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Resumen:

Los compuestos fendlicos tienen una gran importancia en las uvas. Su concentracién en
las uvas indica si tienen una mayor calidad. De ellos también depende la futura crianza
en barrica y envejecimiento en botella o que no pueda ocurrir. Durante la crianza, la
adiccion de O afecta al comportamiento de los compuestos fenolicos, cambiando su
estructura y cambiando las propiedades del futuro vino. Los objetivos de este trabajo
son buscar las diferencias en la composicion fenolica en muestras procedentes de
parcelas con distinto potencial vitivinicola y de distinto estado de madurez y estudiar los
cambios de la composicion fendlica durante una microoxigencion y en su ausencia. Los
resultados muestran que hay diferencias en la composicion fendlica en las parcelas de
alto y bajo potencial y que hay diferencias entre las muestras si se aplica la
microoxigenacion o se deja en anoxia.



Abstract:

Phenolic compounds have got a great importance in the grapes. Their concentration in
grapes shows if they have a higher quality. Phenolic compounds also depends the future
aging in barrel and in bottle or that process couldn’t happen. During aging, adding O
affects the behaviour of phenolic compounds, changing his structure and the properties
of the future wine. The aims of this project are: looking for the differences in the
phenolic composition in samples from plots with different vitivinicultural potential and
of different maturity stage and studying the changes of the phenolic composition during
a micro-oxidation and in its absence. The results show that there are differences in the
phenolic composition in the plots of high and low potential and that there are
differences between the samples if microoxigenation is applied or left in anoxia.
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1 Introduccion

La RAE define vino como la bebida alcohdlica que se hace del zumo de las uvas
exprimido y cocido naturalmente por la fermentacion. EI nombre vino proviene del latin
vinum, que se cree que puede proceder del griego oinos e incluso del sanscrito véna.

Debido a las condiciones edafocliméticas de nuestro pais, el sector vitivinicola es muy
importante a nivel econémico porque genera una gran riqueza y por la gran cantidad de
personas que viven de ello

Como reflejan datos de 2017, Espafia es el tercer productor mundial de vino, s6lo por
detras de Italia y Francia. ("Principales paises productores de vino en el mundo 2017 |
Ranking", n.d.)

Esta produccion tiene una consecuencia directa en la economia del pais ya que somos
los principales exportadores mundiales de vino. Sin embargo, el vino exportado tiene un
precio de venta muy bajo respecto otros paises como Francia o ltalia ("Radiografia del
sector del vino en Espafia - Blog Solunion”, 2018)

Con un mejor conocimiento tanto de las caracteristicas del producto de partida como de
los procesos de elaboracion, se podra incrementar la calidad del vino que se realice. Las
mejoras de los futuros vinos realizados tendran un impacto directo en el mercado: el
precio de venta sera mayor, aumentando los beneficios y, debido a una mejora de
nuestro producto, se puede llegar a otros mercados, aumentando las ventas y, por lo
tanto, obteniendo mas beneficios.



2.Compuestos fendlicos:

Los compuestos fendlicos son aquellas sustancias que contienen uno o mas anillos
aromaticos (benceno) y minimo un grupo hidroxilo (-OH). Si un hidrdgeno del benceno
es sustituido por un grupo hidroxilo se obtiene un fenol. ("Compuesto fendlico"”, n.d.)

Como se puede observar en el esquema 1, los compuestos fenolicos se clasifican en dos
grandes familias: no flavonoides (&cidos fendlicos y estilbenos) y flavonoides
(flavonoles, antocianos y flavanoles). La principal diferencia se encuentra en su
estructura:

- No flavonoides: Los compuestos fendlicos que no responden a la estructura
molecular flavanoidea (C6-C3-C6)

- Flavonoides: Compuestos con la estructura molecular flavonoidea (C6-C3-C6)

Amdos benzoicos

ACIdOS cindmicos

No flavonoides

<<

Compuestos |

fendlicos Flavonoles

Taninos
condensados

Esquema 1: Compuestos fenolicos.
No flavonoides

Acidos fendlicos

Se encuentran sobre todo en la pulpa pero también en la piel, en el raspén y en las
semillas. Los mas importantes son los &cidos benzoicos (Figura 1) e hidroxicindmicos
(Figura 2), cuya concentracion en el vino estad entre 100-200 mg/L en vinos tintos
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mientras que en blancos esta entre 10-20 mg/L. En la tabla 1 y la tabla 2 se recogen los
acidos fendlicos mas importantes que se encuentran en las uvas y en el vino. Son
incoloros, pero pueden oxidarse dando lugar a tonalidades amarillas/marrones. Estos
compuestos son muy importantes en la evolucion del color de los vinos blancos y de los
vinos tintos jovenes participando como copigmentos en el efecto de copigmentacion.

Desde un punto de vista organoléptico, no presentan un olor ni sabor
caracteristicos. (Ribéreau-Gayon, 2006)
R5 CO ,H
R4 2
R3
Figura 1. Acido benzoico.
Tabla 1. Acidos benzoicos presentes en la uva y en el vino.
Acidos R2 R3 R4 Rs
benzoicos
Acido p- H OH H
hidroxibenzoico
Acido H OH OH H

protocatéquico
Acido vainillico H OCH3 OH H

Acido galico H OH OH OH
Acido siringico H OCHs OH OCHs
Acido salicilico OH H H
Acido gentisico OH H OH

R5
\ COzH
R4 R2

3

Figura 2: Acido cinamico.




Tabla 2. Acidos cinamicos presentes en la uva y en el vino.

Acidos R2 R3 R4 Rs
cinamicos
Acido cafeico H OH OH H
Acido p- H H OH H
cumarico
Acido fertlico H OCHjs OH H
Acido H OCHjs OH OCHs
sinapinico

Estilbenos

Su estructura se corresponde con la Figura 3. Dentro de la familia, el mas
importante es el resveratrol. Se encuentra en los hollejos y se extrae durante la
fermentacion. Tiene una funcion biologica al proteger a la vid de ataques
bacterianos o fangicos. (Ribéreau-Gayon, 2006).

Figura 3: Estilbeno.

Flavonoides:
Flavonoles:

Son pigmentos de color amarillo, cuya estructura molecular se presenta en la
Figura 4, estan en los hollejos tanto en uvas blancas como en tintas. En las uvas,
se encuentran de forma glucosilada (1 molécula flavonoidea unida por un enlace
O-glucosidico a una molécula de glucosa). En la Tabla 3 estan presentes los
flavonoles que podemos encontrar en las uvas. Son responsables del color
amarillo en vinos blancos. En los vinos tintos, su principal utilidad es en la
participacion en la copigmentacion. (Ribéreau-Gayon, 2006; Blanco, 2013)



HO 0

OH
HO 0]

Figura 4: estructura de flavonol.

R1

Tabla 3: Flavonoles mas importantes encontrados en las uvas.

Flavonoles R1 R2
Kaempferol H H
Isoramnetina OCHs H
Laricitrina OCHs OH
Miricetina OH OH
Siringetina OCHs OCHjs
Quercetina OH H
Antocianos

Su principal caracteristica es que el oxigeno del heterociclo estd cargado
positivamente. Son los pigmentos de color rojo de las uvas tintas y responsables
del color rojo de los vinos tintos. Estan presentes en los hollejos, aunque
también se pueden encontrar en la pulpa en las variedades denominadas
tintéreas. Son mas estables en forma antocianinica que de forma
antocianidinica. Las antocianidinas se pueden encontrar de diferentes formas en

uvas y en el vino (Tabla 4) (Ribéreau-Gayon, 2006)

R1

Figura 5: Forma antocianinica.

Tabla 4: Diferentes antocianidinas presentes en las uvas y en el vino.

Figura 6: Forma antocianidinica.




Antocianidinas R1 R2
Petunidina OH OCH3
Peonidina OCHs H
Delfinidina OH OH
Malvidina OCHs OCHs
Cianidina OH H

Flavanoles

Todos los compuestos estan caracterizados por tener un esqueleto comdn
formado por dos anillos bencénicos y un anillo heterociclico, sin dobles enlaces,
que contiene oxigeno. Se pueden encontrar de forma monomérica, siendo los
mas abundantes en las uvas (+) catequina (Figura 7) y (-) epicatequina (Figura
8), de forma dimera, oligomérica (Formadas entre 3-10 moléculas de
flavanoles) y de forma polimérica, que son los taninos condensados o
proantocianidinas. Se encuentran en los hollejos y en las semillas. (Ribéreau-
Gayon, 2006; Blanco, 2013)

Los taninos condensados seran de gran importancia en el vino al formar
complejos estables con polisacaridos y con proteinas, pudiendo dar lugar a
precipitaciones. Estas transformaciones son de gran importancia en los vinos al
contribuir en el amargor y en la astringencia (Blanco, 2013). No participan
directamente en el color del vino pero ayudan en transformaciones quimicas
como copigmentos o en las que interaccionan entre ellos o con los antocianos
para formar nuevos pigmentos. (Ribéreau-Gayon, 2006)

R R
OH OH
HO O . »
] oy HO O o
OH "OH
OH OH
Figura 7: (+) catequina. (R=H) Figura 8: (-) epicatequina. (R=H)
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2.1 Evolucidén durante la maduracion de los compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos se encuentran en la uva como se indica en la figura 9.

