en algunos casos, para llevar a cabo
el proceso de identificacion fue utilizado un detector de espectrometria de masas con
ionizacion por electroespray en modo positivo y negativo, con analizador de masas

multidimensional de trampa iénica (ESI-MS"). El nitrégeno fue utilizado como gas
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nebulizador y de secado. La adquisicion de datos se realizé con el modo SCAN, entre
50 y 1200 m/z, con los mismos parametros del detector de espectrometria de masas
utilizado para los antocianos.

La identificacion final de los diferentes compuestos se basé en la comparaciéon
con las diferentes sustancias patrén, asi como de los tiempos de retencién, las
caracteristicas espectroscopicas en el UV — Vis y en algunos casos en los espectros
de masas registrados.

El andlisis de los acidos benzoicos se bas6 en la metodologia descrita por
Fernandez de Simén et al., (1999), la cual utilizé6 como eluyentes:

Eluyente A: 99% de agua Milli-Q + 1% de &cido férmico;

Eluyente B: 99% de metanol + 1% de &cido formico;

Al igual que en los otros casos, cada eluyente se desgasificé por ultrasonidos
durante 5 minutos, con el fin de eliminar posibles burbujas que pudieran interferir en el
proceso cromatografico.

El volumen de inyeccion fue de 50 L y el rango de longitudes de ondas para la
deteccion fue de 200 — 600 nm. El gradiente utilizado para llevar a cabo el andlisis
cromatogréfico esta descrito en la Tabla 3.4.

La cuantificacion de los flavonoles se realiz6 mediante el uso de curvas de
calibrado de los patrones comerciales registrando la sefial cromatografica a 280 y 320

nm de longitud de onda.

Tabla 3.4. Gradiente de elucién utilizado en el método de analisis de los derivados del

acido benzoico.

Tiempo (min) % Eluyente A % Eluyente B Flujo (mL min™)
0,00 95,0 5,0 0,70
15,00 65,0 35,0 0,70
30,00 57,0 43,0 0,70
32,00 0,0 100,0 0,70
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40,00 95,0 50 0,70

Al igual que en el caso de los antocianos y flavonoles, en algunos casos, para
la identificacion fue utilizado un detector de espectrometria de masas con ionizacién
por electroespray en modo negativo, con analizador de masas multidimensional de
trampa iénica (ESI-MS"). El nitrégeno fue utilizado como gas nebulizador y de secado.
La adquisicién de datos se realizé con el modo SCAN, entre 50 y 1200 m/z, con los
mismos parametros del detector de espectrometria de masas descritos anteriormente.
3.2.8. Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS version 19 para Windows. El test de Student-Newman-Keuls fue aplicado a los
datos quimicos con el fin de encontrar diferencias entre las muestras que pudieran
permitir su discriminacién. Ademas, se llevdo a cabo un analisis multivariante de
componentes principales (PCA) con el objetivo de destacar los principales

componentes responsables de las variaciones entre las muestras.
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PARTE I: COMPUESTOS VOLATILES Y CARACTERISTICAS SENSORIALES DE

LOS VINOS

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Anédlisis convencionales

La composicién general del vino control y de los vinos tintos de la variedad
Tempranillo envejecidos (pH, grado alcohdlico, acidez volatil y total, y el SO, libre y
total) fue analizada en base a los métodos oficiales anteriormente descritos. Los
resultados de los parametros convencionales revelaron el correcto desarrollo tanto de

la fermentacién alcohdlica como de los procesos de envejecimiento (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Parametros convencionales del vino control y de los vinos envejecidos (n =
2).

Barricas de Castafio Barricas de Castafio
Vino Virutas de

no tostadas tostadas
control Castafo
3meses 6meses 3meses 6 meses
pH 3,6 3,5 3,6 3,8 3,6 3,8
Grado alcohdlico 13,9 12,3 12,7 13,9 12,2 13,9
Acidez volatil g L* 0,4 0,3 0,3 0,6 0,3 0,6
Acidez total g L™ 4,8 5,1 5,1 5,3 5,2 5,3
SO, libre mg L™ 43,0 20,5 28,5 29,0 26,5 27,1
SO, total mg L™ 68,0 31,0 425 55,1 345 54,0

Aunque los pardmetros convencionales no mostraron grandes variaciones
entre el vino control y los vinos envejecidos, se pudo observar como el contenido libre
y total de SO, fue ligeramente menor en los vinos de crianza: (68,0 mg L™ para el vino
control en contra de 31,0 mg L™ para el tratamiento de virutas y 42,5; 55,1; 34,5y 54,0
mg L™ para los tratamientos con barricas de castafio). Este hecho puede ser atribuible
a las pérdidas volatiles de SO, durante el almacenamiento de los vinos. La acidez
volatil de los vinos envejecidos con castafio se vio incrementada hasta valores de 0,6

g L™ cuando se sometieron a 6 meses de estancia en barrica. Este parametro es
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considerado como un parametro critico para los vinos de crianza. Sin embargo, los
valores encontrados en los vinos envejecidos en madera de castafio fueron

aceptables.

3.3.2. Efecto de los tratamientos de envejecimiento con madera de castafio en
los compuestos volatiles del vino

Un total de 121 compuestos volatiles de diferentes familias quimicas (alcoholes
Cs, terpenos, Cy3 norisoprenoides, compuestos bencénicos, ésteres, acidos, alcoholes
y compuestos de tipo furano y pirano entre otros) han sido identificados en los vinos
analizados. La Tabla 3.6 muestra las concentraciones de los compuestos identificados
y las diferencias estadisticas encontradas entre el vino control y los vinos envejecidos
con diferentes tratamientos de castafio segun el test de Student-Newman-Keuls.

Los alcoholes Cg, los terpenos y los Cyi3 norisoprenoides constituyen la
fraccion volatil varietal de los vinos. Estas familias de compuestos volatiles juegan un
papel importante en el caracter varietal de los vinos porque poseen agradables aromas
afrutados y florales cuyos umbrales de percepcién olfativa son muy bajos. El nivel y el
perfil de estos compuestos se consideran como una caracteristica de las variedades
de uva Vitis vinifera (VERSINI et al., 1994). La variedad Tempranillo es considerada
una variedad neutral desde el punto de vista sensorial por su bajo contenido en
compuestos volatiles varietales. Pequefias diferencias fueron encontradas en las
concentraciones de los alcoholes Cg, terpenos y Ci3 norisoprenoides a consecuencia
del envejecimiento de este vino con la madera de castafio. Concretamente en el caso
de los alcoholes Cg, practicamente, no se encontraron diferencias significativas, a
excepcion de algunas variaciones en compuestos como el 1-hexanol y (Z)-3-hexen-1-
ol.

El contenido de a-terpineol y linalol aumenté durante el envejecimiento de los
vinos. Por un lado, este incremento puede atribuirse al contacto del vino con la

madera, debido a la extraccion parcial de estos compuestos presentes en la madera
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de castafio (ALANON et al., 2012). Pero por otro lado, el aumento de las
concentraciones de a-terpineol y linalol también podria ser debido a la liberacién de
estos compuestos procedentes de las formas glicosiladas no volatiles o debido a la
transformacion de otros monoterpenoles tales como el geraniol (SANCHEZ-PALOMO
et al., 2006). Sin embargo, sélo las diferencias encontradas en el contenido de a-
terpineol fueron significativas. Los valores més altos de a-terpineol fueron encontrados
en los vinos envejecidos con barricas de castafio durante tres meses, especialmente
en las barricas no tostadas, pero su concentracion parece disminuir durante el tiempo
de almacenamiento. Por otro lado, una ligera disminucion en el trans-geraniol fue
detectada, siendo mas notable en los vinos almacenados en barrica durante mas
tiempo. Este hecho podria ser atribuible a la transformacién del trans-geraniol en otros
terpenos debido a las reacciones de oxidacion (SANCHEZ-PALOMO, et al., 2006). Los
niveles del contenido de 3-oxo-a-ionol no se vieron afectados por los tratamientos de
envejecimiento, aunque un ligero aumento se observé en los vinos de crianza debido a
la presencia de este norisoprenoide en la madera de castafio, la cual ha sido reportada
recientemente en la literatura (ALANON et al., 2012).

Los compuestos bencénicos forman un grupo importante de compuestos
volatiles desde el punto de vista sensorial. Entre ellos, el 2-feniletanol es el principal
compuesto bencénico encontrado en los vinos, a los cuales, les proporciona aromas
florales, concretamente, a rosas. Este compuesto se forma principalmente por el
metabolismo de las levaduras (ETIEVANT, 1991) y sus concentraciones no fueron
afectados por los procesos de envejecimiento. Los demas compuestos bencénicos
fueron drasticamente influenciados por los diferentes tratamientos de envejecimiento
con madera de castafio. En algunos casos, algunos compuestos bencénicos
encontrados en el vino control, aumentaron sus concentraciones, asi como otros
aparecieron a consecuencia de su liberacion procedente de la madera de castafio

durante el periodo de envejecimiento. Estos compuestos juegan un papel importante
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en el aroma del vino, aunque su influencia en el producto final puede ser positiva o
negativa, dependiendo de sus concentraciones detectadas.

Las concentraciones de fenoles volatiles, tales como guaiacol, eugenol, fenol,
siringol y sus derivados fueron mas altas en los vinos de crianza que en el vino control.
En particular, fue especialmente notable la cantidad significativa de guaiacol
encontrada en aquellos vinos envejecidos mediante virutas de castafio (116,48 pg L™).
Este hecho puede ser atribuible a la extraccion mas rapida del guaiacol (GARDE-
CERDAN & ANCIN AZPILICUETA, 2006), que ademas parece acentuarse a
consecuencia de la mayor superficie de contacto de las virutas de castafio. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que el guaiacol se asocia con sabores
medicinales que podrian ser desagradables si la concentracién supera su umbral de
percepcion olfativa, que se estima en 75 pg L* (BOIDRON et al., 1988). Con la
excepcion del vinil guaiacol, ningtn derivado del guaiacol se detecté en los vinos
envejecidos con virutas. En cuanto a los vinos envejecidos por medio de barricas, las
concentraciones medias de guaiacol fueron mayores en aquellos vinos sometidos a
menores tiempos de envejecimiento (3 meses), independientemente del tratamiento de
tostado, aunque no se encontraron diferencias estadisticas. Por otra parte, la
presencia de 4-propil guaiacol, un derivado del guaiacol, se detect6 so6lo en los vinos
envejecidos durante seis meses. Este hecho podria indicar la transformacién de

guaiacol en sus derivados a lo largo del tiempo de envejecimiento.
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Tabla 3.6. Concentracion media (ug L'l) y desviacion estandar (n = 2) de los compuestos volatiles del vino control y de los vinos envejecidos con
madera de castafio analizados por GC-MS (voléatiles minoritarios) y GC (volatiles mayoritarios).

Barricas de Castafo no tostadas

Barricas de Castafo tostadas

] Virutas de
Vino control .
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses

Compuestos Ce

2-hexanol ® 20,77 + 0,84 26,30 + 4,25 24,61 + 1,45 25,10 + 0,30 28,42 + 9,80 31,90 +1,33
1-hexanol 424,88 + 6,70° 473,49 + 10,32° 469,75 + 21,28° 421,40 + 9,60% 482,85 + 8,46" 448,95 + 1,16>"
(E)-3-hexen-1-ol 12,05 + 5,65 21,39 +0,31 21,25 + 0,58 15,84 + 2,35 21,59 +1,19 16,73 + 0,80
(2)-3-hexen-1-ol 45,75 +0,61% 52,91 +0,36" 51,27 +1,88%° 45,71 +2,18% 53,00 + 0,91° 50,78 + 2,53%°
(E)-2-hexen-1-ol * 1,69 + 0,10 2,22 +0,07 1,99 + 0,35 2,82 + 0,86 1,94 + 0,28 3,07+1,22
(2)-2-hexen-1-ol t 2,38+0,38 2,37 0,07 2,11+ 0,23 2,15+0,13 2,07 + 0,04 2,26 +0,77

Total

Terpenos
linalol
a-terpineol
trans-geraniol
Total

Ciz horisoprenoides

3-o0xo-a-ionol

Compuestos bencénicos

benzaldehido

bencenoacetaldehido °

alcohol bencilico

2-feniletanol

507,51 + 12,612

3,10 £ 0,24

3,38 £ 0,45%

8,46 £ 0,00°
14,94 +0,222°

10,33+ 0,63

2,96 +0,18
Nd
197,68 £ 1,50
28234,28 £ 97,97

578,69 + 22,17°

6,23 + 0,06
4,71 +0,71*°
6,16 + 0,56"
17,11 +1,33°

16,07 £ 4,34

4,24 +1,33
5,55 + 2,42°
279,19 + 53,36
27974,77 + 6958,84

570,98 + 22,17°

6,36 + 1,81

9,53 £ 0,37°
5,37 +0,25"
21,25 +1,99°

14,19+ 6,91

3,19 +1,10
2,55 + 0,45%"
200,95 + 3,29

28116,79 + 2198,16

513,01 + 10,722

6,89 + 1,15

5,44 + 0,04°

0,63 £ 0,90°
12,96 + 2,018°

18,79 +1,61

2,71+0,84
2,44 +0,16*"
232,34 +2,01

26063,86 + 127,66

589,86 + 20,11°

4,98 + 1,80
5,76 + 0,93"
4,61+0,61°
15,35 + 3,26°

11,00 £ 0,50

3,80 + 1,44
2,41 +0,83*°
208,09 + 6,42

25456,52 + 1659,41

553,32 + 6,21°

5,58 + 0,65
4,21 +0,01*"
0,55 +0,77%
10,33 £ 0,132

14,94 +0,17

2,86 + 1,70
1,54 +0,61*°
219,56 + 21,60
22884,77 + 802,34




Tabla 3.6. Continuacion

Barricas de Castafio no tostadas

Vino control Virutas de Barricas de Castafio tostadas
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
4-metil-benzaldehido ° 65,37 +8,49 151,50 + 102,17 133,58 + 9,00 85,53 + 2,84 68,56 + 4,85 60,94 + 1,93
acido benzoico* 10,29 + 0,46° 51,96 + 14,73" 20,51 + 2,68° 21,92 +4,00% 12,87 +1,78° 18,56 + 3,33°
acido fenilacético * 16,40 + 3,07 26,61 + 10,35%" 29,23 + 3,86*" 35,46 + 3,04*" 29,71+ 1,66*" 41,23+6,71°
fenol ¢ Nd 9,58 £ 3,75 7,40 1,11 8,01 £ 0,67 8,74 + 2,03 10,00 + 0,61
4-etil fenol ¢ Nd Nd Nd 860,94 + 25,64 Nd 722,03 + 15,83°
guaiacol 13,58 + 0,69° 116,48 + 27,80° 64,63 + 12,86° 35,06 + 1,62*° 72,52 + 4,15° 35,01 + 3,08*°
4-metil guaiacol © Nd Nd 25,79 + 0,45 24,47 +1,25 30,91 +0,69 29,84 +6,72
4-etil guaicol Nd Nd Nd 133,85+ 5,78 Nd 123,53 + 13,36
4-propil guaiacol © Nd Nd Nd 15,95 + 7,78° Nd 35,06 + 5,51"
vinil guaiacol © 20,84 + 0,26 114,81 + 58,69 78,67 + 24,05 41,39 + 8,55 78,73 +7,59 39,74 +3,61
siringol 108,44 + 1,89° 655,09 + 296,21° 381,35 + 122,59*° 285,42 +47,03*" 386,31 + 11,54% 242,09 +25,66*"
acetosiringona ” Nd Nd Nd Nd Nd 17,88 + 4,57
propiosiringona ’ Nd Nd Nd Nd Nd 46,76 £ 3,95
butirosiringona” Nd Nd Nd Nd Nd 19,68 £ 5,73
(E)-4-alil siringol Nd 35,63 + 15,44° 35,19 + 5,20° 68,99 + 2,232 49,53 +0,18% 103,67 + 21,10°
(2)-4-alil siringol Nd 59,02 + 32,72 54,95 + 14,69 64,96 + 1,49 47,86 + 11,56 60,54 + 6,15
metil siringol ° Nd 1,05 + 0,70 0,92 +0,21 0,69 £0,19 0,68 0,07 0,87 £ 0,06
eugenol Nd 43,57 +5,80° 52,85 +0,78% 139,37 + 11,10° 98,40 + 1,48° 162,08 + 1,94°
(E)-isoeugenol Nd 18,19 + 3,47 24,52 +2,02° 62,49 + 1,42° 71,03 + 3,35° 92,12 +0,92°
(2)-isoeugneol Nd 14,21 £7,31 5,88 + 0,59 9,95+0,75 14,18 £ 8,19 15,50 £ 0,02
vainillina 4,85 +0,10° 40,72 +18,23° 106,17 + 19,40° 156,72 + 16,90° 146,89 + 4,08° 240,68 + 26,29°
vainillil propan-2-ona* Nd 23,37 £19,99 11,62 +£2,93 22,27+1,43 18,03 £5,97 26,48 + 0,46




Tabla 3.6. Continuacion

Barricas de Castafio no tostadas

Barricas de Castafio tostadas

Vino control Virutas de
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses

metil vainillato* Nd 1,52 + 0,39 1,52 +0,25 2,03+0,16 1,51 +0,05 2,03+0,19
etil vainillato 14,85 + 0,49 50,69 + 32,20 21,22 + 4,86 27,07 £0,79 17,62 + 0,07 22,13 +0,17
acetovainillona 27,45 +0,47% 66,33 + 31,642° 78,89 + 16,08>" 135,82 + 2,98° 88,89 + 2,84 155,01 + 22,91°
vainillil propanal* Nd 78,35 +6,19% 125,07 + 3,85" 380,19 + 18,05° 261,08 + 8,96° 512,05 + 30,65°
acido vainillinico * 25,50 + 1,03% 28,58 + 17,50° 17,75 +0,76° 16,78 + 0,94 90,60 + 25,84° 82,62 + 1,76"
propiovainillona* Nd 6,28 + 2,20° 8,21 + 2,36° 7,92 £0,11° 12,36 +0,28" 13,21 +0,80°
butirovainillona* 5,21 +0,24° 53,11 + 4,58" 50,70 + 3,44" 56,94 + 6,14° 42,27 +9,72° 57,68 + 6,28"
derivado de vainillina* Nd 53,95 + 0,07*" 164,86 + 9,13° 98,53 + 17,29°° 169,82 + 49,16° 123,95 + 25,74"°
metil vainillin éter* Nd 6,35 + 0,04° 10,91 + 2,88% 16,68 + 2,35" 10,03 + 0,08% 28,24 +1,81°
zingerona* Nd Nd 1,04 £ 0,13° 6,04 +1,87% 1,43 £ 0,09° 20,09 + 6,03"
acido ferulico* Nd 10,35 + 3,87° 1,19 +0,13% 6,04 +1,87% 1,43 +0,09° 20,09 + 6,03"
acido cinamico* Nd 10,08 + 1,12° 19,18 +2,72° 17,28 +0,22° 17,68 +0,69" 8,58 + 1,98%
acido siringico* Nd Nd 2,19 0,66 2,65 +0,21 1,67 +0,12 2,53 +0,22
siringaldehido* Nd 36,52 + 15,32%° 96,08 + 8,59" 108,03 * 27,22" 200,26 + 22,49° 252,77 + 45,62°

Total

Esteres

acetato de etilo
butirato de etilo *
acetato de isoamilo
hexanoato de etilo
acetato de hexilo”

lactato de etilo

28747,69 + 90,49

28132,32 + 83,75%"

135,79 + 11,46"

1072,24 + 10,52°
380,28 + 5,00
25,75 £0,27°
48,49 + 0,54%

30027,65 + 7634,47

24167,97 + 5315,26%
131,61 + 24,50°
846,99 + 85,47°
320,95 + 29,03
17,35 + 3,96"°

64,18 + 2,33"

29955,52 + 2422,15

28885,66 + 756,24*"
136,48 + 17,73°
936,72 + 15,67"°
405,47 + 33,43
21,11 +0,91°°
62,29 + 1,90°

29251,89 + 91,60

36118,40 + 1598,51"
64,14 + 1,46%
349,80 + 60,27°
352,56 + 21,85
4,79 + 1,64%
63,99 + 0,68"

27722,03 + 1674,61

30179,83 + 1923,29%"
153,05 + 9,29°
969,65 + 99,17"°
370,94 + 48,44
20,18 + 2,47°°
62,73 +1,29"

26534,88 + 1035,02

34989,83 * 2810,81°
67,67 £1,79°
422,26 £ 18,27%
398,12 + 18,25
11,17 +5,70*°
75,38 + 3,37°




Tabla 3.6. Continuacion

Barricas de Castafio no tostadas

Barricas de Castafio tostadas

] Virutas de
Vino control .

Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
2-hidroxi-3-metil-butirato de etilo® 21,17 +0,73% 26,64 + 0,01° 25,71+ 1,60° 26,11 + 0,48° 26,08 + 0,36" 29,53 + 0,50°
octanoato de etilo 675,39 + 1,48"° 402,02 + 104,492 625,14 + 55,72° 699,34 + 38,46" 578,39 + 75,65" 645,02 + 28,75°
3-hidroxibutirato de etilo® 66,49 + 0,36% 89,17 + 4,37" 86,05 + 6,78" 93,26 + 0,42" 86,93 + 3,62° 90,57 + 2,20°
2-hidroxi-4metil pentanoato de a b be c be be

76,86 + 1,44 102,96 + 0,04 111,75 + 4,07™ 113,65 + 1,33 100,69 + 6,09” 111,02 + 2,50”

etilo”

lactato de isoamilo™
malonato de dietilo ©
decanoato de etilo
succinato de etil metilo ®
octanoato de isoamilo”
succinato de dietilo
4-hidroxibutirato de etilo®
acetato de 2-feniletilo
3-hidroxioctanoato de etilo”
malato de dietilo®
cinnamato de etilo ®
monosuccinato de etilo ®
Total

Acidos

acido isobutirco

acido butirico

acido isovalérico “

acido hexanoico

101,73 + 0,09°
2,57 +0,28
26,05 +0,24% b
10,89 + 0,04°
Nd
5221,03 + 7,08%
1100,07 + 11,83*°
272,98 £ 2,19
Nd
139,23 +0,97°
15,34 +1,05%
20020,82 + 200,87°
57545,49 + 116,962

4,34 +0,04
5,47 + 0,05

159,38 + 0,89°
642,22 + 2,94

135,39 + 9,38"
2,78 0,46
17,02 + 6,23%
16,61 +2,57°
Nd
6623,77 + 1196,61"
1288,95 + 369,27"
265,62 + 65,82
12,92 + 5,61
184,90 + 35,54°
18,20 + 10,64%
20168,22 + 1305,90%
54904,21 + 5965,68?2

5,50 £ 0,46
6,63 + 0,57

202,97 + 11,62%°
756,95 + 93,22

147,11 + 6,14°
2,43+0,18
24,51 +0,09%b
18,32 +1,34°
Nd
7466,57 + 109,54°
1183,9 + 197,74*°
295,65 + 7,81
12,70 + 1,91
199,31 + 23,37°
23,00 + 5,12°
18859,48 + 1605,65°
59529,45 + 2496,462

5,22+0,25
5,55+0,27

203,35 + 6,112°
782,17 + 17,51

208,53 + 3,05°
2,54 +0,16
28,42 £ 2,53b
34,70 £ 2,44°
24,70 £ 7,27
10586,72 + 109,54°
577,68 + 25,45%
227,09 + 33,85
11,60 + 0,40
306,21 + 9,23°
45,01 £ 14,26°
23870,86 + 47,93°
73810,10 * 1403,72°

543+0,24
8,22+ 2,55

236,94 + 0,30°
780,51 + 0,79

153,01 + 12,53"
2,59 + 0,38
22,99+1,53%Db
17,10 £ 0,38"
Nd
6950,12 + 65,50"
1038,66 + 9,12*°
278,09 + 9,58
11,33+2,31
181,60 + 5,28°
16,56 + 3,13"
19004,72 + 485,63%
60225,53 + 1625,662

5,03 + 0,60
5,96 +0,12

207,61 + 0,06*°
771,01 + 7,30

217,70 + 6,82°
2,60 £0,45
24,91+1,19%Db
44,28 +0,84°
26,87 + 0,24
9772,49 + 392,82°
608,54 + 60,67%
220,32 £ 14,11
10,40 + 0,37
292,18 + 32,64°
78,16 +7,23°
23241,81 + 924,96"
71380,81 + 4178,87"

5,95+ 0,65
7,12 + 0,86

286,21 + 38,55°
722,31 + 41,80




Tabla 3.6. Continuacion

Barricas de Castafio no tostadas

Virutas de Barricas de Castafio tostadas
Vino control .
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
(E)-2-4cido hexanoico 2,60 + 0,42° 3,96 +0,11° 5,18 + 1,06 12,55 1,57 11,70 +1,01° 13,12 +2,22°

acido octanoico
acido decanoico
Total

Alcoholes
metanol
1-propanol
isobutanol
2-metil butanol
3-metil butanol
butanol °
3-pentenol ©
1-pentanol ?
4-metil-pentanol °
3-metil-pentanol ©
2-butoxietanol
heptanol

2-etil hexanol °
2,3-butanediol ?
octanol
3-metiltio-propanol °
Total

1175,55 + 19,89
324,39 £ 12,17

2313,96 + 33,42

45598,56 + 1036,15
35588,95 + 437,68
65235,08 + 1452,45
81409,35 + 2693,88
356460,3 + 8706,19"
158,36 + 18,06*"
45,66 + 0,76"
10,18 + 0,08%
31,25 + 0,03
57,68 + 0,24
4,37 +0,34%
9,34 0,05
3,18 0,11
Nd
13,27 +0,25°
86,81 + 0,45

584712,4 + 11441,31

1327,72 + 260,45
316,28 £ 6,73

2620,02 + 370,80

42968,46 + 4457,58
35388,79 £ 1790,33
62930,16 + 1212,08
74863,46 + 4085,50
321891,6 +12995,8*°
199,88 + 0,25"°
3,54 +0,80"
16,89 + 0,95%°
41,76 + 0,64
66,30 + 0,92
11,61 +1,05°
10,51 0,74
3,21+0,28
9,41 +2,07°
15,72 +1,33°
107,13 + 14,51

538527,9 + 20976,59

1427,94 + 107,73
352,47 + 44,06

2781,88 £ 162,34

40929,74 + 4553,84
32207,72 + 1261,43
64944,92 + 5485,65
71794,36 + 6376,28
306075,8 + 2683,87%
145,91 + 36,88*"
3,61+ 1,06°
16,17 + 0,24%°
42,39 +5,31
64,46 + 4,78
4,39 +0,37°
10,97 + 2,42
3,09 +0,12
3,81+2,63%
16,00 + 0,60%
95,05 +0,76