_Z Peciolo (Raspones)

— —

Flavonoles =

Figura 9: Distribucion de los compuestos fendlicos en la uva (Zamora-Marin,
2013)

La cantidad de acidos fendlicos es alta antes del envero, disminuyendo a medida que la
uva va madurando.

Los antocianos aparecen en el envero aumentando su concentracion durante la madurez
hasta alcanzar un maximo al final de la madurez. Esta concentracion puede disminuir en
caso de sobremaduracion. (Glories,1999)

Sin embargo, los taninos siguen un comportamiento diferente: En los taninos presentes
en los hollejos, en el envero ya hay una cierta concentracion que va aumentando durante
la madurez hasta mantenerse su concentracion estable. Mientras, en las semillas, la
concentracion de taninos es mayor, disminuyendo durante la madurez.

Este comportamiento suele ser valido para todas las variedades y la mayoria de las
zonas viticolas, pero la concentracion maxima de antocianos y taninos presentes en la
uva varian en funcion de la zona, el clima del ultimo afio, la variedad de uva y las
técnicas de cultivo empleadas por el viticultor. (Martinez de Toda Fernandez, 2002)
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2.2. Reacciones de los compuestos fendlicos
2.2.1 Reacciones de polimerizacion de los taninos

2.3.1.1 Polimerizacién lineal

Esta basada en que los taninos son capaces de formar un carbocation en un
medio &cido y en ausencia de oxigeno. Este carbocation va reaccionando con
otros taninos presentes aumentando su tamafio (Figura 11). La
polimerizacion de los taninos ocurre mediante uniones Cs-Cg 0 Cs-Ce.
(Ribéreau-Gayon, 2006)

FiguralO:Ejemplo de una polimerizacion de taninos.

2.3.1.2 Polimerizacion cruzada

Se lleva a cabo con una molécula de acetaldehido, que en medio acido forma
un carbocation, reaccionando con una proantocianidina o flavanol. Se forma
la molécula bencil- alcohol, que en medio &cido es susceptible a la creacion
de otro carbocation que reaccione con otra molécula de flavanol o tanino
(Figura 11).

De esta reaccién se obtienen polimeros heterogéneos, (Ribéreau-Gayon,
2006)
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o] o]
+
H l* H_.._ ct P P———OH
—_— o
e S —— ~H Me~ H
Me
H*
H20
Y
H H H F||
e P’
. } . } i P = l L P_T+
Me Me Me Me

Figurall: Esquema de la polimerizacién cruzada de procianidinas (P).
2.2.2 Reacciones de taninos con proteinas y polisacaridos

Los taninos pueden formar complejos estables con proteinas y con polisacaridos.
Con las proteinas de la boca, forman complejos que llegan a precipitar causando una
disminucion de la astringencia y del cuerpo en el vino tinto.

Con los polisacéaridos, los complejos que se forman permanecen en disolucion
provocando una disminucion de la astringencia y del amargor, manteniendo el
cuerpo del vino tinto. (Ribéreau-Gayon, 2006) Estas reacciones dependen de
factores como pH, disolvente, temperatura. (Ribéreau-Gayon, 2006)

2.2.3 Reacciones de los antocianos
2.2.3.1 La copigmentacién

Se define copigmentacion a las asociaciones hidrofébicas que suceden en medio
acuoso entre antocianos monoméricos, en su forma cation flavilio (especie
antocianica coloreada) y un copigmento o cofactor de copigmentacion. Un
copigmento o factor de copigmentacion es un compuesto no coloreado que al unirse
a un antociano incrementa el color de la disolucién. Los mejores copigmentos son
los flavonoles, pero en las uvas y en los vinos éstos se encuentran en pequefias
cantidades. También pueden actuar como copigmentos 4acidos fendlicos,
aminoéacidos, nucleotidos o polisacaridos. (Hermosin, 2007)

Se forma un complejo de estequiometria 1:1, en el que la estructura plana de un
pigmento se une con la parte plana de un copigmento formando una especie de
"sandwich". Esta nueva molécula permanece unida mediante interacciones débiles
tipo m-t. (Hermosin, 2007)

2.2.3.2 Reacciones entre los antocianos y los taninos

14



Estan basadas en adiciones nucleofilicas donde los antocianos y los taninos pueden
actuar como elementos electréfilos o nucleéfilos. Hay tres tipos de reacciones que se
pueden dar:

2.2.3.2.1 Condensacion directa

Adiciones Antociano-Tanino (A*-T)

Se produce por un ataque nucleofilico de las posiciones Cs 0 Cg del flavanol
sobre la posicion electrofila C4 del cation flavilio de un antociano, formando un
compuesto incoloro. (Blanco, 2013). La presencia de oxigeno o un medio
oxidante hace que la molécula vuelva a tener el color rojo (A*-T). Aunque
alguna de estas moléculas han sido obtenidas por HPLC, su estructura quimica
no ha sido definida. (Ribéreau-Gayon,2006; Casassa & Catania, 2006)

Adiciones Tanino-Antociano (T*-A)

Los enlaces de las proantocianidinas (T-T) pueden romperse en medio &cido
formando carbocationes (T), que se unen a las posiciones Cs 0 Cg de la forma
carbinol de un antociano.

(Vidal et al., (2002) explica que estos carbocationes reaccionan con otras
proantocianidinas, formandose otras moléculas de proantocianidinas diferentes.

Este compuesto formado inicialmente es incoloro al contener base carbinol pero
cambia a tonos naranja-rojizo tras la deshidratacion.

Esta reaccion viene mejorada por la temperatura al poder formarse el
carbocation mas facilmente y se da en ausencia de oxigeno, justificando la
evolucion del color del vino en la botella o en depdsitos. (Ribéreau-Gayon,
2006)

2.2.3.2.2 Condensacion indirecta

Condensacion mediante puente de etilo

El etanal o acetaldehido es un compuesto natural del vino. Su origen puede ser
tanto microbiano al producirlo las levaduras durante la fermentacion alcohdlica
(Morata, Calderon, Gonzalez, GOmez-Cordovés & Suarez, 2007) como
oxidativo al producirse a partir de la oxidacién del etanol.

En medio &cido, el etanal forma un carbocation que reacciona con las zonas
negativas de los flavanoles (Cs 0 Cg). Esta estructura formada hara de electrofilo
al reaccionar con los antocianos en su forma hidratada. Se obtiene un compuesto
de color rojo-violaceo. (Ribéreau-Gayon, 2006)

La formacion de estos compuestos tiene lugar durante el envejecimiento. Esto se
manifiesta en que los vinos tintos van perdiendo su caracteristico color rojo,
15



cambiando su tonalidad de rojo-pdrpura hacia el rojo anaranjado. Por otra parte,
los efectos de la copigmentacion van desapareciendo a medida que el vino tinto
va envejeciendo, por lo que la evolucion y estabilizacion del color en el
envejecimiento esta relacionado con la formacién de los pigmentos poliméricos.
(Hermosin, 2007)

(Somers, 1968) definidé los pigmentos poliméricos como la combinacién de los
taninos de la piel y la semilla de las uvas con los antocianos monomeéricos de la
piel formados durante la crianza del vino. (Wollmann, N., & T. Hofmann. 2013)
también incluyen en la estructura de los pigmentos poliméricos otros metabolitos
como manoproteinas, polisacaridos, carbohidratos y acidos organicos.

2.3.3.3 Formacion de los piranoantocianos.

Los piranoantocianos son estructuras formadas por cicloadicion entre el Cs y el
grupo hidroxilo del Cs de un antociano con una molécula de bajo peso molecular
que tenga un doble enlace que permita la cicloadicion. Algunas de estas moléculas,
como el &cido piravico o el acetaldehido son metabolitos provenientes de las
levaduras durante la fermentacion. (Morata, Calderdn, Gonzélez, Gdmez-Cordoveés
& Suarez, 2007; Casassa & Catania, 2006) Mediante esta reaccion se forma un
nuevo anillo de pirano. (Morata, Calderdn, Gonzalez, Gomez-Cordovés & Suarez,
2007) La formacion de este anillo de pirano en el C4 del antociano provoca un
impedimento estérico que hace que los piranoantocianos sean mas estables a la
decoloracidon del SO, a los cambios de pH, a la oxidacion y a la temperatura que el
antociano de partida. (Casassa & Catania, 2006)

Estos compuestos se forman en la parte final de la fermentacion alcohdlica 'y en
etapas siguientes de crianza de los vinos.