516358,2 + 30393,80

1384,33 + 25,04
442,32 + 75,54

2870,30 £ 52,90

38816,74 + 422,86
33400,14 + 459,57
64083,23 + 11889,74
77130,20 + 287,24
332449,06 + 423,44*"
103,39 + 11,30°
Nd
15,14 + 3,85™°
26,58 + 8,01
43,29 + 17,47
4,34 +0,01%
8,00 + 2,17
2,29+0,15
12,36 + 0,27°
13,25 + 0,06°
94,82 + 9,53
546202,8 + 10860,50

1321,17 + 2,33
316,08 + 26,27

2638,57 £ 21,49

42578,97 + 1804,23
34304,60 + 5408,33
64461,55 + 1860,94
75286,18 + 1471,08
326819,31 + 6544,3*"
238,43 + 8,73°
3,96 £ 0,28%
15,19 + 3,85™°
40,96 + 4,09
66,96 + 4,30
3,85 £ 0,36%
9,18 +0,71
2,04 £0,69
2,26 +1,91%
17,07 + 0,36"
89,01 + 7,00
543939,5 + 23383,71

1202,80 + 77,45
330,14 £ 6,40

2567,66 + 165,38

35314,96 + 4307,25
32516,89 + 4213,442
65735,74 £ 2128,31
74145,12 + 2815, 81
322552,97 + 1445,9*"b
142,18 + 17,943°
Nd
19,96 + 1,95°
36,90 + 0,04
63,42 + 1,65
4,26 +0,14°
10,53 + 0,00
2,56 + 0,36
11,21 +2,76°
12,08 + 0,44°
84,03 0,29
530652,8 + 16308,18




Tabla 3.6. Continuacion

Barricas de Castafio no tostadas

Barricas de Castafio tostadas

] Virutas de
Vino control .
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
Furanos y Piranos
furfuril formato ® Nd Nd Nd 12,30+ 0,772 Nd 28,47 + 4,48°
furfural Nd 4,40 + 0,56% 207,21 + 20,04° 9,67 + 1,552 601,75 + 131,69° 15,72 + 3,22
1-(2-furanil)-etanona ® Nd Nd 15,17 + 4,54° 24,36 +1,99" 17,53 + 4,47° 30,92 +0,33"
etil maltol ® Nd Nd 0,32 + 0,022 0,68 + 0,01° 0,34 + 0,022 0,68 + 0,00°
5-metilfurfural ® Nd Nd 143,47 + 34,12° 64,26 + 15,59 349,27 + 53,93° 183,99 + 12,05°
»butirolactona 0,61 + 0,04% 0,40 + 0,05° 0,59 +0,19° 1,31 +0,32° 0,85 + 0,5*° 0,84 + 0,05%"
furfuril alcohol ® Nd Nd 2,90 + 0,272 13,74 + 0,442 3,07 + 0,042 44,61 +23,11°
2(3H)-furanona, 5 etoxidihidro ® 13,68 + 0,32° 33,24 + 2,54° 28,90 +1,18° 20,02 +1,26° 34,19 + 0,01° 18,60 + 0,75°
maltol ¢ Nd Nd 1,35 +0,15° 2,40 +0,19° 1,69 +0,11° 3,31 +0,07°
tetrahidro-6-propil 2H-piran-2-
0 Nd 7,98 + 3,01 7,06 + 1,39 6,93 + 0,85 10,05 + 0,58 7,34 + 0,50
ona
5-etoxi-metilfurfural ® Nd Nd 6,99 + 1,402 12,77 £ 0,42° 8,21 +0,42° 13,58 + 3,42°
pantolactona 8,07 + 0,20 7,54 + 2,35 7,44 +1,12 44,14 + 57,16 8,96 + 2,86 3,82+ 1,10
acido 4-hexil-2,5-dihidro-2,5- b ab a ab a
_ _ Nd 10,70 £ 2,31 8,95+ 1,17* 4,71+ 0,28 8,45 + 1,45% 5,79 + 1,58
dioxo, 3-furanacetico ¢
5-acetoxi-metilfrufural Nd Nd 1,44 + 0,062 Nd 16,02 + 8,65" Nd
3-etil-4-metil 2,5-furandiona ® Nd 10,54 + 3,63° 4,72 +0,252° Nd 7,09 + 4,512° Nd
3-acetil-6-metil,2H-piran- b a c ab
_ Nd Nd 27,53 + 3,75 17,27 + 2,60 38,23 +2,42 23,28 + 4,28%
2,4(3H)-diona ®
5-hidroxi-metilfurfural ® Nd Nd 2,77 £ 0,09% 3,26 £ 0,222 8,42 +1,85° 6,24 + 0,24°
Total 22,37 +0,56% 74,81+ 9,292 466,81 + 51,24° 237,84 + 74,24° 1114,12 + 193,72° 387,19 + 26,18"°




Tabala 3.6. Continuacion

Vino control

Virutas de
Castafio

Barricas de Castafo no tostadas

Barricas de Castafo tostadas

3 meses

6 meses

3 meses

6 meses

Miscelania

acetaldehido®
3-hidroxi-2-butanona
3-metil-tetrahidrotiofen-3-ona®
4-hidroxi-3-metil, 2-butanona *
N-(3-metilbutil)-acetamida
2-(1-metiletil)tio pentano *

diacetil (2,3-butaediona)®

2066,78 + 134,922
5,57 +0,51%
35,36 + 0,84

Nd
36,37 £ 0,44
Nd
Nd

3695,06 + 692,82°
8,31 + 4,40*°
32,46 +2,39
11,58 +0,89°
38,20 £ 2,28
14,83 + 10,58°
33,78 +7,58%

2615,49 + 442,21%°

7,49 +0,52°"
37,60 + 3,62
11,28 +0,74°
39,22 +4,70
13,92 + 4,33°
43,95 + 2,79%°

3308,60 + 33,11*°
1,37 +0,13°
31,86 + 0,90

Nd
34,43+1,25
39,95 + 6,07"
52,81 + 7,46"

2550,16 + 265,58%°

14,33 + 358"
37,80 +2,93

13,39 + 0,66"
40,50 + 4,06
21,11 +10,45%
41,35 + 4,75>°

3304,60 + 232,73%°

1,87 +0,88°
33,16 £ 0,79
Nd
34,31+558
43,55 + 6,61°

42,78 + 0,34%°

Los valores con superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segin en método de Student-Newman-Keuls con p < 0,05.
Los compuestos sin superindices fueron cuantificados con los factores de respuesta de los patrones comerciales. Los compuestos con superindices

fueron cuantificados con el factor de respuesta de un compuesto de estructura quimica similar: ¢ 1-hexanol; T E-3-hexenol; ® benzaldehido; ¢ guaiacol; ¢

4-etil guaiacol; “siringol; * vainillina; * hexanoato de etilo; ° succinato de dietilo; * &cido hexandico; * heptanol; ¢ furfural; ¢ Un factor de respuesta igual a

uno fue asumido por el método del patron interno.
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El siringol fue uno de los fenoles volatiles mas abundantes detectados en el
vino control y mas audn en los vinos de crianza. El siringol exhibié un comportamiento
similar al del guaiacol debido, probablemente, a que su concentracibn también
aument6 durante el periodo de envejecimiento, especialmente cuando el tratamiento
con virutas fue aplicado, debido a la mayor superficie de contacto con la madera. La
madera de castafio presenta una cantidad considerable de siringol (ALANON et al.,
2012) y su liberacion parece ser mas rapida que la de otros fenoles volatiles. En
cuanto a los derivados del siringol, compuestos tales como acetosiringona,
propiosiringona y butirosiringona provienen de la degradacion de la lignina de la
madera producida sobre todo, durante el proceso de tostado. Por esa razdn, estos
compuestos fueron detectados solo en los vinos envejecidos en barricas de castafio
tostado y s6lo en aquellos vinos envejecidos durante 6 meses, lo que indica una
extraccion lenta de estos compuestos. La presencia de los dos isomeros (E)-4-alil
siringol y (Z2)-4-alil siringol fue otra caracteristica de los vinos sometidos a los
tratamientos de envejecimiento con madera. Sin embargo, a pesar de los valores
similares de (Z)-4-alil siringol en todos los vinos de crianza, las concentraciones de
(E)-4-alil siringol fueron significativamente diferentes en los vinos envejecidos con
barricas de castafio tostadas durante un periodo mas largo de envejecimiento (6
meses). Este hecho puede atribuirse no sélo al incremento de la concentracion de este
compuesto en la madera de castafio durante el proceso de tostado, sino también a su
extraccion a través de la etandlisis de la lignina de la madera a lo largo del periodo de
envejecimiento.

Por otro lado, las concentraciones de eugenol y (E)-isoeugenol se
incrementaron durante el proceso de envejecimiento. Ademas, es digno de mencién
gue los niveles de ambos compuestos fueron seriamente afectados por el tratamiento
de envejecimiento. Los vinos envejecidos en barricas durante seis meses presentaron
valores mas altos de eugenol y (E)-isoeugenol, asi como los vinos envejecidos en

barricas tostadas. Por lo tanto, la extraccion de estos compuestos parece ser un
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proceso lento, pero continuado, que es mas acentuado cuando se utilizan barricas de
castafo tostadas, debido a la liberacion de estos compuestos a consecuencia de la
degradacion de la lignina durante el proceso de tostado de la madera. Sin embargo, la
concentracion de (Z)-isoeugenol no se vio influenciada por los tratamientos de
envejecimiento utilizados. En comparacién con los resultados obtenidos en este
trabajo con los datos disponibles en la bibliografia, es posible observar que las
concentraciones de eugenol y isoeugenol encontradas en los vinos envejecidos en
madera de castafio fueron mas altas que en los vinos envejecidos con madera de
roble. En particular, la concentracion de eugenol encontrada en los vinos envejecidos
en barricas de roble nuevas no tostadas, durante seis meses, fue alrededor de 85 ug
L™ (GARDE-CERDAN et al., 2006), mientras que las concentraciones encontradas en
nuestro trabajo, en las mismas condiciones pero empleando madera de castafo,
fueron de 139,37 ug L™. Este hecho parece indicar que la madera de castafio es mas
rica en eugenol y isoeugenol que la madera de roble, lo que esta de acuerdo con los
ultimos datos publicados en la literatura, donde el potencial aromatico de la madera de
castafio fue comparado con aquel de las especies de roble mas comuinmente
utilizadas en toneleria (ALANON et al., 2012). Por otro lado, el contenido de eugenol
detectado en nuestros vinos fue superior a los niveles encontrados en otros vinos
envejecidos con barricas nuevas de madera de castafio de origen italiano en similares
condiciones de envejecimiento (DE ROSSO et al.,, 2009a), acentuandose esta
diferenciaciébn cuando se emplearon barricas de castafio usadas (ARFELLI et al.,
2007).

La presencia de los etilfenoles, 4-etil guaiacol y 4-etil fenol, debe ser
destacada. Estos compuestos son producidos debido al metabolismo de algunas
levaduras tales como las especies de Brettanomyces/Dekkera (las principales
productoras de etilfenoles por reacciones de reduccion de los vinilfenoles) y bacterias
lacticas que también producen etilfenoles, pero en cuantidades mucho méas pequenas.

Los atributos sensoriales de estos compuestos se describen como aroma a "fenol",
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"animal" y "cuadra”, malos olores que pueden tener una influencia negativa en el
aroma del vino. Sus umbrales de percepcion en el vino tinto son de 140 pg L™ para 4-
etil guaiacol y de 620 pg L™ para el 4-etil fenol (CHATONNET et al., 1992). Estos
compuestos no se detectaron cuando el envejecimiento de los vinos se llevé a cabo
por medio del uso de virutas o de barricas de castafio durante un periodo corto de
tiempo (3 meses). Sin embargo, las concentraciones de estos compuestos parecen
aumentar durante toda la etapa de envejecimiento (CHATONNET et al, 1992; GARDE-
CERDAN et al., 2010). La acumulacion de estos etilfenoles en los vinos envejecidos
en barricas durante seis meses fue mayor que sus umbrales de percepcion olfativa
(133,85 y 123,53 pg L™ para las barricas no tostadas y tostadas en el caso del 4-etil
guaiacol y 860,94 y 722,03 ug L™ para las barricas no tostadas y tostadas en el caso
del 4-etil fenol). Este aspecto debe ser tenido en cuenta ya que, aunque en este
trabajo los malos olores de estos compuestos no fueron detectados por los catadores
(ver seccion andlisis sensorial descriptivo), la presencia de estos compuestos en
concentraciones mas altas, podria disminuir la calidad sensorial de los vinos tintos
envejecidos en madera de castafo.

En comparacion con nuestros datos a los reportados en la bibliografia, fue
posible observar que los valores de estos compuestos presentes en los vinos
envejecidos en barricas de castafio son mas altos que los encontrados en los vinos
envejecidos en barricas de roble, inclusive con un periodo de envejecimiento mas
largo (POLLNITZ, 2000; GARDE-CERDAN et al, 2006). Es importante tener en cuenta
gue la madera de castafio se caracteriza por una mayor porosidad que la madera de
roble (DE ROSSO et al., 2009b). Por tanto, la microoxigenacion sufrida a través de los
poros es mayor en el caso de la madera de castafio, lo que parece estimular el
crecimiento microbioldgico, lo que implica una mayor produccion del 4-etil guaiacol y 4-
etil fenol. Este hecho debe ser tenido en cuenta especialmente cuando los vinos son
sometidos a periodos mas largos de envejecimiento. Para evitar y controlar este

aspecto, es recomendable raspar y recalentar las barricas de castafio antes de
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reutilizarlas, con el fin de reducir la carga microbiana en la superficie del interior de las
barricas, lo que puede evitar las mayores concentraciones, indeseables, de 4-etil fenol
y 4-etil guaiacol (POLLNITZ et al., 2000).

Uno de los compuestos mas notable en los vinos debido a su intenso aroma a
vainilla y su bajo umbral de percepcion olfativa (0,32 mg L ™) es la vainillina (BOIDRON
et al., 1988). Aunque por lo general se encuentran en los vinos jévenes, su presencia
es mas caracteristica de los vinos de crianza, ya que sus concentraciones aumentan
considerablemente a consecuencia del contacto con la madera. La extraccion de la
vainillina dependié tanto del tiempo de envejecimiento, como del tratamiento de
tostado aplicado a la madera de castafio. Entre los diferentes tratamientos de
envejecimiento probados, los vinos envejecidos con virutas presentaron menores
concentraciones de vainillina, lo que indica un lento proceso de extraccién de este
compuesto, que también fue observado por Garde-Cerdan et al., (2006). Mientras
tanto, la mayor concentraciéon de vainillina se encontr6 en aquellos vinos criados
durante seis meses en barricas tostadas. En comparacion con los datos reportados en
la bibliografia, los rangos de vainillina que se encontraron en los vinos tintos
envejecidos con barricas de castafio tostados durante seis meses, fueron muy
similares a los encontrados en los vinos envejecidos en las mismas condiciones con
barricas de madera de roble (Quercus alba) (GARDE-CERDAN, et al., 2006). Quercus
alba es la especie de roble que mayor contenido de vainillina presenta (CHATONNET
et al., 1998) y cuyos niveles son comparables a los obtenidos en la madera de castafio
(ALANON et al., 2012). Por lo tanto, la madera de castafio parece tener excelentes
propiedades aromatizantes a vainillina. Sin embargo, los niveles de vainillina
detectados en los vinos de crianza fueron considerablemente inferiores a los
reportados en otros vinos envejecidos con barricas nuevas de castafio de origen
italiano en condiciones similares (DE ROSSO et al., 2009a), pero superiores a los
encontrados en los vinos de crianza en barricas de castafio usadas (ARFELLI et al.,

2007).
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Un gran numero de derivados de vainillina, procedentes de la degradacion de
la lignina, se encontraron también en los vinos envejecidos. Estos compuestos
aparecieron o aumentaron en su concentracibn en funcion del tratamiento de
envejecimiento utilizado. Las concentraciones de acetovainillona, vainillil propanal y
vainillil metil éter extraidas por los vinos envejecidos no sélo se vieron influenciadas
por el proceso térmico de las barricas, sino también por el tiempo de envejecimiento.
En todos los casos, las mayores concentraciones de estos compuestos se encontraron
en los vinos envejecidos durante seis meses con barricas de castafio tostadas. Los
compuestos tales como, acido vanillico y propiovanillona solo se vieron afectados por
el tratamiento térmico de la madera de castafo. Mientras que los niveles de vainillato
de metilo y butirovanillona no mostraron diferencias significativas respecto al
tratamiento de envejecimiento utilizado. Los derivados de la vainillina citados son
importantes desde el punto de vista sensorial ya que también contribuyen al aroma de
vainilla de los vinos, aunque en menor intensidad.

El siringaldehido fue otro aldehido fendlico encontrado sé6lo en los vinos de
crianza, el cual presentd un comportamiento similar al de la vainillina. Las
concentraciones de siringaldehido aumentaron con el proceso de tostado de la madera
como consecuencia de la degradacion térmica de la lignina. Por esta razon, las
cantidades que se encontraron en los vinos envejecidos con barricas tostadas fueron
mayores que las encontradas en el resto de vinos analizados.

Otros compuestos sensoriales importantes son los ésteres, ya que se
encuentran en gran concentracién y, ademas, exhiben agradables olores afrutados
(ETIEVANT, 1991). La mayor parte de los ésteres se produce en el vino a lo largo de
la fermentacion. Durante el envejecimiento, los ésteres, en general, tienden a disminuir
y si bien, su evolucién varia con el tipo de vino, y con las condiciones de
envejecimiento, algunas generalizaciones pueden ser hechas (RAPP & MARAIS,
1993). Los ésteres de acetatos, tales como acetato de isoamilo y acetato de etilo

tienden a disminuir durante el proceso de envejecimiento mas que los ésteres etilicos
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de acidos grasos (butirato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo y decanoato
de etilo). Las disminuciones de estos compuestos son atribuibles no sélo a las
reacciones de evaporacion sino también, a su hidrolisis para alcanzar el equilibrio
entre los ésteres y los &cidos correspondientes. Las diferencias significativas en las
concentraciones de estos compuestos se encontraron sélo en los vinos envejecidos
durante seis meses, mientras que el tratamiento de tostado de la madera de castafio
no influyé en la concentracion encontrada. Por otra lado, los ésteres etilicos de acidos
poliproticos, tales como maldnico y succinico, aumentaron sus concentraciones en los
vinos con un mayor periodo de envejecimiento (6 meses), probablemente debido a la
reaccién de esterificacion sufrida a lo largo del tratamiento de envejecimiento para
alcanzar el equilibrio del sistema entre los ésteres y los acidos correspondientes. Otros
ésteres, tales como el lactato de etilo y lactato de isoamilo, no provienen de la madera,
sin embargo, aumentaron sus niveles durante los tratamientos de envejecimiento. Este
hecho podria ser atribuible a la microflora residual de bacterias del acido lactico.
Ademas, cuanto mayor sea el tiempo de envejecimiento, mayor es la evaporacién de
agua a través de los poros de la madera, lo que sin duda, favorece la reaccion de
esterificacion de acuerdo con la ley de accién de masas.

En cuanto a los &cidos, su produccion esta regulada por la composicion inicial
del mosto y de las condiciones de fermentacién. Sus niveles, practicamente, no se
vieron afectados significativamente por los diferentes tratamientos de envejecimiento
con madera de castafio testados. Por otra parte, un gran nimero de alcoholes se
detect6 tanto en el vino control como en los vinos de crianza. Estos compuestos se
generan durante el proceso de fermentacion y los tratamientos de envejecimiento no
tienen mucha influencia sobre su composicion.

La presencia de diversos compuestos de tipo furano y pirano también fue
detectada en los vinos tratados con diferentes tratamientos de envejecimiento con
madera de castafo. Estos compuestos provienen de la degradacion térmica de las

hexosas y pentosas, que son los constituyentes principales de los polimeros de
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celulosa y hemicelulosa que conforman la madera. Son compuestos clave, desde el
punto de vista sensorial, debido a sus agradables aromas a caramelo, a tostado y a
sus notas amieladas, siempre y cuando se encuentren en concentraciones
moderadas. En el vino control, practicamente ningin compuesto furano o pirano fue
detectado. Los vinos envejecidos con virutas de castafio no tostadas no mostraron
importantes concentraciones de compuestos furanos, s6lo pequefias cantidades de
furfural. En el caso de las barricas de castafio no tostada, a pesar de no haber sido
sometidas al tratamiento térmico, fue notable la presencia de varios compuestos
furanos y piranos en cantidades considerables. Este hecho se debe al calentamiento
ligero que sufre la madera en un primer estadio, crucial para doblar las duelas y
facilitar la conformacion de las barricas. Sin embargo, cuando el proceso de tostado se
aplica a las barricas, las concentraciones de estos compuestos aumentaron
considerablemente. La extraccion de compuestos tales como 1-(2-furanil)-etanona, etil
maltol, maltol y 5-etoxi-metilfurfural y 5-hidroxi-metilfurfural aument6, no sélo con el
tratamiento térmico, sino también con el tiempo de envejecimiento, siendo los vinos
envejecidos durante seis meses en barricas tostadas de castafio aquellos donde se
detectaron mayores cantidades de estos compuestos. Particularmente notable fue el
comportamiento observado por el furfural y 5-metilfurfural. La mayor acumulacion de
estos compuestos fue mayor en los vinos envejecidos durante tres meses, la cual
posteriormente, a mayores tiempos de envejecimiento, se vio reducida notablemente.
Esta evidencia se encuentra de acuerdo con estudios realizados por otros autores, que
también reflejaron este hecho cuando se utilizan barricas de madera de roble (TOWEY
& WATERHOUSE, 1996; SPILLMAN et al., 1998; GARDE-CERDAN et al., 2006;
2010). Este hecho parece deberse a la reduccion del furfural y del 5-metilfurfural a
furfuril alcohol y su conversion a furfurifformato. Ademas, el furfural parece ser mas
susceptibles a estas transformaciones (SPILLMAN et al.,, 1998). ElI mismo
comportamiento se observo por la 5-acetoxi-metilfurfural, aunque mucho menos

acentuado. Como consecuencia de estos procesos, las concentraciones de alcohol
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furfurilico y furfurilformato se incrementaron notablemente en los vinos con seis meses
de envejecimiento. Por lo tanto, el contenido total de los compuestos furanicos y
pirdnicos fue mayor en los vinos envejecidos en barrica durante tres meses que en
aguellos envejecidos en barrica durante seis meses.

La presencia de otros compuestos también ha sido recopilada en la Tabla 3.6.
Sin embargo, estos compuestos no son relevantes desde el punto de vista sensorial y
tampoco fueron encontradas grandes diferencias en sus concentraciones en funcién
de los diferentes tratamientos de envejecimiento con madera de castafio evaluados.

El analisis de Componentes Principales se aplicé a los datos de compuestos
volatiles significativos con el fin de resaltar las diferencias entre los distintos
tratamientos de envejecimiento con la madera de castafio. Los tres componentes
principales representaron el 70,1% de la varianza total explicada. Las variables que
mostraron las mejores correlaciones con cada componente principal se exponen en la
Tabla 3.7.

La distribucion de las muestras en el plano formado por el componente
principal 1 y 2 (PC1 y PC2) se muestran en la Figura 3.5. EI componente principal,
PC1, separ6 los vinos envejecidos durante los tratamientos largos de envejecimiento
con castafo, principalmente debido a mayores concentraciones de 4-etil fenol, 4-etil
guaiacol, ésteres como el succinato de dietilo, malato de dietilo, lactato de isoamilo,
octanoato de isoamilo y succinato de etil metilo, pero también debido a los compuestos
de la madera de castafio, tales como el etil maltol, eugenol, vainillil propanal, 5-etoxi-
metilfurfural, acetovainillona y maltol, entre otros. La disminucion de ésteres tales
como el acetato de isoamilo, acetato de hexilo, butirato de etilo y 4-hidroxibutirato de
etilo, junto con la disminuciobn del terpeno trans-geraniol con el tiempo de
envejecimiento, también permiti6 la discriminacion de los tratamientos de
envejecimiento mas largos del resto de las muestras. EI componente principal 2 se
relaciond principalmente con algunos compuestos de la madera, tales como siringol;
guaiacol; acido 4-hexil-2,5-dihidro-2,5-dioxo-3-furanacético; tetrahidro-6-propil-2H-
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piran-2-ona; fenol y (Z)-4-alil siringol. Como consecuencia, el componente principal 2
diferencio los vinos control de aquellos que habian estado en contacto con la madera
de castafio. En la Figura 3.6 se muestra la distribuciéon en el plano de las muestras de
acuerdo con el componente principal 1 y 3. EI PC3 estuvo relacionado con los
compuestos furdnicos tales como el 5-metilfurfural, furfural, 5-acetoxi-metilfurfural y 5-
hidroxi-metilfurfural, cuyas concentraciones permiti6 la separacion de los vinos
envejecidos en madera de castafio tostada de los cuales aquellos macerados durante
tres meses fueron los que mayor acumulacion de estos compuestos presentaron.

Por otra parte, aunque el uso de virutas mostré6 algunas diferencias
cuantitativas, el andlisis de componentes principales no fue capaz de distinguir los
vinos envejecidos con virutas de castafio de aquellos envejecidos durante tres meses
con barricas de castano sin tostar. Ademas, fue notable la variabilidad encontrada en
la composicion volatil de los vinos envejecidos por el uso de virutas. Este hecho puede
atribuirse a la diferencia de tamafio de las virutas que implican diferencias en la
cinética de extraccion de los compuestos de la madera. Esta variabilidad revel6 la
desventaja de la utilizacion de virutas frente al uso de las barricas para la obtencion de

un producto mas homogéneo.
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Tabla 3.7. Resultado del analisis multivariante de componentes principales de los
compuestos volétiles detectados en el vino control y en los vinos envejecidos con
madera de castafio.