Podemos destacar a las vitisinas como un tipo muy importante de piranoantocianos
presentes en el vino.

e Vitisina A: Formada por una cicloadicion de malvidina 3-glucésido con una
molécula de acido piravico, procedente de la fermentacion de las levaduras
(Figura 12) (Morata, Calderdn, Gonzalez, Gomez-Cordovés & Suéarez, 2007)

e Vitisina B: Formada por una cicloadicion de una molécula de acetaldehido

sobre malvidina 3-glucosido procedente de la fermentacion de las levaduras.
(Figura 13) (Morata, Calderdn, Gonzalez, Gomez-Cordovés & Suéarez, 2007)
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Figura 12: Vitisina A. Figura 13: Vitisina B.

Ademas, los antocianos también reaccionan con unidades de vinil-flavanol, que
proceden de la despolimerizacién de los flavanoles mediada por el acetaldehido o de la
hidrolisis de la condensacién antociano-etil-flavanol. También pueden hacerlo con los
vinilfenoles, que proceden de la descarboxilacion de los acidos hidroxicindamicos.
(Casassa & Catania, 2006)

2.3 Importancia de los compuestos fenolicos
2.3.1 En los seres humanos

Como indica (Ma et al., 2014), los compuestos fenolicos son beneficiosos en nuestra
salud al prevenir el envejecimiento, la obesidad, el cancer y diferentes enfermedades del
corazon.

Por ejemplo, al resveratrol y sus polimeros se les atribuyen propiedades
anticancerigenas y cardiosaludables. (Blanco, 2013). Incluso se han llegado a hacer
pruebas en animales con resultados aceptables en enfermedades relacionadas con el
cancer, Alzheimer, enfermedades cardiovasculares y pulmonares (Vicente, 2010)

También, se esté investigando que los taninos hidrolizables y condensados puedan tener
un gran impacto en el mundo de la medicina.

Dentro de los taninos hidrolizables, el compuesto mas estudiado es la pentagaloil
glucosa (PGG) (Figura 14), que tiene cierta actividad anticancerigena, antidiabética y
antioxidante. La actividad anticancerigena de la PGG se ha probado en cancer de
prostata y pulmon, disminuyendo el tamafio del tumor e impidiendo su crecimiento.
(Vazquez-Flores, Alvarez-Parrilla, Lopez-Diaz, Wall-Medrano & De la Rosa, 2012)
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Figura 14: Pentagaloil glucosa.

Los taninos condensados han sido mas estudiados debido a su actividad antioxidante al
inhibir la oxidacién de tejidos mejor que, como, por ejemplo, la vitamina C. El extracto
de semilla de uva tiene un efecto hipocolesterolemiante, disminuyendo la concentracién
de LDL (lipoproteinas de baja densidad) en plasma y aumentando las HDL
(lipoproteinas de alta densidad), conocidas como colesterol bueno. (Vazquez-Flores,
Alvarez-Parrilla, Lopez-Diaz, Wall-Medrano & De la Rosa, 2012)

También poseen actividad antibacteriana en infecciones urinarias y evitan riesgos de
enfermedades coronarias ("PROANTOCIANIDINAS en 1QB", 2014)

Recientemente, se ha descubierto que su ingesta puede ser beneficiosos contra
enfermedades relacionadas con la obesidad (Ibars et al., 2017)

2.3.2Enel vino

Los compuestos fenolicos de la uva influyen en la calidad del futuro vino, sobre todo
en el color, astringencia o amargor (De Freitas & Glories, 1999), en su posible crianza
en barrica y envejecimiento en botella (Blanco, 2013)

2.3.2.1 En el color

El color de un vino tinto es el resultado de diferentes reacciones que van ocurriendo,
siendo los antocianos monoméricos los responsables de ello. Durante la
fermentacion y, especialmente en la crianza el color va cambiando debido a la
copigmentacién y a los pigmentos poliméricos, respectivamente.

En los vinos tintos jovenes, los antocianos son los principales compuestos que

aportan el color. A pH muy é&cido, la especie predominante sera el cation
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flavilio(A™), de color rojo. A medida que aumenta el pH, A" se va transformando en
base quinona (AO) de color azul-violeta y ésta se puede transformar a base carbinol
(AOH), incoloro. Si se aumenta la temperatura, AOH puede transformarse en
calcona cis y trans. La calcona trans puede oxidarse para formar acidos fendlicos.
(Ribéreau-Gayon, 2006)

El equilibrio entre las distintas especies antocianicas es reversible excepto la
degradacion de la especie calcona que si ocurre, supondria la pérdida del color del
vino. (King, G.A.; Sweenney, J.C. Radford, T. Y Lacobucci, G.A. (1980) Como se ve
en la figura 15, en el pH del vino hay un equilibrio reversible entre A",AO Y AOH.
A pH més bajos, el vino tendra tonos mas rojizos mientras que al ir aumentando el
pH, el rojo ird desapareciendo predominando los tonos azules.

B Forma A* o cation
flavilio rajo

HO pH acido

Farma ADH o
e HeD : base carbinol
0-Ghecosa 50

O
/ 1
s H i H,O incolors
OH ‘ﬁv{‘ ' 0 .%' . -
Antociano decolorade il T e

por |'_||5,l::|_I Farma A0 o

base quincena

Widlated

pH alcaling

Figura 15: Formas que se encuentran los antocianos a diferente pH en el vino.

El cation flavilio da una especie incolora al unirse al anion bisulfito, que proviene
del SO, usado como agente antioxidante y antiséptico que se afiade al vino. Esta
reaccion se da en el Ca.

e Influencia de la copigmentacion:

Los antocianos son resistentes a la decoloracion por el SOz, contribuyendo a
la estabilizacion del color en los vinos tintos jovenes. (Mirabeu, Saucier,
Guerra & Glories, 1999)

e Formacion de los pigmentos poliméricos:

Los vinos tintos van perdiendo su caracteristico color rojo hacia tonos mas
anaranjados. (Hermosin, 2007)
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No presentar cambios en el pH del vino y que no se decoloran al usar
bisulfito. (Somers, 1968, 1971) Como consecuencia, el vino obtiene un color
quimicamente mas estable.

e Influencia de los piranoantocianos:

Se ha demostrado que estos compuestos contribuyen al color de los vinos
envejecidos ya que son mas estables a la decoloracion del SOz, a la oxidacién,
cambios de pH y a la temperatura que el antociano de partida. Tienen un
caracteristico tono rojo-anaranjado.

No estdn presentes en gran cantidad en los vinos, pero son muy estables
variando apenas su composicion durante el envejecimiento, contribuyendo en
gran medida al color de los vinos envejecidos (Casassa & Catania, 2006)

2.3.2.2 En la astringencia

En los vinos tintos, la astringencia se define como la sensacion en boca producida
por la precipitacion de las proteinas de la saliva con los taninos presentes en los
vinos. (Ma et al., 2014) (Revelette, Kennedy & Yacco, 2015)

Varios autores (Gawel,1998; Saenz-Navajas, Avizcuri, Ferreira, & Fernandez-
Zurbano, 2012) anotan que las proantocianidinas poliméricas son las principales
responsables de la astringencia que se unen a la prolina de la saliva por interacciones
hidrofobicas.

(Revelette, et al.,2015), dan una gran importancia a las antocianidinas porque en su
unién a los taninos en la formacién de los pigmentos poliméricos, estos productos
son menos astringentes.

2.3.2.3 En el amargor:

El amargor es una percepcion reconocida por las papilas gustativas de la lengua.
(Ma et al., 2014)

En los vinos tintos, se relaciona el amargor principalmente con los flavan-3-ols y
sus polimeros menores de tres unidades, aunque también puede venir dado por
flavonoles (Saenz-Navajas et al., 2010) y derivados de los acidos benzoicos e
hidroxicinamicos.