Componente Coeficiente de
Principal Compuestos correlacion

PC1 4-etil fenol 0,95
acetato de isoamilo -0,94

4-etil guaiacol 0,94

succinato de dietilo 0,94

trans-geraniol -0,93

malato de dietilo 0,92

acetato de hexilo -0,92

lactato de isoamilo 0,92

octanoato de isoamilo 0,90

etil maltol 0,90

eugenol 0,88
2-(1-metiletil)tio pentano 0,88

butirato de etilo -0,86

vainillil propanal 0,86

succinato de etil metilo 0,85

monosuccinato de etilo 0,85
5-etoxi-metilfurfural 0,84
4-hidroxbutirato de etilo -0,84

acetovanillona 0,84

(E)-2-acido hexanoico 0,82

y-butirolactona 0,81

maltol 0,80

PC2 siringol 0,96
guaiacol 0,91

acido 4-hexil-2,5-dihidro 2,5-dioxo 3-furanacetico 0,90
3-hidroxioctanoato de etilo 0,85
tetrahidro-6-propil 2H-piran-2-ona 0,81

fenol 0,80

(2)-4-alil siringol 0,80

PC3 5-metilfurfural 0,95
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furfural 0,93
5-acetoxi-metilfurfural 0,92
5-hidroxi-metilfurfural 0,88
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Figura 3.5. Distribucién en el plano de las muestras definido por los componentes principales

(PC1 y PC2) con respecto a los compuestos volatiles
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Figura 3.6. Distribucién en el plano de las muestras definido por los componentes principales

(PC1 y PC3) con respecto a los compuestos volatiles

Por lo tanto, el efecto del tiempo de envejecimiento fue el principal factor en la
composicion aromatica de los vinos envejecidos con los diferentes tratamientos de
envejecimiento con madera de castafio. Aunque el proceso de tostado de la madera
también tuvo una notable influencia en la composicion volatil de los vinos sometidos a
crianza en especial para aquellos vinos envejecidos en madera de castafio tostada

durante tres meses.

3.3.3. Anédlisis sensorial descriptivo

La Tabla 3.8 muestra las puntuaciones medias de los 28 atributos
seleccionados en el analisis sensorial descriptivo para describir las caracteristicas
sensoriales de las muestras. Mientras tanto, la Figura 3.7 muestra el diagrama bi-
trama del analisis de componentes principales, que ilustra la proyeccion simultanea de
los vinos probados y los descriptores sensoriales. Los dos componentes principales

representaron 71,5% de la varianza total.
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El primer componente principal, representado por el eje "x", separé los vinos
envejecidos durante el mayor periodo de tiempo del resto de muestras. El tratamiento
de envejecimiento disminuyé los aromas a frutas rojas de los vinos control, sobre todo
en los vinos envejecidos durante seis meses. Este hecho estuvo en buen acuerdo con
la disminucion de los ésteres observada durante el tiempo de envejecimiento. Mientras
tanto, notas de ciruela/grosella aparecieron como consecuencia del tiempo de
almacenamiento de los vinos. Aromas a regaliz, clavo y pimienta mostraron
puntuaciones mas altas en los vinos envejecidos durante seis meses en barricas de
castafio, siendo mas intensos cuando trataban de barricas tostadas. Nuevos sabores
se detectaron en los vinos de envejecidos tales como tabaco, frutos secos, vainilla y
madera, cuyas intensidades fueron mayores cuando el proceso de envejecimiento se
llevd a cabo durante seis meses por medio de barricas de castafio tostadas. Por otro
lado, el atributo de aroma verde y frutas rojas, y los atributos gustativos: herbaceo y
amargor de los vinos control, caracteristicos de los vinos jévenes, disminuyeron
drasticamente como consecuencia del tratamiento de envejecimiento a largo plazo.
Los vinos envejecidos con virutas de castafio conservaron mejor las caracteristicas

afrutadas y notas verdes del vino control (PEREZ-COELLO et al., 2000).
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Tabla 3.8. Puntuaciones medias y desviacion estandar de los descriptores sensoriales del vino control y de los vinos envejecidos con
madera de castafio.

. . . Barricas de Castafio sin tostar Barricas de Castafio tostadas
Vino control Virutas de Castafio
3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
Perfil Sensorial Aroméatico
Frutas rojas 7,71 + 0,41° 527 + 1,17° 423 + 1,18 256 + 1,16° 543 + 1,18° 3,11 + 1,54°
Ciruela/grosella Nd 6,22 + 1,13° 2,66 + 0,86% 442 + 127° 3,07 + 1,88° 515 + 1,65"¢
Regaliz 2,37 + 087" 057 + 1,24 249 + 087" 360 *+ 057° 221 + 1,31° 430 + 0,83°
Verde 434 + 0,63 0,45 + 0,82° Nd Nd Nd Nd
Pimienta 2,03 + 0,74° 0,88 + 1,55*° 1,62 + 1,61° 3,49 + 0,85° 041 + 0,63° 3,04 + 1,02°
Clavo Nd 410 + 1,14° 3,04 + 0,93° 455 + 1,25° 353 + 1,23*° 563 + 1,13°
Tabaco Nd Nd 2,82 + 1,53° 3,30 + 1,21° 050 + 1,17° 1,82 + 1,64°
Frutos secos Nd 1,40 + 1,12° 0,33 + 0,63% Nd 1,68 + 1,55 2,64 + 153°
Vainilla Nd 1,89 + 0,64 1,86 + 1,122 332 + 0,84° 308 + 1,51° 535 + 1,29°
Madera Nd 241 + 0,47° 458 + 1,20° 513 + 1,49 2,44 + 1,86° Nd
Madera tostada Nd Nd 0,32 + 1,10° Nd 3,94 + 1,45b 524 + 1,20°
Caramelo Nd Nd Nd Nd Nd 1,10 + 1,48
Perfil Sensorial Gustativo
Frutas rojas 599 + 0,77° 448 + 1,06 412 + 0,97 2,64 + 1,10° 481 + 0,92° 2,44 + 1,53
Verde 7,15 + 0,67 519 + 0,98° 354 + 1,08 4,67 + 1,95° 1,18 + 1,217 Nd
Clavo Nd 0,66 + 1,01° 1,83 + 1,20° 2,66 + 1,04 263 + 1,30 474 + 1,42°
Pimienta Nd 0,20 + 0,69° 0,22 + 0,52° 2,07 + 0,86 0,41 + 1,01% 0,82 + 1,10%
Acidez 533 + 0,41° 6,56 + 0,75 506 + 0,55° 482 + 0,592 501 + 0,48% 482 + 0,592
Amargor 6,90 + 1,50 452 + 142° 3,86 * 1,44°° 355 + 1,82°° 2,63 + 1,38 1,68 + 1,47°
Frutos secos Nd 0,12 + 0,40° Nd Nd 1,37 + 1,04° 2,46 + 1,32°
Vainilla Nd 1,17 + 1,11*° 1,10 + 1,19*° 1,67 + 0,94° 3,18 + 0,81° 452 + 2,58
Serrin Nd 2,61 + 1,41° Nd Nd Nd Nd
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Madera tostada Nd Nd 1,23 + 0,317 1,84 + 0,29° 438 + 1,74 6,42 + 0,95°
Tabaco Nd Nd 1,01 + 1,517° 0,92 + 0,88%° 021 + 0,72° 1,68 + 1,52°
Perfil Tactil e Impresion Global
Cuerpo 463 + 0,16% 514 + 0,11° 6,18 + 0,16° 6,56 + 0,00° 7,01 + 0,06° 6,94 + 0,08°
Astringencia 7,44 + 0,01° 593 * 0,13° 524 + 0,39°° 438 + 0,733° 436 + 0,202° 345 + 0,10°
Intensidad del dejo 6,17 + 0,02 6,98 + 0,28" 724 + 013" 7,72 + 0,34° 8,14 + 0,59°° 857 + 0,07°
Calidad del dejo 3,99 + 0,03 512 + 0,06 6,11 * 0,06° 6,90 + 0,62° 7,43 + 0,23 8,63 * 0,10°
Impresion global 4,65 + 0,02° 5,06 * 0,19% 592 + 0,14° 6,91 * 0,49° 7,12 + 0,09° 8,43 + 0,07

Los valores con superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segin en método de Student-Newman-Keuls con p < 0,05.
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Sin embargo, los catadores detectaron una gran acidez y la presencia
desagradable de un atributo descrito como “serrin” en aquellos vinos envejecidos con
virutas de castafo. Este hecho también ha sido descrito en bibliografia anteriormente
cuando se utilizan virutas de roble sin tostar por otros autores (CHATONNET &

DUBOURDIER, 1998b; DIAZ-MAROTO et al., 2008; SCHUMACHER et al., 2012).
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Figura 3.7. Distribucién en el plano de las muestras con sus atributos gustativos (%) y
olfativos (#). Las muestras de vino estdn marcadas con el simbolo (e). C: Vinos control; Ch:
vinos envejecidos con virutas de castafio; 3Bn: vinos envejecidos durante 3 meses en barricas
de castafio sin tostar; 6Bn: vinos envejecidos durante 6 meses en barricas de castafio sin
tostar; 3Bt: vinos envejecidos durante 3 meses con barricas de castafio tostado; 6Bt: vinos

envejecidos durante 6 meses con barricas de castafio tostado.

La posicion de los vinos basados en el segundo componente principal (eje "y")

vino determinada por el tratamiento de tostado. Los vinos envejecidos con barricas
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tostadas estaban claramente separados de los restantes de acuerdo con el segundo
componente principal. Una caracteristica tipica de los vinos envejecidos en madera
son las notas “a madera”. Esta nota ha sido tradicionalmente atribuida a la presencia
de la cis y trans B-metil-)-octanolactonas que son exclusivas de la madera de roble. La
madera de castafio no posee estos particulares compuestos. Sin embargo, las notas
“amaderadas” no parecen ser exclusivas de las lactonas de roble. Otros compuestos
derivados de la lignina como cis y trans isoeugenol parecen impartir este atributo
(DIAZ-MAROTO et al, 2008). Las intensidades de los atributos sensoriales
caracteristicos de los vinos de crianza, tales como olor a clavo, frutos secos, vainilla,
madera tostada y tabaco, fueron mas acentuadas en los vinos envejecidos en barricas
de castafo tostado durante seis meses. Este hecho estd se encuentra en buen
acuerdo con los compuestos volatiles liberados de la madera de castafio al vino,
debido a la degradacion térmica de la lignina durante el proceso de tostado. En
particular, la presencia de notas tostadas y sabores de caramelo se detectaron
especialmente en vinos envejecidos con barricas tostadas durante seis meses. Estas
caracteristicas estan relacionadas con los compuestos furanos y piranos detectados
en los vinos de crianza.

También fue notable la no identificacion de los malos sabores descritos como
"fenol", "animal" y "cuadra", a pesar de la presencia de 4-etil guaiacol y 4-etil fenol
detectada en los vinos con tiempo de envejecimiento largos. Este hecho podria
deberse a que, en un medio tan complejo como es el vino, estos compuestos pueden
influir en el aroma del vino en niveles inferiores a sus umbrales de percepcion olfativa
debido a efectos aditivos, sinérgicos o supresores (PEREZ-PRIETO et al., 2003).

La astringencia de los vinos control fue reducida con los tratamientos de
envejecimiento. Las puntuaciones para cuerpo, intensidad del sabor, calidad del sabor
y calidad global fueron més altas para los vinos envejecidos en barricas de castafio

tostado durante seis meses.
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Por lo tanto, en base al andlisis quimico de los compuestos volatiles y al
analisis sensorial, el castafio mostré ser una madera con excelentes propiedades
aromatizantes para llevar a cabo los procesos de envejecimiento. El tratamiento con
virutas fue el menos valorado por los panelistas, mientras que los vinos envejecidos en
barricas de castafio tostado, principalmente durante seis meses, fueron las mas
apreciadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que un periodo mas largo de
envejecimiento podria provocar la presencia de sabores extrafios y problemas de

oxidacion debido a la mayor porosidad de la madera de castafio.
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PARTE Il: COMPUESTOS FENOLICOS Y CARACTERISTICAS CROMATICAS DE
LOS VINOS

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1. Efecto de los tratamientos de envejecimiento con madera de castafio en la
composicion fendlica y caracteristicas crométicas de los vinos

El andlisis estadistico aplicado a la composicion fendlica y parametros de color,
dio lugar a diferencias significativas entre el vino control y los vinos de envejecidos en
madera de castafio (Tabla 3.9). Como consecuencia de los tratamientos de
envejecimiento, se observé un aumento significativo en los pigmentos polimerizados,
especialmente en aquellos vinos envejecidos durante el periodo mas largo de tiempo
(6 meses). La formacién de pigmentos poliméricos es producida por la reacciéon entre
los antocianos y los principales compuestos fendlicos de los vinos tintos, los flavan-3-
oles, que por lo general conducen a la pérdida de materia colorante si los pigmentos
polimerizados alcanzan un peso molecular suficientemente alto como para tornarse
insolubles. Este hecho explicaria la disminucién significativa de las concentraciones de
antocianos y flavan-3-oles en los vinos envejecidos, en comparacién con el vino
control. Ademas, la formacion de pigmentos mas polimerizados contribuye a la
disminuciéon de la saturacion de color (C*) como resultado de una mezcla mas
compleja de los pigmentos implicados en el color real del vino tinto. La reduccién de
los antocianos durante el proceso de envejecimiento también provocé una disminucién
significativa en el porcentaje de la copigmentacion que contribuye al color total del
vino, lo que implica una reduccion del efecto hipercromico, estrechamente relacionado
con el aumento de la claridad (L*). Por esa razén, los vinos envejecidos mostraron
menores valores de la componente rojo del color (a*) que el vino control. La
disminucion de la concentracion de flavonoles en los vinos envejecidos también podria
contribuir a la disminucion observada en el porcentaje de la copigmentacién del color
de los vinos tintos envejecidos. En contraste, la componente amarilla del color (b*) y el

matiz (h*) no mostraron diferencias significativas después de los procesos de
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envejecimiento. Ademas, los vinos envejecidos todavia preservaban un color rojo con
matices violaceos similares a los que corresponden a los vinos jévenes originales.
También fueron encontradas diferencias significativas en los parametros de
luminosidad (L*) y saturacion (C*) entre el vino control y los vinos de crianza.