El amargor se reduce cuando el peso molecular del tanino condensado aumenta, a
diferencia de la astringencia.
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3 La microoxigenacion

Se sabe que el oxigeno es muy importante durante la vinificacion ya que los compuestos
fenolicos son compuestos reductores que intervienen en reacciones de 0xido-reduccién
y, ademads, participan en diferentes reacciones de condensacion, y polimerizacion.
(Sartini et al., 2007; Rivero-Peérez et al., 2008)

Sin embargo, una adiccion en exceso de Oz, provoca efectos negativos en el vino como
la oxidacion de los compuestos fendlicos, lo que conduce a pérdida de color, aumento
de notas oxidadas en el aroma o mayor astringencia (Ertan Anli & Algan Cavuldak,
2012; San Martin-Larrasoafia,2010)Por lo tanto, la adicion de O, tiene que ser
controlada, tal y como ocurre durante el envejecimiento en barricas donde ademés de un
proceso de extraccion ocurre un proceso de microoxigenacion de los vinos

La microoxigenacion es una técnica que empez6 a desarrollarse a mediados de la
década de los 90 en Francia, cuya finalidad es reproducir lo que ocurre en la crianza en
barrica. (Gomez-Plaza and Cano-L6pez, 2011)

Consiste en inyectar dosis pequeiias y controladas de O, para mejorar la calidad del
color y de los aromas de los vinos tintos (Gonzalez-del Pozo et al., 2010). Para ello, es
necesario un equipo especializado en regular las dosis de O» mediante un difusor
poroso. (Gémez-Plaza and Cano-Ldpez, 2011)

Las principales ventajas de su aplicacion en los vinos tintos son:

- Estabilizacion del color frente al ataque de SO2 en el pH del vino al formarse
unos compuestos nuevos y mas complejos, los pigmentos poliméricos, por
condensacion directa o por puentes de etilo entre los antocianos y los flavanoles.
(Sartini et al., 2007; Gomez-Plaza and Cano-LoOpez, 2011) y mediante
reacciones de cicloadicion para formar los piranoantocianos. (Picariello,
Gambuti, Picariello & Moio, 2017; Gdmez-Plaza and Cano-Ldpez, 2011)

- Reduce la astringencia ya que los taninos, moléculas responsables de la
astringencia, reaccionan con el acetaldehido mediante uniones C4-C8 y C4-C6,
polimerizando con los antocianos. (Gomez-Plaza and Cano-Lopez, 2011) (Ertan
Anli & Algan Cavuldak, 2012)

- Mejora en el aroma al reducir los aromas a reduccion y los olores vegetales,
aumentando las notas frutales.

La microoxigenacion se puede utilizar en cualquier momento de la elaboracion, aunque
depende del pardmetro que se quiera mejorar durante la vinificacion.

Generalmente, se aplica despuées de la fermentacion alcoholica (FOH) y antes de la
fermentacion malolactica (FML) y después de la FML.
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En el primer caso, ya que aumenta la produccion de acetaldehido tras la oxidacion del
etanol, consiguiendo un color més estable, eliminando las notas herbéceas. (San
Martin-Larrasoafa,2010) y en el segundo caso si se quiere disminuir la astringencia.
(San Martin-Larrasoaria,2010)
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4 Analisis de polifenoles

4.1 Medidas de los polifenoles totales

Los métodos mas importantes para medir los polifenoles totales son el indice de
polifenoles totales (IPT) y en el que se utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu.

4.1.1 Indice de polifenoles totales(IPT)

Esta técnica estd basada en que los anillos bencénicos de los compuestos fenolicos
presentan un maximo de absorbancia en longitudes de onda comprendidas entre 275-
280 nm. (San Martin-Larrasoafia,2010) (Duran O. & Trujillo N., 2008)

Las medidas se realizaron en un espectrofotometro UV, usando cubetas de cuarzo para
evitar las interferencias que puedan dar en ese rango del espectro las cubetas de plastico.
(Harbertson & Spayd, 2006)

4.1.2 Polifenoles totales (Indice de Folin-Ciocalteu)

Desarrollado por Singleton y Rossi, esta basado en el uso del reactivo de Folin-
Ciocalteu. El reactivo esta formado por la mezcla del acido fosfotungstico y del acido
fosfomolibdico. (San Martin-Larrasoafia,2010)

Esta reaccion esta basada en las propiedades de oxidacion- reduccién. Al afadir el
reactivo y posteriormente un medio bésico, los compuestos fendlicos se oxidan a
estructuras quinoideas mientras que el reactivo de Folin-Ciocalteu se reduce, ganando
un electrdn, pasando de un estado de oxidacion +6 a +5. La solucién pasa de un color
amarillo a tonos mas azulados. (Harbertson & Spayd, 2006) (Garcia-Martinez,
Fernandez-Segovia & Fuentes-Lopez, n.d.)

Previamente se debe hacer una recta patrén con concentraciones conocidas de acido
galico, expresando el resultado final en mg de acido galico/litro. (San Martin-
Larrasoaria,2010)

Para realizar este trabajo las medidas de los polifenoles totales se hicieron el método de
los IPT debido a la simplicidad del método y la disposicion tanto del material necesario
como del espectrofotometro.

4.2 Pigmentos poliméricos

El método més empleado es el de Harbertson. Consiste en la combinacion de
precipitacion de proteinas con el blanqueamiento con bisulfito para obtener con la ayuda
de un espectrofotometro los diferentes tipos de pigmentos polimeéricos que hay en el
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vino: pigmentos poliméricos grandes (LPP), que precipitan con las proteinas, los
pigmentos poliméricos pequefios (SPP), que no precipitan con las proteinas, asi como la
fraccion debida a los antocianos libres (MP). (Harbertson, Picciotto & Adams, 2003)

Los reactivos que se utilizan para este ensayo y las concentraciones de las disoluciones
se muestran en la tabla 5

Tabla 5. Composicion de los buffers usados en el método de Harbertson.

Nombre del buffer Descripcion

200 mM de &cido acético
Buffer 1 170 mM de cloruro de sodio

Ajuste de pH con NaOH hasta 4,9

200 mM de 4cido acético
Buffer 2 170 mM de cloruro de sodio
1 mg/mL de ovoalbumina

Ajuste de pH con NaOH hasta 4,9

12% de etanol
Vino sintético 5 g/L de &cido tartarico

Ajuste de pH con NaOH hasta 3,3

Reactivo decolorante 0,36 M de metabisulfito potasico

(Versari, Parpinello & Mattioli, 2007) describe otro método para calcular los LPP.
Para ello, el precipitado proteina-tanino obtenido tras el calculo de los SPP por el
método Harbertson se resuspende en 250 pL de un buffer de cloruro de sodio/acido
acetico, centrifugandose la muestra 1 minuto.

La solucidn lavada se descarta, afiadiendo después 875 pL de un buffer que contiene 5%
(v/v) de TEA(trietanolamina) y 5% (w/v) de SDS(dodecilsulfato de sodio). Se deja
reposar 10 minutos a temperatura ambiente y se toma el sobrenadante midiendo la
absorbancia a 510 nm.
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Recientemente, (Harbertson, Mireles & Yu, 2015) usaron urea para disociar el complejo
proteina-tanino en vez de SDS debido a su mayor solubilidad en agua vy, evitar los
problemas que da el SDS al aumentar los errores a la hora de hacer las medidas
volumétricas ya que se forman burbujas.

Para realizar este trabajo las medidas de pigmentos poliméricos se hicieron mediante el
método de Harberston.

4.3 Medidas de color
4.3.1 Intensidad colorante (IC)

Esta prueba esta basada en la medida a tres longitudes de onda diferentes: 420, 520 y
620 nm que corresponden a las longitudes que absorben los compuestos amarillos, rojos
y azules respectivamente presentes en el vino. (San Martin-Larrasoafia,2010) (Zamora,
2013)

4.3.2 Coordenadas de color. Espacio CIELAB

Es un método mas exacto que el propuesto anteriormente. Es el sistema maés utilizado
para especificar el color y fue establecido por la Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE). (Pérez-Magarifio, & Gonzélez-Sanjosé, 2003)

Las caracteristicas cromaticas de un vino estan definidas por las coordenadas cromaticas
que son la claridad (L*) (L* = 0 negro y L* = 100 incoloro), componente de color
rojo/verde (a*) (a*>0 rojo, a*<0 verde), componente de color amarillo/azul (b*) (b*>0
amarillo, b*<0 azul) (Figura 16) y por sus magnitudes derivadas que son la croma (C*)
y el tono (H*). (Pascualetti, Romano, Garcia & Manzano, n.d.)
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Blanco
*L*

Negro
Figural6:Representacion de las coordenadas CIELAB.
(http://sensing.konicaminolta.com.mx/2014/09/entendiendo-el-espacio-de-color-cie-
lab/)

Para realizar este trabajo las medidas de color se hicieron mediante el método de IC
debido a la simplicidad del método y la facilidad de tratar los datos posteriormente.
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5 Objetivos
Los objetivos a investigar durante este proyecto son:

e Evaluar la existencia de diferencias en la composicion fenolica en muestras
procedentes de parcelas con distinto potencial vitivinicola.

e Determinar la existencia de diferencias en la composicion fendlica de muestras
procedentes de distintos estados de madurez.

e Estudiar los cambios que la composicion fendlica puede experimentar en
presencia y ausencia de oxigeno .
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6 Material y métodos
6.1 Muestras

Las muestras proceden de diferentes parcelas de variedad de uva Moristel, en Barbastro,
Huesca.

Todos los tratamientos estadisticos de datos se hicieron usando XL-STAT. Se fijo el
intervalo de confianza al 95%. ANOVA de un factor se usG para comprobar la
homogeneidad de varianzas y la prueba de Fisher para la diferenciacion de las medias.

6.1.1 Mistelas

Las parcelas fueron seleccionadas segin la estimacion de los diferentes
potenciales del vifiedo al utilizar el Dyostem®: alto potencial y bajo potencial y
en distintos estados de maduracion: vegetal, fruta fresca, neutro y fruta madura.