La intensidad del color de los vinos de crianza fue significativamente menor que
la del vino control. Este hecho podria ser atribuible no sélo a la reduccion del efecto de
la copigmentacion, sino también a la formacion de pigmentos poliméricos insolubles
gue constituyen los precipitados de la materia colorante en los vinos de crianza. Por
otro lado, la tonalidad, que es la ganancia del color amarillo, fue mayor en los vinos
envejecidos durante seis meses. Este hecho parece estar relacionado con la
formacion de pigmentos poliméricos (% polimerizacion), la cual produce una

estabilizacién del color a lo largo del tiempo de envejecimiento.
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Tabla 3.9. Caracteristicas cromaticas, familias de polifenoles (mg L™) y parametros de color de los vinos Tempranillo control y con
diferentes tratamientos de envejecimiento en madera de castafio (valor medio *+ desviacion estandar, n = 2).

Barricas de Castafo sin tostar

Barricas de Castafo tostada

Vino control Virutas de Castarfio
3 meses 6meses 3 meses 6 meses
L* 4625 + 0,07* 5490 + 1,84 5380 + 354*° 5090 + 042*® 5295 + 304*° 5250 + 0,14*°
c* 5259 + 0,08° 4746 + 0,95% 48,13 + 2,06° 4859 + 0,182 48,14 + 1,462 46,67 + 0,05°
h* 1050 + 0,10 896 + 0,68 10,80 + 1,87 1260 =+ 0,12 10,82 + 1,94 1326 + 0,26
a* 51,71 + 0,06° 46,87 + 1,03° 4726 + 1,72% 47,42 + 0,19° 4727 + 1,12° 4542 + 0,10%
b* 959 + 0,11 739 + 040 905 + 192 10,60 =+ 0,06 907 + 1,87 10,70 + 0,20
Polifenoles totales 1197,08 + 29,46 117417 + 120,80 1140,83 + 114,90 1167,92 + 2357 113042 + 111,96 1167,92 + 0,00
HCAD 353,95 + 822 302,79 + 31,24 316,74 + 3124 32023 + 329 31791 + 32,89 32837 + 164
Flavonoles 184,48 + 39,01° 5424 + 17,088 79,31 + 21,94* 7759 + 2438 63,79 + 9,75° 75,86 + 2,44
Flavan-3-oles 35500 =+ 0,79° 297,78 + 19,86*® 310,00 + 11,000 30556 + 1571* 302,78 + 8,64° 290,56 + 16,507
Antocianos totales 389,12 + 2347° 267,41 =+ 33,90° 25819 + 522 21761 + 10,43* 250,81 =+ 522 21761 =+ 10,43°
Taninos (g L™) 344 + 0,03 295 + 0,28 2,74 + 0,03 315 =+ 011 266 + 0,72 305 + 0,19
Intensidad de color 1233 + 0,05° 930 + 0,50% 973 + 1,15° 10,63 + 0,13% 993 + 1,03% 10,08 + 0,04%
Tonalidad 062 + 0,00 065 + 0,01° 066 + 0,02° 069 + 0,00° 0,66 + 0,00°° 0,72 + 0,00°
Copigmentacion % 20,14 + 092° 1440 + 0,81° 13,96 =+ 1,20° 14,43 = 0,422 1394 + 0,31° 1167 =+ 057°
Polimerizacion % 29,09 + 0,12*° 30,14 + 047*® 3166 + 187* 37,77 + 0,41° 3359 + 1,92° 41,78 + 0,47°

HCAD: derivados de acidos hidroxicinamicos.

Los valores con superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun el test de Student-Newman-Keuls con p < 0,05
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3.4.2. Efecto de los tratamientos de envejecimiento con maderas de castafio en
los compuestos fendlicos no antocianicos

Varios tipos de compuestos fendlicos no antocianicos se han identificado, tales
como &cidos hidroxicinamicos, estilbenos, acidos benzoicos, flavan-3-oles y flavonoles
en las muestras de vinos analizadas (Tabla 3.10). Estos compuestos suelen estar
presentes en los vinos y su presencia ha sido descrita anteriormente (GOMEZ-
ALONSO et al., 2007).

Los principales &cidos hidroxicinamicos encontrados fueron el 4cido cafeico
y el &cido p-cumérico, que se detectaron tanto en sus formas libres como en sus
formas esterificadas con acido tartarico (acido caftarico y 4cido cutarico) o con otros
componentes del vino, tales como etanol (cafeoato de etilo y cumarato de etilo). Sélo
pequefias diferencias estadisticas fueron encontradas respecto a los derivados de
acidos hidroxicindmicos entre el vino control y los vinos envejecidos. Segun los datos
encontrados en bibliografia, la madera de castafio posee tanto &cido cafeico como
acido p-cuméarico encontrandose éste Ultimo en cantidades considerablemente
mayores que en las especies de madera de roble comunmente utilizadas en toneleria
(ALANON et al., 2011). Por lo tanto, podria esperarse un aumento de la concentracion
de estos acidos, especialmente la de acido p-cumarico, procedente de su liberacién
desde la madera hacia el vino durante en el proceso de envejecimiento.
Sorprendentemente, se detectdé una menor concentracion de este acido en aquellos
vinos envejecidos en barricas durante seis meses. Este hecho, probablemente, puede
estar relacionado con la intervencion de acidos hidroxicinamicos libres en la formacion
de nuevos compuestos, como las hidroxifenil-piranoantocianinas, produciendo una
disminucion de la concentracion esperada de &acido p-cuméarico procedente de la
madera de castafio. Este hecho se describird més adelante en la seccion 4.3.

En cuanto al contenido de estilbenos, el tratamiento de envejecimiento con
madera de castafio tuvo un efecto significativo. Este hecho se encuentra en

discrepancia con las observaciones realizadas por otros autores que estimaron que,
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en un sistema modelo, la tasa promedio de desaparicion del trans-resveratrol era
cerca de un 50% debido a los procesos de adsorcion en presencia de madera de roble
(BARRERA-GARCIA et al.,, 2007). Sin embargo, los mismos autores también
observaron que la concentracion de trans-resveratrol se mantenia constante en
presencia de un extracto de elagitaninos extraidos. Es bien sabido que el castafio es
una madera especialmente rica en elagitaninos en comparacion con las especies de
roble utilizados con frecuencia en toneleria (ALANON et al., 2011). Este hecho podria
explicar el que no se encontraran diferencias en el contenido de estilbenos cuando los
tratamientos de envejecimiento fueron llevados a cabo con madera de castafio. Este
hecho es especialmente relevante si tenemos en cuenta las propiedades saludables
demostradas por los estilbenos, especialmente en el caso del trans-resveratrol
(FERNANDEZ-MAR et al., 2012).

Los &cidos benzoicos tales como, acido protocatéquico, acido galico y acido
elagico fueron detectados tanto en el vino control como en los vinos envejecidos. Sin
embargo, las concentraciones de estos compuestos se vieron incrementadas
considerablemente debido a los tratamientos de envejecimiento con madera de
castafio (Tabla 3.10). Las mayores cantidades de &cido protocatéquico fueron
detectadas en los vinos envejecidos en barricas tostadas. Este hecho podria ser
atribuible a la generacién de este compuesto durante el proceso de tostado a

consecuencia de la degradacion térmica de la lignina.
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Tabla 3.10. Concentracién media y desviacion estandar de los compuestos fenélicos no antocianicos de diferentes familias: derivados de é&cidos
hidroxicinamicos (* mg L* equivalentes de acido cafeico y 8 mg L* equivalentes de acido cumarico), estilbenos (umoles L'l), derivados de acidos
benzoicos (umoles L™), flavan-3-oles (umoles L), y flavonoles (umoles L™) identificados en los vinos Tempranillo con y sin envejecimiento con madera de
castafio (n = 2)

Barricas de Castafio sin tostar Barricas de Castafio tostadas

Vino control Virutas de

Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
Acidos hidroxicinamicos
trans-acido caftarico’ 179,65 + 1,95 161,64 + 4,06 157,8 + 10,51 173,36 + 1,86 168,48 + 20,73 166,88 + 0,63
trans-acido cutarico® 142,14 £ 2,53 128,73 + 3,68 127,4 £ 10,62 138,8 £ 2,39 136,46 + 15,93 134,82 + 2,05
cis-acido cutarico® 6,25 + 0,08*" 6,69 + 0,60%° 5,32 + 0,84 7,76 £ 0,48" 6,60 + 0,82%" 7,31+ 0,22%°
acido cafeico’ 32,66 + 0,32 29,4 +1,01 26,34 + 3,91 33,76 + 0,86 30,87 + 3,16 32,36 + 0,54
p-acido cumarico® 22,08 + 0,55 20,13 +0,57*" 18,43 + 2,28*° 16,58 + 0,25" 21,16 +1,82° 16,12 + 0,64"
cafeoato de etilo’ 8,86 + 0,28 8,74 + 0,72 8,61+ 0,17 9,67 + 0,83 9,11+1,31 9,53 + 0,32
cumarato de etilo® 5,51+ 0,13 6,04 + 1,35 5,37 + 0,48 6,02 + 0,90 5,93 + 1,52 6,21 + 0,38
Total 397,15 361,38 349,32 385,94 378,60 373,24
Estilbenos
trans-piceido 2,51 + 0,06 2,88 +0,15 2,41 +0,43 2,97 + 0,06 2,64 +0,39 2,91+0,10
trans-resveratrol 16,51 + 0,31 15,39 + 0,32 14,35+ 2,24 16,50 + 2,06 15,74 + 1,28 16,50 + 0,31
cis-resveratrol 42,53 + 2,29 43,60 + 4,61 39,25 + 0,49 48,73 0,12 46,39 + 8,69 49,58 + 6,60
Total 61,54 61,87 56,00 68,20 64,77 68,99
Acidos benzoicos
acido protocatéquico 11,26 + 2,76° 25,00 + 1,73" 24,19 +1,89° 24,24 + 2 50° 33,83+ 2,53° 34,87 +2,92°
4cido galico 71,92 +1,56% 290,82 +9,12° 242,03 + 27,12° 359,35 +22,55° 205,69 +21,36"° 297,75+ 17,73°
4cido elagico 1,15 + 0,38° 12,44 + 0,09¢ 6,72 +1,30° 13,98 + 0,34¢ 9,30 + 0,69° 17,76 + 1,01°
Total 98,07 328,26 272,94 397,56 248,82 350,37

336



Tabla 3.10. Continuacién

Barricas de Castafo sin tostar

Virutas de Barricas de Castafio tostadas
Vino control
Castafio 3 meses 6meses 3meses 6 meses
Flavan-3-oles
catequina 177,00 + 13,30 159,95 + 17,21 145,63 + 22,31 172,08 + 9,49 175,94 + 10,29 164,30 + 2,62
epicatequina 14,79 + 0,89" 6,77 + 1,53" 7,81 +0,01° 9,32 + 3,30" 12,31 +0,51*° 12,24 +0,47*°
procianidina B1 43,92 + 0,80 40,52 + 6,60 30,48 + 6,03 33,80 + 0,48 34,68 + 1,17 33,78 + 1,47
procianidina B2 14,37 £ 0,85 21,80 + 3,96 19,18 + 1,34 15,97 + 1,30 18,19 + 2,79 21,55+0,21
Total 250,08 234,54 203,10 231,17 241,12 231,88
Flavonoles
miricetina-3-glucuronido 12,29 + 0,01 8,30 £ 0.09 9,34 £ 0,96 11,71 + 0,17 9,99+ 2,73 11,36 + 0,56
miricetina-3-galactésido 4,6 £0,15 3,43+ 0,09 3,65+ 0,49 4,2 £ 025 3,99+0,71 4,14 + 0,28
miricetina-3-glucésido 65,82 + 0,73 50,04 + 0,99 54,23 + 4,91 58,14 + 0,89 58,47 +9,12 55,62 + 1,26
quercetina glucurénido 35,16 + 0,36 26,51 + 0,59 29,00 + 2,31 33,15+ 0,13 30,39 + 6,42 31,63+0,73
quercetina glucésido 11,71+ 0,17° 8,48 + 0,10*" 9,09 + 0,37" 7,03 + 0,20% 9,39 +1,37° 6,99 + 0,112
isorhamnetina glucésido 2,38 + 0,03 1,86 + 0,01 2,11 £ 0,05 2,34 0,44 2,00 + 0,20 1,85 + 0,06
siringetina glucoésido 7,99 + 0,01 6,28 + 0,07 6,99 + 0,55 8,61 + 0,55 7,02+1.01 7,38+ 0,13
miricetina 39,17 +1,04° 20,88 + 0,51° 31,37 £1,02° 39,2 +1,68° 29,21 +7,88° 35,97 £ 0,01°
quercetina 39,15 + 0,35° 13,59 + 0,272 25,21 +1,16° 37,68 + 2,25° 24,83 +7,83" 31,36 +1,11°°
laricitrina 7,67 £0,11° 2,83 +0,03" 5,40 + 0,10° 6,50 + 0,43" 4,68 + 0,55"° 5,72 £ 0,19°
isorhamnetina 3,36 + 0,01° 2,18 + 0,01° 2,99 + 0,21°¢ 3,19 + 0,14"¢ 2,53 +0,41*" 2,52 +0,14*"
Total 229,30 144,38 179,38 211,75 182,5 194,54