Se elaboraron 8 tipos de mistelas:
Tabla 6:Fecha de la vendimia para realizar la vendimia.

FECHA ESTADO FENOLOGICO VINEDO

ALTO POTENCIAL
BAJO POTENCIAL
ALTO POTENCIAL
BAJO POTENCIAL
ALTO POTENCIAL
BAJO POTENCIAL
ALTO POTENCIAL
BAJO POTENCIAL

12/09/2016 VEGETAL
19/09/2016 FRUTA FRESCA
26/09/2016 NEUTRO

03/10/2016 FRUTA MADURA

6.1.1.1 Elaboracion de las Mistelas

Las mistelas se realizaron en garrafas de 5 litros partiendo de pasta de
uva despalillada y estrujada. A la pasta se afiadio 5g/HI de metabisulfito
potésico para intentar evitar la oxidacion y los procesos fermentativos. A
continuacion, se adiciond etanol, apto para el consumo humano hasta
Ilegar a un grado alcoholico de 15% (v/v).

La mezcla se dejo6 al abrigo del aire y de la luz, agitando diariamente para
facilitar la extraccion durante 7 dias. Pasada una semana, se separaron
por decantacion a baja temperatura la mistela de los sélidos. Los hollejos
se prensaron levemente, adicionando el liquido obtenido a la mistela.
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Transcurridos quince dias de la decantacion se hizo un trasiego y se
embotellaron las mistelas en botellas de 750 mL.

6.1.2 Obtencidén de fracciones fendlicas

Las fracciones se obtuvieron mediante cromatografia liquida preparativa. Este
método nos permite separar e identificar los compuestos en una mezcla liquida (el
vino en nuestro caso). Para ello se empaqueta una columna, que hara de fase
estacionaria tipo GPC (cromatografia de permeacion de gel), se le hace pasar fases
moviles de diferente composicion para obtener fracciones fendlicas diferentes
(http://www4.ujaen.es/~mjayora/docencia_archivos/Quimica%?20analitica%20ambi
ental/Tema6.pdf)

Una de las fracciones anteriormente obtenidas, la que contiene los compuestos de
bajo peso molecular, se fracciona mediante extraccion en fase sélida, obteniendo
tres fracciones fendlicas(flavanoles, flavonoles y antocianos) Se denomina
extraccion en fase sélida ya que el material de soporte es un sélido por el que pasa
un liquido.  (http://www.teknokroma.es/UserFiles/Filtracion/682.pdf) Se
acondiciona el cartucho con un eluyente, se carga la muestra, se lava para eliminar
interferencias, se seca para eliminar solvente y mejorar la extraccion, se eluye con
un solvente con una gran interaccion con el analito(Fase 1) y se concentran los
compuestos obtenidos tras la elucion. ("Extraccion en Fase Solida EFS-SPE",)

6.1.2.1 Preparacion de las fracciones

Este fraccionamiento se realizd siguiendo el método publicado por Saenz-
Navajas et al. (2017)

Para ello, se cogen 350 mL de vino y se lleva al rotavapor para eliminar el
etanol. La muestra se liofiliza en matraces redondos de 500 mL. El extracto
obtenido se redisuelve con 20 mL de solucion hidroalcoholica (12% etanol v/v).
Todo el volumen se inyecta en la columna empaquetada con gel Toyopearl, de
dimensiones (289mmx129mm).

Se obtuvieron dos fracciones diferentes:

- Fraccion 1 (F1) que se extrajo con un eluyente compuesto por
etanol/agua mili Q/ &cido formico en proporciones (55:44:1,
viviv). En esta fraccion estan los compuestos de bajo peso
molecular.

- Fraccion 2 (F2) que se extrajo con un eluyente compuesto por

acetona/agua mili Q en proporciones (60:40, v/v). En esta
fraccion se encuentran los compuestos de alto peso molecular.
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Las fracciones obtenidas se vuelven a llevar al rotavapor para eliminar los
eluyentes y al liofilizador.

F1 se redisuelve en 200 mL en una disolucion hidroalcohdlica (12% etanol
v/v) para someterla a una extraccion en fase solida. Se acondiciona el cartucho
al pasar 5 mL de metanol y 10 mL de una disolucion acuosa a pH 2,5 (La
solucion esta compuesta por 5 g/L de acido tartarico ajustada a pH 2,5 con
NaOH). Después de esto, se obtienen tres fracciones diferentes, que son:

- Fraccién 1.1 (F1.1): conseguida al eluir con 5 mL de dietiléter.

- Fraccion 1.2 (F1.2): conseguida al eluir con 5 mL de acetato de
etilo.

- Fraccion 1.3 (F1.3): conseguida al eluir con 10 mL de metanol.

Tras finalizar de eluir F1.3, se usaron 10 mL de acetonitrilo como disolvente
de preacondicionamiento para eliminar alguna impureza en el cartucho de
extraccion de fase solida. Se va repitiendo el sistema hasta extraer los 200 mL
de F1.

Se reunen los extractos en tres matraces diferentes para llevarlo al rotavapor y
después al liofilizador.

Tras liofilizar, estas muestras se redisuelven con 100 mL de una solucion
hidroalcoholica, cuya composicion es: 7% de etanol, 50 mg/L de SO, y 80
mg/L de &cido ascérbico. Para enrasar se utilizé agua mineral.

Las composiciones de las fracciones obtenidas se recogieron en la Tabla 7.
(Saenz-Navajas et al., 2017)

Tabla 7: Composicion de las diferentes fracciones obtenidas tras el
fraccionamiento.

Fracciones Compuestos fendlicos presentes.

F1.1yF1.2 Acidos hidroxicinamicos e hidrobenzoicos
y sus ésteres, monomeros y dimeros de
flavonoles y flavanoles.

F1.3 Antocianos, incluyendo MP, LPP y SPP.
F2 Flavanoles poliméricos que contienen al
menos tres unidades de flavanoles en su

estructura.
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Tabla 8: Muestras obtenidas tras el fraccionamiento.

MUESTRA MUESTRA

W-A W-D
F1+F2-A F1+F2-D

F1-A F1-D
F1.-A F1.-D
F2-A F2-D

F11+F12-A F11+F12-D
F13-A F13-D

F13+F2-A F13+F2-D

Tras el fraccionamiento, parte de las fracciones se mantuvieron por separado y parte
de estas fracciones fenodlicas, que pueden reaccionar entre si en presencia de
oxigeno, se mezclaron (Tabla 8). Todas las muestras fueron preparadas con un vino
sintético de caracteristicas similares al vino de partida fraccionado. Las muestras
etiquetadas con una D se les aplicd una microoxigenacién de 40 mg/L/mes de
oxigeno, guardandolas en la camara de anoxia y las muestras con una A se
mantuvieron en anoxia. Al paso de 4 meses, todas las muestras se sacaron de la
camara para realizar los analisis que se explicaran mas adelante.

31



7 Analisis quimicos

Antes de realizar los andlisis quimicos tanto en las mistelas como en las muestras de
microoxigenacion, estas se filtraron por un filtro de 0,22 nm.

7.1 Indice de polifenoles totales (IPT)

En un matraz aforado de 50 mL se afiade 1 mL de muestra, enrasando con agua
destilada. Las medidas se realizaron en un espectrofotometro UV-Vis a 280 nm
en cubetas de cuarzo de 1cm.

Previamente, se hizo un blanco usando agua destilada.
Para obtener el valor de IPT se multiplica la A2go por el factor de dilucion:

IPT=A250 X 50

7.2 Indice de color (IC)

En esta ocasion no hace falta hacer ninguna dilucion. Las muestras se adicionan
en cubetas de vidrio de 2 mm. Las medidas se hicieron en un espectrofotometro
UV-Vis, realizando un barrido entre 380-780 nm. Previamente, se hizo una linea
base con agua destilada.

Para obtener el valor de IC se usé la siguiente formula:

IC= (As20 + As20 + As20) X 1/paso Optico

—El paso optico es la longitud de la cubeta usada en centimetros. Al hacer la
cuenta, 1/0,2 nos da 5. Ese 5 es el factor por el que tendremos que multiplicar las
medidas para calcular el IC.

7.3 Pigmentos Polimeéricos

La determinacion de los pigmentos se realiza con el método propuesto por
Harbertson. Se basa en la realizacion de tres medidas diferentes que Ilamaremos
A, By C. Paraello, se usd un espectrofotometro a una longitud de onda fija de
520 nm. (Harbertson, Picciotto & Adams, 2003)

Medida A:

En una cubeta de plastico se afiaden 1 mL de disolucion y 2 mL de buffer 1.
Como blanco se uso buffer 1.
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Medida B:

En las cubetas usadas anteriormente se afiaden 160 uL del reactivo decolorante
esperando 10 minutos para poder medir. Como blanco se uso buffer 1.

Medida C:

En tubos Falcon, se afiade 2mL de buffer 2 y 1 mL de muestra y se dejan en
agitacion suave durante 15 minutos. Luego, se llevan a una centrifuga durante 15
minutos a 5000 rpm. Transcurrido el tiempo, se toman 2 mL del sobrenadante de
cada tubo llevandolo a cubetas de plastico y se afiaden 160 pL del reactivo
decolorante esperando 10 minutos para poder medir. Como blanco se uso buffer

1.

Caélculos: (Harbertson, Picciotto & Adams, 2003)

- Los pigmentos monoméricos (MP), se calcula como: (Medida A- medida

B) x10.

- Los pigmentos poliméricos pequefios (SPP), se calcula como: (Medida

C) x10

- Los pigmentos poliméricos grandes (LPP), se calcula como: (Medida B-

medida C) x10

—Este 10 proviene de la dilucion 1:10 que se hizo antes de realizar las medidas.

La composicion de los buffers usados es la siguiente:

Tabla 8: Composicion y concentracion de los buffers usados

Nombre del buffer

Descripcion

200 mM de &cido acético

Buffer 1 173 mM de cloruro de sodio
Ajuste de pH con NaOH concentrado hasta
4,9
202,6 mM de acido acético
Buffer 2 174,4 mM de cloruro de sodio

1,12 mg/mL de ovoalbimina
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Ajuste de pH con NaOH concentrado hasta
4,9

12% de etanol
Vino sintético 2,52 g de &cido tartarico

Ajuste de pH con NaOH concentrado hasta
3,3

Reactivo decolorante 0,3947 M de metabisulfito potasico

0,3706 M de metabisulfito potasico

Antes de hacer las medidas, se hicieron disoluciones en matraces de 10 mL
adicionando 1 mL de muestra y enrasando con el vino sintético realizado
anteriormente, cuya composicion se puede ver en la Tabla 8.

La disolucion de metabisulfito potasico debe realizarse el mismo dia que se
vayan a hacer las medidas.
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8 Resultados y Discusion
8.1 Mistelas

Las mistelas que se usaron para hacer los analisis de los compuestos fendlicos son las
mismas que se explican anteriormente en el punto 6.1.1.1

8.1.1 indice de Polifenoles Totales (IPT)

La tabla 9 muestra los diferentes valores de IPT para las mistelas obtenidas. Se
puede ver que las mistelas procedentes del vifiedo de alto potencial tienen los
valores de IPT mayores que las de bajo potencial, alcanzandose el valor maximo
en el Gltimo muestreo llamado "fruta madura”. En el caso de las mistelas
procedentes del vifiedo de bajo potencial, el valor maximo de IPT se alcanza en
el tercer punto de maduracion denominado neutro.

Tabla 9: Resultados de IPT en las mistelas.

MUESTRAS IPT DESV
Vegetal B.P 24,7 + 0,1
Vegetal A.P 217,37 + 0,03
F. Fresca B.P 26,92 + 0,13
F. Fresca A.P 30,50 + 0,09
Neutra B.P 29,67 + 0,10
Neutra A.P 26,57 + 0,03
Fruta Madura B.P 29,33 + 0,08
Fruta Madura A.P 34,82 + 0,03
Maximo A.P 34,82
Maximo B.P 24,7

Tabla 10: Anova realizado de los IPT para las mistelas de bajo potencial.

MUESTRA IPT
Vegetal B.P 24,650 d
F. Fresca B.P 26,917 c
Neutra B.P 29,667 a
F. Madura B.P 29,333 Db
Pr>F < 0,0001

Significativo Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)
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Grafico 1: Representacion de los IPT de las mistelas de bajo potencial.
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Variables dependientes

H Fruta MaduraB.P

M F. FrescaB.P

En el Gréfico 1 y la Tabla 11 se observan diferencias entre los diferentes puntos de
maduracion en los vifiedos de bajo potencial.

Tabla 11: Anova realizado de los IPT para las mistelas de alto potencial.

MUESTRA IPT
Vegetal A.P 27,367 C
F. Fresca A.P 30,500 b
Neutra A.P 26,567 d
F. Madura A.P 34,817 a
Pr>F < 0,0001

Significativo Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)
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Grafico 2: Representacion de los IPT de las mistelas de bajo potencial.
En el Grafico 2 y en la Tabla 11 se observan diferencias entre los diferentes puntos de
maduracion en los vifiedos de alto potencial.
8.1.2 indice de Color (IC)
La tabla 12 expone los valores de IC para cada una de las mistelas. Al igual que
en la tabla de IPT, se observa la tendencia de mayor IC en las muestras de alto

potencial respecto al de bajo potencial.

Tabla 12: Resultados de IC en las mistelas.

MUESTRA IC DES
Vegetal A.P 7,70 * 0,04
Vegetal B.P 5,13 + 0,03
Fruta Fresca A.P 7,683 + 0,004
Fruta Fresca B.P 5,50 + 0,04
Neutra A.P 7,518 + 0,025
Neutra B.P 6,68 + 0,00
Fruta Madura A.P 10,440 + 0,007
Fruta Madura B.P 7,801 + 0,018
Maximo A.P 10,44
Maximo B.P 7,801
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Tabla 13: Anova realizado del IC para las mistelas de bajo potencial.

MUESTRAS IC
Vegetal B.P | 5,125d
F. Fresca 5,495 c
B.P
Neutra B.P 6,675 b
F. Madura 7,803 a
B.P
Pr>F <0,0001

Significativo Si
Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)

Medias bajo potencial

A

IC

Variables dependientes
HBPFM HBPN HEPFF EBPV

Gréfico 3: Representacion del IC de las mistelas de bajo potencial.

Tras observar la Tabla 12 y el Gréfico 3, se ve un aumento del IC en bajo potencial a
medida que se incrementa la madurez de la uva.
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Tabla 14: Anova realizado del IC para las mistelas de alto potencial.

MUESTRA IC
Vegetal AP | 7,703 b
F. Fresca 7,683 b
A.P
Neutra A.P 7,518 ¢
F. Fresca 10,440 a
A.P
Pr>F < 0,0001
Significativo Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)

12

10

IC
)

.

o]

Medias alto potencial

HAPFM EAPN EAPFF EAPY

A
I B C C

Variables dependientes

Gréfico 4: Representacion de los IC de las mistelas de alto potencial.

Se puede ver en el grafico 4 un IC practicamente constante durante las tres primeras
semanas de maduracion, con un gran aumento en la ltima semana.

No se observan diferencias significativas en la parcela de alto potencial entre los puntos
de maduracién vegetal y fruta fresca

8.1.3 Pigmentos

Tabla 15 : Datos de los analisis de pigmentos.

MUESTRA

MP

SPP

LPP

LPP+SPP

VEGETAL B.P

0,325 +

0.17 £ 0.00

0.11 +0.00

0,28 + 0,00
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0,007
FRUTA FRESCA B.P 0,350 + 0.195 + 0.12+0.00 0,315+ 0,007
0,014 0.007
NEUTRA B.P 0,44 + 0,00 0.225 + 0.140 + 0.014 | 0,365 * 0,007
0.007
FRUTA MADURA 0,320 + 0.125 + 0,235 + 0,007
B.P 0,014 0.007 0.110 + 0.014
VEGETAL AP 0,605 + 0.265 + 0.160 + 0.014 | 0,425 + 0,007
0,007 0.007
FRUTA FRESCA A.P 0,480 + 0.245 + 0.200 + 0.014 | 0,445 £ 0,007
0,014 0.021
NEUTRO A.P 0,50 + 0,04 0.215+ 0.170 +£ 0.014 | 0,385+ 0,007
0.007
0,725 0.11+0.00 | 0,325+ 0,007
FRUTA MADURA 0,007
AP 0.215+
0.007
Maximo A.P 0,725 0,265 0,200 0.445
Maximo B.P 0,44 0,225 0,140 0,365

Para este caso dividiremos la discusion en tres puntos:
1. Comparacion de parcelas de bajo potencial:

Observando la Tabla 15, los MP van aumentando con el paso del tiempo de
maduracion menos en fruta madura que descienden.

Viendo la Tabla 16 y el Gréafico 5 no se ven diferencias significativas entre los
puntos de maduracion fruta fresca y vegetal y entre fruta fresca y fruta madura.

Al observar la tabla 15, los SPP van aumentando con el paso del tiempo de
maduracion

menos en fruta madura que descienden.

Viendo la Tabla 16 y el Gréfico 5, hay diferencias significativas entre todos los
estados de maduracion

Al observar la tabla 15, los LPP van aumentando con el paso del tiempo de
maduracion menos en fruta madura que descienden.

Viendo la Tabla 16 y el Grafico 5, el valor de p es mayor de 0,05. Por lo tanto,
no hay diferencias para los LPP en los diferentes estados de madurez.

En la Tabla 15 se ve que los valores de LPP+SPP van aumentando con el paso
del tiempo de maduracién menos en fruta madura que descienden.