Los valores con superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segin el método de Student-Newman-Keuls en P < 0,05
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El aumento de la concentracion de &acido gélico en los vinos envejecidos en
madera de castafio fue el cambio mas pronunciado que se produjo en la composicién
fendlica de los vinos. Este hecho esta en buena consonancia con la gran cantidad de
acido gélico que presenta la madera de castafio y que ya habia sido anteriormente
descrita en bibliografia (ALANON et al., 2011). Las concentraciones de &cido elagico
también aumentaron considerablemente a consecuencia del contacto del vino con la
madera de castafio aunque este aumento no fue tan pronunciado como el observado
en el acido galico. Es importante tener en cuenta que tanto el acido galico como el
acido elagico son compuestos importantes debido a su ya demostrada capacidad
antioxidante, incluso a concentraciones muy bajas (SROKA & CISOWSKI, 2003). Las
concentraciones liberadas a partir de la madera de castafio de estos compuestos, no
s6lo depende del tipo de envejecimiento usado (virutas/barricas; tostado/no tostado),
sino también del tiempo de envejecimiento (Tabla 3.10). La concentracion de &cido
galico y é&cido elagico en los vinos envejecidos en barricas durante seis meses
aument6 notablemente comparadas con aquellas concentraciones detectadas en los
vinos envejecidos en barricas durante solo tres meses. Por lo tanto, es evidente que
durante el proceso de envejecimiento en barricas de castafio se va produciendo una
extraccion continua de estos compuestos. Es importante sefialar que el uso de virutas
como alternativa a la crianza tradicional, acelera la extraccién de los compuestos de la
madera debido a su mayor superficie de contacto. En efecto, las concentraciones de
acidos benzoicos encontradas en los vinos envejecidos con virutas de castafio fueron
mas altas que las detectadas en los vinos envejecidos mediante el empleo de barricas
no tostadas durante tres meses.

Centrando nuestra atencién en el tratamiento térmico aplicado a las barricas,
podemos ver como éste también es un pardmetro importante en cuanto al contenido
de acidos benzoicos presentes en el vino. En la Tabla 3.10 podemos ver como la
mayor concentracion de &cido galico se encontrd en los vinos envejecidos durante seis

meses con barricas no tostadas. Es importante tener en cuenta que el acido galico es
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un compuesto sensible a la degradacion térmica, sin embargo, la disminucion del
contenido de acido galico en los vinos envejecidos con barricas de castafio tostadas
no fue demasiado pronunciada. Este hecho puede deberse a que la madera de
castafio contiene galotaninos, los cuales durante el proceso de tostado se degradan
térmicamente liberando &cido galico (SANZ et al., 2012). Contrariamente, el proceso
de tostado de las barricas llevo consigo un aumento muy significativo en el contenido
de acido elagico de los vino, debido probablemente, a la liberacion de este a
consecuencia de la degradacion térmica de los elagitaninos (VIRIOT et al., 1993).
Respecto a las concentraciones de los flavan-3-oles, éstas se mantuvieron
practicamente constantes durante los diferentes tratamientos de envejecimiento con
madera de castafio. So6lo una ligera reduccion en el contenido de epicatequina fue
observada en los vinos tratados con madera de castafio no tostada tanto en forma de
chips como en forma de barricas (Tabla 3.10). En cuanto a los flavonoles, el contacto
con la madera de castafio produjo una disminucion significativa en la mayoria de los
flavonoles libres (quercetina, laricitrina y isoramnetina) y también en el 3-glucésido de
quercetina (Tabla 3.10), el cual es facilmente hidrolizable (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2007). Especialmente notables fueron los bajos valores de flavonoles libres (miricetina,
quercetina, laricitrina e isoramnetina) que se encuentran en los vinos envejecidos
mediante virutas de castafio. Esta disminucion tan pronunciada podria deberse a
fendmenos de adsorcién entre estos compuestos y la superficie de las virutas de
madera. La habilidad de la madera en adsorber diversos compuestos de distinta indole
(ocratoxina A, compuestos fendlicos, componentes del aroma...) ya habia sido
descrita en literatura (JARAUTA et al., 2005; BARRERA-GARCIA et al, 2007; SAVINO
et al., 2007; CASTRO-VAZQUEZ et al., 2011). Sin embargo, los resultados mostraron
un importante efecto de adsorcion de flavonoles libres cuando se utilizaron virutas en
lugar de barricas, debido probablemente, a la mayor superficie de contacto de las
virutas comparadas con las barricas, incluso empleando periodos de envejecimiento

mas cortos.
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Los flavonoles son pigmentos amarillos y su disminucion podria haber
compensado parcialmente el aumento esperable de la componente del color amarillo
de los vinos tintos, atribuible a la formacién de pigmentos poliméricos durante el
envejecimiento. De hecho se observo un menor valor de los pardmetros de color b* y
h* en el caso de los vinos envejecidos con virutas de castafio aunque las diferencias

encontradas no fueron significativas (Tabla 3.9).

3.4.3. Efecto de los tratamientos de envejecimiento con castafio sobre la
composicién de antocianos y piranoantocianos del vino

Los antocianos mondémeros encontrados en los vinos Tempranillo no sélo
fueron los ya esperados 3-glucésidos de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y
malvidina, sino que también sus derivados acetilados y cumaroilados fueron
encontrados. De entre ellos, los 3-glucésidos no acilados fueron los antocianos mas
abundantes, siendo la malvidina 3-glucésido el compuesto mas abundante (Tabla
3.11). El contenido de antocianos se vio notablemente afectado por los tratamientos de
envejecimiento aplicado a los vinos con madera de castaio, especialmente los
derivados no acilados, sufriendo una reduccién importante no sélo a nivel de los
compuestos individuales sino también en el total de antocianos si los comparamos con
el vino control. Este hecho también ha sido descrito en bibliografia cuando la madera
utilizada para llevar a cabo los procesos de envejecimiento era la madera de roble. En
este caso, la reduccién del contenido de los monémeros de antocianos parece
deberse a diversos factores. Por un lado, el contacto con la madera de roble podria
provocar la adsorcion de algunos compuestos fendlicos (AMATI & ARFELLI, 2001).
Por otro lado, la madera podria liberar algunos aldehidos fendlicos que podrian
contribuir a la condensacion de los antocianos de los vinos tintos (SINGLETON, 1995).
Ademas, los elagitaninos de la madera de roble al liberarse, podrian tomar parte en las
reacciones de condensacion con los mondmeros de antocianos (ORTEGA-HERAS et

al., 2004). Estos mismos factores observados cuando se emplea madera de roble,
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parecen también estar implicados cuando los procesos de envejecimiento son llevados
a cabo con madera de castafio.

Por otro lado, el proceso de tostado no mostré tener mucha influencia en el
contenido final de antocianos de los vinos envejecidos con madera de castafio ya que,
practicamente, no se encontraron diferencias entre la madera de castafo tostada y no
tostada. Con respecto al efecto del tiempo, s6lo se encontraron algunas diferencias
entre los vinos envejecidos durante tres y seis meses de crianza. El cambio mas
notable fue la disminucion de los derivados no acilados, acetilados y p-cumaroilados
de malvidina 3-glucésido, no sélo con respecto al tiempo de envejecimiento, sino
también respecto a los tratamientos de tostado. En base a los resultados obtenidos, se
puede apuntar que la evolucién de los monémeros de antocianos durante el proceso
de envejecimiento es un proceso lento aunque progresivo. Ademas, parece ser que la
malvidina 3-glucésido y sus derivados son las especies mas implicadas en la
formacion de nuevos pigmentos (ALCALDE-EON et al., 2006) siendo que la malvidina
3-glucésido la especie mas reactiva.

La formacién de nuevos pigmentos durante el envejecimiento en los que
intervienen derivados antocianicos, podria explicar la pérdida de la intensidad del color
de los vinos tintos envejecidos en madera de castafio (Tabla 3.9). Algunos de estos
pigmentos son de naturaleza polimérica que pueden ser insolubles precipitando en
forma de depdsitos de materia colorante en funcién de su grado de polimerizacién
(por ejemplo, los aductos de antocianos con taninos, mediados o0 no por acetaldehido).
Sin embargo, ha de ser sefialado que la formacién de pigmentos poliméricos es
deseable ya que ésta conduce a la estabilizacion del color de los vinos tintos de
crianza, ya que las pérdidas de color debido al blanqueo por bisulfito y a los cambios
del pH son atenuados (ZAMORA, 2003).

En cuanto a la utilizacion de virutas, hay que destacar las bajas
concentraciones significativas de todos los monémeros antocianos cumaroilados en

comparacion con las detectadas cuando se emplearon barricas. Este hecho parece
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deberse a los fenébmenos de adsorcion en la superficie de las virutas de castafio a los
cuales parece ser mas sensibles estos compuestos cumaroilados.

Otras reacciones en las que se ven involucrados los antocianos son aquellas
en las que se origina un anillo pirano en la estructura del antociano por la adicién de
diferentes compuestos presentes en el vino, dando lugar a los Illamados
piranoantocianos (ALCALDE-EON et al.,, 2006). En los vinos analizados, se
detectaron varios piranoantocianos, todos ellos derivados del principal antociano,
malvidina 3-glucdsido, y de algunas de sus formas aciladas.

A lo largo del periodo de envejecimiento en barricas de castafio, fue posible
observar un ligero aumento del contenido de piranoantocianos tipo hidroxifenil en los
vinos, aunque soélo se encontraron diferencias significativas en los niveles de 10-
catequil-piranomalvidin-3-glucésido y 10-hidroxi-piranomalvidin-3-acetil-glucésido. Este
hecho concuerda con la discusion realizada en la seccion anterior referente al
comportamiento observado de los &cidos hidroxicinAmicos durante el envejecimiento
(Tabla 3.10). Como ya se ha indicado, los acidos hidroxicinAmicos pueden intervenir
en la formacion de hidroxifenil-piranoantocianos debido a la combinacion de los acidos

hidroxicinamicos con los antocianos (RENTZSCH et al., 2007).
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Tabla 3.11. Concentracién media (mg L™) y desviacién estandar de los antocianos y piranoantocianos identificadas por HPLC-MS" en el vino control y
en los vinos envejecidos con madera de castafio (n = 2)

Barricas de Castafio no tostadas

Virutas de Barricas de Castafo tostadas
Vino control .

Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
delfinidina 3-glucésido 31,40 +0,30° 18,85 +0,53" 21,14 + 1,00 20,86 + 0,56" 19,72 +1,41° 20,05 +1,14°
cianidina 3-glucésido 3,52 +0,06° 2,60+0,11° 3,00+ 0,02° 3,02+0,12° 2,91+0,14° 2,89+0,27°
petunidina 3-glucésido 37,16 + 1,46% 23,73 +1,14° 26,28 + 1,46" 25,71 +0,43" 24,82 +2,03" 23,09 +0,83"
peonidina 3-glucésido 11,97 +0,12° 8,55 + 0,43*" 9,34 +0,20° 8,60 + 0,07*" 8,92 + 0,33*" 8,11 +0,13%
malvidina 3-glucésido 140,63 + 1,73 94,52 + 4,25"° 100,46 + 3,57° 88,02 +1,21° 92,67 + 3,63"° 78,25 + 2,27°
delfinidina 3-(6”-acetil)-glucésido 6,99 +0,11° 4,77 +0,22° 5,44 + 0,34*" 5,84 +0,15° 5,45 + 0,06*" 5,75 + 0,53*"
cianidina 3-(6-acetil)-glucésido 4,86 +0,13° 3,99 +0,14% 4,53 +0,17*° 5,03 + 0,04° 4,13 + 0,44% 4,97 +0,21°
petunidina 3-(6”-acetil)-glucésido 6,77 +0,29° 5,10 £ 0,22% 5,74 £ 0,272 5,79 + 0,142 5,40 + 0,20% 5,43 + 0,382
peonidina 3-(6"-acetil)-glucésido 3,61 +0,18"° 2,97 +0,11° 3,27 £ 0,08*" 4,01 +0,17° 3,35 +0,25%" 3,94 +0,19°
malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido 14,94 + 0,08° 10,50 + 0,43"° 11,33 + 0,40° 9,90 +0,13" 10,59 + 0,50°° 9,02 +0,10%
delfinidina 3-(6”-cumaroil)-glucésido 10,08 + 0,15° 4,94 +0,21° 7,32+1,32%° 7,84 +0,98° 6,08 + 0,25*" 6,40 + 0,02*°
cianidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 3,28 + 0,09° 2,02 +0,07° 2,42 0,00 2,61+ 0,03 2,44 +0,25" 2,51 +0,02°
petunidina 3-(6”-cumaroil)-glucdsido 7,15+0,12° 3,95 +0,19° 4,96 +0,29° 5,07 + 0,02° 4,78 +0,28° 4,61+0,21°
peonidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 4,67 + 0,56° 2,77 +£0,34*° 3,67+0,11° 3,65+ 0,09° 3,07+0,12*° 2,44 +0,02°
malvidina 3-(6”-cumaroil)-glucésido 22,33 +0,53° 12,13 +0,67*° 14,67 +0,61° 12,83 +0,13"° 13,43 +1,16"° 10,65 + 0,49°
Total 309,36 201,39 223,57 208,78 207,76 188,11
10-catequil-piranomalvidin-3-glucésido 2,61+0,17% 2,40 + 0,152 2,95 +0,43*° 3,35+0,24° 2,59 + 0,242 4,27 £0,03°
10-catequil-piranomalvidin-3-(6"-acetil)-glucésido 1,04 0,04 0,73 £ 0,27 0,87 + 0,08 1,02 +0,12 0,90 + 0,13 1,12 +0,04
10-hidroxi-piranomalvidin-3-glucésido 0,82+0,12 0,64 +0,17 0,65+ 0,32 0,94 + 0,02 0,70+ 0,16 1,01 +£0,22
10-catequil-piranomalvidin-3-(6"-cumaroil)-glucésido 1,26 £ 0,06 1,03 +£0,15 1,13+£0,12 1,45+ 0,13 1,19+£0,21 1,44 £ 0,06
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6"-acetil)-glucésido 0,34 +0,01° 0,26 +0,03* 0,25 + 0,012 0,43 + 0,00° 0,29 + 0,02*° 0,42 +0,02°
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6”"-cumaroil)-glucésido 0,21 +£0,00 0,19 + 0,04 0,21 £0,07 0,23 +0,03 0,20 £ 0,03 0,21 £ 0,02
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Tabla 3.11. Continuacién