Viendo la Tabla 16 y el Gréfico 5, hay diferencias significativas entre todos los
estados de maduracion
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2. Comparacion de parcelas de alto potencial:

Observando la Tabla 15, los MP bajan su valor entre el estado de madurez
vegetal a fruta fresca, siendo muy parecido en neutro y ascendiendo
notablemente en fruta madura.
Viendo la Tabla 17 y el Grafico 6, no hay diferencias entre los estados de
madurez fruta fresca y neutra.

Al observar la tabla 15, los SPP van descendiendo a medida que pasa el tiempo,
manteniéndose constante entre neutro y fruta madura.

Viendo la Tabla 17 y el Grafico 6, no hay diferencias significativas entre los
estados de madurez fruta fresca y vegetal ni entre fruta fresca, neutro y fruta
madura.

Al observar la tabla 15, los LPP aumentan de vegetal a fruta fresca,
disminuyendo al pasar a neutro, siguiendo bajando en fruta madura.

Viendo la Tabla 17 y el Gréafico 6, no hay diferencias entre el estado de madurez
fruta fresca y neutro y ni entre vegetal y neutro.

Al observar la tabla 15, los valores de LPP+SPP aumentan del estado de
madurez vegetal a fruta fresca, descendiendo en neutro y en fruta madura.
Viendo la Tabla 17 y el Gréafico 6, hay diferencias entre todos los estados de
madurez.

3. Comparacion entre las parcelas de bajo y alto potencial

Observando la Tabla 15, se ve que los MP de las mistelas realizadas a partir de
las uvas procedentes de vifiedos de alto potencial son mayores que los de bajo
potencial, lo que indica que son mistelas con un mayor contenido en antocianos
que las mistelas provenientes de parcelas de bajo potencial.

Como se ve en la Tabla 15, los SPP de las mistelas hechas a partir de las uvas
procedentes de vifiedos de alto potencial son mayores que los de bajo potencial
excepto en el punto de maduracion neutro, en el que el valor de bajo potencial es
superior.

En la Tabla 15 se ve que los LPP de las mistelas hechas a partir de las uvas
procedentes de vifiedos de bajo potencial son menores que los de alto potencial
excepto en fruta madura que son iguales.

En la Tabla 15 se ve que los valores de LPP+SPP de las mistelas realizadas a
partir de las uvas procedentes de vifiedos de bajo potencial son en todos los
casos menores que en alto potencial.
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Tabla 16: Datos de las medias y posterior agrupamiento de pigmentos
poliméricos de bajo potencial.

MUESTRA MP LPP SPP LPP+SPP
Vegetal B.P 0,325 bc 0,110 b 0,170 c 0,280 c
F.Fresca B.P 0,350 b 0,120 ab 0,195b 0,315b
Neutra B.P 0,440 a 0,140 a 0,225 a 0,365 a
F.Madura B.P 0,320 ¢ 0,110 b 0,125d 0,235d
Pr>F 0,001 0,107 0,000 0,000
Significativo Si No Si Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)

MP LPP SPP LPP+SPP
Variables dependientes

‘ WEPN WEPFF  MWMBPY  WBPFM ‘

Gréfico 5: Representacion de las medias de pigmentos poliméricos de bajo potencial.

Tabla 17: Datos de las medias y posterior agrupamiento de pigmentos
poliméricos de alto potencial.

MUESTRA MP LPP SPP LPP+SPP
Vegetal A.P 0,605 b 0,160 b 0,265 a 0,425 Db
F.Fresca AP | 0,480c 0,200 a 0,245 ab 0,445 a

Neutra A.P 0,495 c 0,170 ab 0,215Db 0,385¢

42




F. Madura 0,725a 0,110¢ 0,215b 0,325d
A.P
Pr>F 0,001 0,008 0,036 0,000
Significativo Si Si Si Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)

MP LPP SPP LPP+5SPP

Variables dependientes

‘ MAPFF EWAPYV MAPN IAPFM|

Gréfico 6 : Representacion de las medias de pigmentos poliméricos de alto potencial.
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8.2 Microoxigenacion

Las muestras que se usaron para la microoxigenacion son las descritas en el punto
6.1.2.1, nombradas igual que en la Tabla 8.

8.2.1 Indice de Polifenoles Totales (IPT)

Tabla 18: Datos de IPT para las muestras de microoxigenacion y anoxia

D: muestras microoxigenadas, A: muestras en anoxia

MUESTRA IPT
W-D 56,10 + 0,16
F1+F2 D 48,1+0,3
F1D 44,1 £0,7
FI1L D 20,51 + 0,05
F2.D 20,45 + 0,09
F11+F12 D 6,45+ 0,17
F13 D 14,25 £ 0,12
F13+F2 D 23,84 £ 0,16
W-A 66,3 £ 0,4
F1+F2_A 61,04 + 1,00
F1A 47,1£0,7
FIL_A 255+ 0,9
F2_A 17.9+05
F11+F12 A 6,44 £ 0,16
F13_A 180+0,5
F13+F2_A 36,54 £ 0,19

Observando el Grafico 7 y la Tabla 18, se ve un mayor valor de IPT en aquellas
muestras que han permanecido en anoxia exceptuando la muestra F11+F12, que
se mantiene muy similar y en F2, donde el valor de IPT de la muestra

microoxigenada es mayor que la que estuvo en anoxia.
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Gréfico 7: Representacion de los IPT de las muestras mantenidas en condiciones de

microoxigenacion y de anoxia.

Tabla 19: Datos de las medias y agrupamiento de las muestras de
microoxigenacion y de anoxia.

MUESTRA IPT

W-A 66.325a
FI+F2 A 61.038b
W-D 56.100 ¢

F1+F2 D  48.113d
F1 A 47.100 e
F1 D 44,138 f
F13+F2 A 36.538¢
FIL_A 25.525 h
F13+F2 D 23.8381i
FIL_D 20.513j
F2.D 20.450
F13_A 17.950 k
F2_ A 17.913 k
F13 D 14.250 |
F11+F12 D  6.450m
F11+4F12_ A 6.438 m
Pr>F <0,0001
Significativo Si
Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)
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Como se ve en la tabla 20, sélo en F11+F12 no hay diferencias significativas si se
mantiene en anoxia o se afiade oxigeno. Para el resto de muestras si se ven
cambios en la composicion polifenolica.

La muestra W se corresponde con el vino real sin fraccionar, y es la que mayor
cantidad de IPT. La muestra con los IPT mé&s bajos respecto al vino real se
corresponde con F11+F12, mientras que la muestra que ha sufrido un menor
cambio respecto al vino de partida ha sido F1+F2.

8.2.2 Indice de Color (IC)

Tabla 20: Resultados de IC de las muestras de

microoxigenacion y de anoxia.

MUESTRA IC
W-A 11,07 + 0,05
F1+F2 A | 10,638 + 0,025
F1 A 9,888 + 0,005
FIL_A 7,54 +0,13
F2 A 1,36 + 0,03
F11+F12 A | 0,25+ 0,04
F13_A 6,27 + 0,03
F13+F2 A 7,98 + 0,04
W-D 8,91+ 0,11
F1+F2 D 7,08 + 0,09
F1 D 8,219 + 0,023
FIL D 5,67 + 0,03
F2 D 2,85+ 0,12
F11+F12 D | 0,805 + 0,022
F13 D 5,043 + 0,019
F13+F2 D 4,88 + 0,06
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Gréfico 8: Representacion de IC de las muestras mantenidas en condiciones de
microoxigenacion y de anoxia.

El comportamiento que siguen las muestras es muy similar respecto al Gréfico 7,
Hay un aumento de color en las muestras F11+F12 y F2 que han estado en
presencia de oxigeno porque hay un aumento de la absorbancia a 420 nm debido
a la polimerizacion de flavanoles y taninos, incrementando el color amarillo.
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Tabla 21: Datos de las medias y agrupamiento de las muestras de microoxigenacion y

de anoxia.
MUESTRA IC
W-A 11.073 a
F1+F2 A 10.638 b
F1 A 9.887 ¢
W-D 8.909 d
F1 D 8.219¢

F13+F2 A 7.983f
FIL_A 7.536 ¢
FI+F2 D  7.080h

F13_A 6.270 |
FIL D 5.669 |
F13 D 5,043 k
FI3+F2. D 48751
F2 D 2.851 m
F2_A 1.361n

F11+F12 D 0.8050
F11+F12_ A 0.252p
Pr>F <0,0001
Significativo Si
Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)

Como se puede ver en la tabla 21, hay diferencias significativas entre las
muestras que han permanecido en anoxia y las que han sufrido una
microoxigenacion.

Viendo la Tabla 20 y el Gréafico 8, W, que es la muestra del vino real es la que
tiene un mayor valor de IC. El menor cambio de IC en las muestras que han
estado en anoxia corresponde a F1+F2, mientras que en las muestras que han
sufrido una microoxigenacion Fles la que ha sufrido un menor cambio.

La muestra que menor valor de IC tiene tanto para aquellas que han estado en
anoxia como para las que han estado en contacto con el oxigeno ha sido
F11+F12.
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8.2.3 Pigmentos:

Tabla 22: Resultados de pigmentos polimeéricos de las muestras de

microoxigenacion y de anoxia.

MUESTRA MP LPP SPP LPP+SPP
W-A 0,77+ 0,02 0,853+
0,42+ 0,03 | 0,44+ 0,03 0,013
F1+F2 A 0,73+ 0,05 0,398+ 0,82+ 0,06
- 0,42+ 0,05 0,015
F1 A 0,69+ 0,04 0,315+ 0,445+ 0,760+
B 0,013 0,006 0,018
FIL A 0,51 0,04 0,178+ 0,313+ 0,490+
h 0,005 0,021 0,018
F2 A 0,083+ 0,019 0,030+ 0,145+
- 0,12+ 0,03 0,008 0,024
F11+F12 A | 0,000+ 0,008 0,010+ 0,025+ 0,035+
- 0,016 0,017 0,006
F13 A 0,508+ 0,013 0,135+ 0,278+ 0,413+
B 0,006 0,022 0,021
F13+F2 A | 0,63+0,05 0,585+
B 0,30+ 0,04 | 0,29+ 0,03 0,006
W-D 0,500+ 0,018 0,400+ 0,758+
0,022 0,36+ 0,01 0,021
F1+F2 D 0,39+ 0,03 0,260+ 0,58+ 0,03
B 0,32+ 0,03 0,008
F1 D 0,470+ 0,016 0,348+ 0,680+
a 0,013 0,33+ 0,01 0,012
FIL D 0,368+ 0,015 0,210+ 0,41+ 0,01
- 0,20+ 0,01 0,008
F2 D 0,133+ 0,021 0,585+ 0,028+ 0,613+
- 0,021 0,005 0,025
F11+F12 D | 0,058+ 0,015 0,013+ 0,033+ 0,045+
h 0,015 0,005 0,013
F13 D 0,358+ 0,005 0,185+ 0,175+ 0,36+ 0,00
0,006 0,006
F13+F2 D | 0,333+0,019 0,260+ 0,135+ 0,40+ 0,01
B 0,018 0,017
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Tabla 23: Datos de las medias y agrupamiento de las muestras de Mox.
MUESTRA MP LPP SPP LPP+SPP
W-A 0.770 a 0.415b 0.438 a 0.853 a

F1+F2_A 0.730 b 0.423 Db 0.398 b 0.820 b

F1_A 0.688 c 0.315d 0.445 a 0.760 c
W-D 0.500 ef 0.400 b 0.358 ¢ 0.758 ¢
F1_D 0.470 f 0.348 c 0.333d 0.680d

F13+F2_A  0.628d 0.295d 0.290ef  0.585 ef

FI+F2 D  0.393¢ 0318cd 0260g  0578f

FIL_A 0.513e 0.178 f 0.313de 0.490¢g
F2_D 0.1331i 0.585a 0.027 k 0.613e
F13_A 0.508 ef 0.135¢ 0.278fg  0.413h
F1L_D 0.368 gh 0.203 f 0.210h 0.413 h

F13+F2_D 0.333 h 0.260 e 0.135] 0.395h

F13 D 0358gh  0.185f  0.175i  0.360
F2_A 0.082 j 0115g 0030k  0.145]
F11+F12. D 0.057] 0.013h 0033k  0.045k

F11+F12_ A  0.000 k 0.010h 0.025 k 0.035 k
Pr>F < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Significativo Si Si Si Si

Letras diferentes indican que hay diferencia con (p< 0,05)
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Graéfico 9: Representacion de MP de las muestras de microoxigenacion y de anoxia.

En el Gréafico 9 se puede ver que quitando en F2 y en F11+F12, la cantidad de
pigmentos monoméricos es mayor en las muestras que han permanecido en
anoxia. Este resultado es similar al visto en los gréaficos de IPT y de IC.

Observando la Tabla 23, se ve que para los MP hay diferencias significativas entre
las muestras que han estado en anoxia frente a las que han sufrido una
microoxigenacion.

LPP
0,7
0,6
0,5

0,4

0,:

0,2

II il
0 I I

F1+F2 2 F11+F12 13 F13+F2

W

mA mD

Graéfico 10: Representacion de LPP para las muestras de microoxigenacion y de

anoxia.
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Observando el Grafico 10 y la Tabla 22, se ve que el valor de LPP en las muestras
F1, F1,, F2, F11+F12 Y F13 es mayor en las muestras que han sufrido una
microoxigenacion frente a las que han estado en anoxia.

Viendo la Tabla 23, se ve que hay diferencias entre las muestras que han estado en
anoxia frente a las que han sufrido una microoxigenacién, excepto para las
muestras W, F1. y F11+F12 donde no hay diferencias.

Siendo W el vino real sin fraccionar, analizando la Tabla 22 se ve que en anoxia
junto a la muestra F1+F2 son las que tienen un valor de LPP mientras que en las
muestras que han sufrido microoxigenacién, el valor méas alto de LPP es el
correspondiente a la muestra F2. Esto es debido a que esta muestra esta compuesta
por los flavanoles poliméricos, que en presencia de oxigeno sufren reacciones de
polimerizacion.

SPP
0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1 I
0,05

0 mE ol
W F1+F2 F1 F1L F2 F11+F12 F13 F13+F2
mA mD

Gréfico 11: Representacion de los datos de SPP de las muestras de microoxigenacion y
de anoxia.

Viendo el Gréfico 11, lo primero que se observa es que la cantidad de SPP es
superior en las muestras que han estado en anoxia, excepto en F11+F12 donde el
aumento es muy leve, respecto a las que se les adiciond oxigeno.

Tras ver la Tabla 23, se observan diferencias significativas entre las muestras que
han estado en anoxia frente a las que han sufrido una microoxigenacion, excepto
entre las muestras F2 y F11+F12.

Siendo W el vino real sin fraccionar, observando la Tabla 22 y el Grafico 11 se ve
gue para las muestras que han estado en anoxia el maximo valor de SPP
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corresponde con la muestra F1 mientras que en las muestras que han estado en
presencia de oxigeno, la muestra W es la que tiene un mayor valor de SPP.

El menor valor de SPP para las muestras que han estado en anoxia es la muestra
F11+F12 mientras que para las muestras que han sufrido microoxigenacion el
valor mas bajo es el de la muestra F2.

LPP+SPP

0,9
0.8
0,7
0.6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

W F1+F2 F1 F1L F2 F11+F12 F13 F13+F2

HA ED

Gréfico 12: Representacion de LPP+SPP de las muestras de Mox.

Observando el Gréafico 12 se llega a la conclusion que excepto en F2 y en
F11+F12, la suma de LPP+SPP es mayor en las muestras que se guardaron en
anoxia.

Tras ver la Tabla 23, se ve que hay diferencias entre las muestras que
permanecieron en anoxia frente a las que han estado en presencia de oxigeno,
excepto en la muestra F11+F12, donde no se vieron diferencias.

Siendo W el vino real sin fraccionar, viendo el Gréafico 12 y la Tabla 22 se
observa que para la muestra W el valor de la suma de LPP+SPP es el méas alto
tanto en las muestras de anoxia como en las que ha habido una microoxigenacion.
El valor que menos varia respecto al vino de partida es la muestra F1+F2 en
anoxia mientras que la muestra F1 al trabajar en la microoxigenacion.

Sin embargo, la muestra en la que mas variacion hay tanto al trabajar en anoxia
como en microoxigenacion es F11+F12.

53



9 Conclusiones

e En la mayoria de los pardmetros determinados en este estudio y relacionados con
la composicion fenolica, existen diferencias significativas entre las mistelas
provenientes de parcelas de alto potencial respecto a los de bajo potencial
vitivinicola.

e Las muestras procedentes de los ultimos muestreos en ambas parcelas son las
que mostraron un mayor indice de color (IC)

e De acuerdo con la informacion obtenida de los analisis realizados, la parcela de
alto potencial, seria mas adecuada realizar la vendimia en el 4° punto de
madurez (punto de madurez denominado Fruta madura) mientras que en la
parcela de bajo potencial podria ser vendimiada en el 3% muestreo realizado
punto de madurez denominado Neutro)

e El aporte de oxigeno provoca una disminucion de los pigmentos procedentes de
la uva (MP) que las muestras mantenidas en anoxia.

e Respecto a los pigmentos poliméricos, se pueden diferenciar los pigmentos
poliméricos pequefios (SPP) presentes en menor cantidad en las muestras.
microoxigenadas y los pigmentos poliméricos grandes (LPP) en concentraciones
muy similares en las muestras microoxigenadas y en las muestras de anoxia.

e Se confirma la formacion de Pigmentos tanto en anoxia como en condiciones de
microoxigenacion.
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