Virutas de Barricas de Castafio no tostadas Barricas de Castafo tostadas
Vino control .
Castafio 3 meses 6 meses 3 meses 6 meses
Total 6,28 5,25 6,06 7,42 5,87 8,47
vitisina A 13,91 + 0,45° 12,02 +0,57° 13,51 +0,41° 15,41 +0,01° 13,09 +0,10° 16,29 +1,16"
vitisina B 12,45 +0,18° 10,24 + 1,35%° 11,03 +0,26*° 10,27 + 0,09%° 11,29 +0,21%° 9,58 +0,43%
Total 26,36 22,26 24,54 25,68 24,38 25,87

Los valores con superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun el test estadistico de Student-Newman-Keuls en p < 0,05
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Los procesos de envejecimiento con madera de castafio también afectaron el
contenido de vitisinas detectado en los vinos (Tabla 3.11). Como era de esperar, la
vitisina A, formada por el aducto de la malvidina 3-glucésido con el acido piravico, fue
la vitisina mas abundante detectada en los vinos. La cantidad més alta se alcanz6 en
aguellos vinos envejecidos durante mas tiempo en barrica (seis meses). Parece que
durante el periodo de envejecimiento en barricas se forman las vitisinas del tipo A. Sin
embargo, cuando el envejecimiento se llevé a cabo por medio de virutas los niveles
disminuyeron ligeramente. Los resultados estaban de acuerdo con las observaciones
anteriores realizadas por Asenstorfer et al., (2003) que demostraron que la formacion
de la vitisina A esta controlada, mas que por los niveles de malvidina 3-glucésido y
acido piravico (producido durante la fermentacion alcohdlica), por la existencia en el
vino de un oxidante concreto ya que la formacién de este piranoantociano requiere de
una etapa de reaccion de oxidacion. Dichos autores también apuntaron que algunos
componentes del vino, tales como los elagitaninos de la madera, podrian convertir el
oxigeno en una especie reactiva y que por consiguiente, podria favorecer la formacion
de vitisina A. Por lo tanto, la sintesis de vitisina A parece ser estimulada durante el
periodo de envejecimiento en barricas a consecuencia de la micro-difusién del oxigeno
sufrida a través de los poros de la madera de castafio. Mientras que en el proceso de
envejecimiento con virutas, no se produce ningln contacto con el aire y por tanto no se
estimularia la formacién de vitisina A.

En contraste, la vitisina B apenas mostré diferencias significativas a pesar de
que su contenido parece disminuir a medida que el periodo de envejecimiento es
mayor. Este hecho también ha sido observado por otros autores lo cuales detectaron
una rapida disminucion de vitisina B en los vinos envejecidos durante ocho meses en
madera de roble, alcanzando niveles mucho méas bajos de vitisina B que los
encontrados en un principio en los vinos mas jévenes (ALCALDE-EON et al., 2006).
Recientemente, el seguimiento de la formacién de vitisina B en vino modelo ha

mostrado que el acetaldehido reacciona rapidamente con los antocianos para dar
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lugar a una formacion inicial de vitisina B, que més tarde derivard a la formacion de
pigmentos poliméricos (BLANCO-VEGA et al., 2011). Por lo tanto, aunque el periodo
de envejecimiento en barricas podria promover la formacion de acetaldehido por la
oxidacion del etanol, no se observé ningln aumento en la concentracion de vitisina B
durante el tiempo de envejecimiento, sino que incluso se pudo apreciar una ligera
disminucion.

La formacion de todos estos piranoantocianos también contribuye a la
estabilizacién del color de los vinos de crianza, ya que poseen una gran resistencia a
la decoloracién por bisulfito y a por los cambios del pH. Ademas, los piranoantocianos
permanecen en disolucion y por lo tanto, casi hunca precipitan perdiéndose parte de la
materia colorante.

Con el fin de resaltar las diferencias entre los distintos tratamientos de
envejecimiento con madera de castafio, se llevd a cabo un andlisis de componentes
principales (PCA) el cual fue aplicado a los datos de los compuestos fendlicos que
fueron significativos. Los componentes principales 1y 2 (PC1 y PC2) representaron el
86,6% de la varianza total explicada. Los compuestos que mostraron las mejores
correlaciones con cada componente principal se exponen en la Tabla 3.12, mientras
gue la distribucién de las muestras en el plano formado por PC1 y PC2 se muestra en
la Figura 3.8.

El componente principal 1 separé el vino control de los vinos envejecidos en
madera de castafio, debido a las menores concentraciones de antocianos monémeros
y a la mayor cantidad de acidos benzoicos que se detectaron en los vinos que habian
estado en contacto con la madera de castafio. Mientras tanto, el componente principal
2 se correlacioné principalmente con las cantidades de algunos piranoantocianos y
flavonoles. De esta forma, los vinos envejecidos con castafio durante seis meses se
concentraron, graficamente, en la region definida por el extremo negativo del eje que
representa al PC1 y el extremo positivo del eje que representa al PC2, diferenciandose

de aquellos vinos envejecidos durante un periodo de tiempo menor.
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Tabla 3.12. Resultado del andlisis de los Componentes Principales aplicados a los

compuestos fendlicos significativos del vino control y de los vinos envejecidos.

Componente % Variancia Coeficiente de
Principal Explicada Compuestos Correlacion
PC1 53,2 malvidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,99
peonidina-3-glucésido 0,99
malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido 0,98
petunidina-3-glucdsido 0,97
malvidina-3-glucdsido 0,97
delfinidina-3-glucésido 0,95
petunidina 3-(6"-cumaroil)-glucosido 0,93
acido elagico -0,93
peonidina 3-(6"-cumaroil)-glucésido 0,90
quercetina glucésido 0,89
cianidina-3-glucésido 0,87
petunidina 3-(6"-acetil)-glucésido 0,86
acido galico -0,85
PC2 33,4 peonidina 3-(6”-acetil)-glucésido 0,97
10-hidroxi-piranomalvidin-3-(6”-acetil)-glucosido 0,94
vitisina A 0,93
cianidina 3-(6"-acetil)-glucosido 0,93
miricetina 0,87
quercetina 0,85

Por otro lado, si bien el uso de virutas mostr6 algunas diferencias cuantitativas

en el contenido de compuestos fendlicos, el analisis de componentes principales no
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logro discriminar los vinos envejecidos con virutas de castafio de aquellos envejecidos

en barricas durante tres meses en base a este tipo de compuestos.

1,57 '
. b '
. :
1,0 L] '
o :
= — '
e - '
] '
E ' %*
‘T ; *
o '
b mTTTTTSmTmsssssssmoees
c '
@ '
g '
=9 o o!
E '
o :
D i
. * Yino contral
1,04 o ' A Virutas ce castafio
' C Barrica no tostada, 3 meses
. ® Barrica no tostada, 6 meses
L 1 O Barrica tostada, 3 meses
. B Barrica tostada, & meses
1,57 - '
T T i T T
=20 -1.0 0 1.0 20

Componente Principal 1

Figura 3.8. Distribucién de las muestras de vino control y de los vinos envejecidos con madera
de castafio en el plano definido por las componentes principales PC1 y PC2, con respecto a los
acidos hidroxicinamicos, acidos benzoicos, flavan-3-oles, flavonoles, antocianos y

piranoantocianos.

En resumen, los resultados de este estudio revelaron que el efecto del proceso
de tostado de la madera no tuvo mayor relevancia en la composicion fendlica final de
los vinos envejecidos con madera de castafio. Por el contrario, el efecto del tiempo fue
un pardmetro crucial en la composicion fendlica de los vinos envejecidos en barricas
de madera de castafio. Este hecho se puede atribuir no sélo a la evolucion y/o

transformacion lenta de los compuestos fendlicos del vino, sino también al proceso
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lento, pero continuado, de microoxigenacion sufrido a través de los poros de la madera

de castafio durante el periodo de envejecimiento.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los subproductos del esquisto pirobituminoso como alternativa al uso de
fertilizantes tradicionales en el abonado de vifiedos brasilefios. Estudio de la
composicién polifendlica, aromética e nitrogenada de los vinos.

» En ambas experiencias de abonado (con caliza de esquisto y caliza
convencional y con las distintas matrices MBR) se encontraron pocas
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras con distintos
tratamientos, considerando los datos globales de composicion quimica. Aunque
algunas muestras presentaron puntualmente valores superiores a los del vino
control estos resultados no se repitieron en las dos vendimias.

» En ambas experiencias de abonado se observé un efecto importante del afio
de vendimia, constatando que las condiciones climaticas condicionan
fuertemente la composicién quimica de la uva y del mosto y por lo tanto del
vino resultante. En el afio 2010 caracterizado por mas lluvias y por tanto menor
insolacion se observaron los efectos de una menor maduracion de la uva como
son: un menor contenido de compuestos fendélicos y de compuestos volatiles
(excepto de los compuestos de seis atomos de carbono).

» La influencia de factores ligados al suelo y las practicas culturales también se
han puesto de manifiesto a través de las diferencias encontradas entre los
vinos de la experiencia del abonado con caliza de esquisto y matrices MBR.
Dichas experiencias se realizaron en parcelas diferentes y utilizando distintos
sistemas de conduccion de las vifias, constatando que los vinos procedentes
de los tratamientos con matrices MBR tuvieron mayores concentraciones de
antocianos, aminoacidos y volatiles mayoritarios que los vinos de la experiencia
con caliza de esquisto.

» Se puede concluir que los tratamientos de abonado con las nuevas matrices

utilizando subproductos del esquisto pirobituminoso puede utilizarse como
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alternativa al abonado tradicional sin modificar negativamente la composicion

gquimica de los vinos procedente de las uvas tratadas.

Aprovechamiento de los subproductos de vinificaciobn para incrementar la
calidad de vinos blancos obtenidos de variedades neutras

» Los subproductos generados por la industria enoldgica (orujos), concretamente
los de vinificacion en blanco, son una importante fuente de aromas y
compuestos fendlicos.

» El importante incremento de compuestos furanicos producido durante el
secado en horno de los subproductos de vinificacion, junto con la disminucion
de terpenos y alcoholes y aldehidos de 6 atomos de carbono, pone en
evidencia el gran potencial de la liofilizacion para el secado de dichos
subproductos.

» La liofilizacibn no produjo ningdn cambio en las concentraciones de
compuestos fenodlicos de los orujos, lo que corrobora las ventajas de la
liofilizacion para obtener un producto desecado de similar calidad al original.
Esto es de especial interés en el caso de los orujos procedentes de uvas tintas,
debido a su alto contenido en compuestos fendlicos.

» La utilizacion de orujos de uvas blancas liofilizados para llevar a cabo
maceraciones prefermentativas en una vinificacion en blanco, permite
incrementar la calidad de los vinos obtenidos, no encontrandose diferencias

con los vinos macerados con orujos frescos.

Potencial enoldgico de la madera de castafio como alternativa a la madera de

roble tradicional. Estudio de la composicion fendlica, volatil y sensorial de los

vinos tintos.
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>

La madera de castafio resulto ser una excelente madera para llevar a cabo los
procesos de envejecimiento no solo debido a sus buenas propiedades
aromatizantes sino también a su adecuada composicién fendlica.

La microoxigenacion sufrida a través de los poros de la madera de castafio es
mayor que en el caso de la madera de roble, lo que parece estimular el
crecimiento microbiolégico y por tanto una mayor produccion de 4-etilguaiacol y
4-etil fenol. Por tanto se aconseja el empleo de la madera de castafio para
periodos de envejecimiento no muy largos.

Los vinos envejecidos en barricas de castafio tostado, principalmente durante
seis meses, fueron las mas apreciadas por los panelistas.

Contrariamente, los vinos envejecidos mediante el uso de las virutas de
castafio fueron los menos valorados debido a la gran acidez y notas descritas a
serrin que presentaron. Ademas, la variabilidad encontrada en la composicién
volatil de los vinos envejecidos por el uso de virutas puso de manifiesto la
desventaja de este método para la obtencién de un producto homogéneo.

El proceso de tostado de la madera de castafio no mostro ser un parametro
crucial en la composicion fendlica de los vinos, contrariamente al tiempo de
envejecimiento debido a la evolucion y/o transformacion lenta de los

compuestos fendlicos del vino.
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