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RESUMEN

El anhidrido sulfuroso (SO3) ha sido utilizado en la elaboracién de vinos desde tiempos
remotos como antiséptico y antioxidante. Dado que esta adicidon puede provocar efectos
adversos para la salud de personas sensibles, en los ultimos afios se ha contemplado la
necesidad de prescindir o sustituir el SO, durante la vinificacion. Aunque es conocido
que la adicion de SO; tiene efectos sobre algunas caracteristicas del vino, como el color,
no se conoce exactamente cédmo afecta a los distintos compuestos fendlicos. El objetivo
de este trabajo fue estudiar los efectos de la adicion de SO; sobre la composicidon
fendlica de vinos de la variedad Tempranillo. Para ello, en una bodega perteneciente a
la D.O.Ca. Rioja, se elaboraron dos tipos de vino que se diferenciaban Unicamente en la
adicion de SO,. Los vinos se analizaron tras la maceracion post-fermentativa y antes de
realizar la fermentacion malolactica.

Entre los parametros enoldgicos analizados, la adicién de SO; produjo un pequeiio
incremento de la acidez volatil, mientras que disminuyeron los parametros relacionados
con el color del vino, como el indice de color, y los compuestos fendlicos globales. El pH
y el grado alcohdlico no se vieron modificados. En cuanto a la composicidn fendlica, la
adicion de SOz no indujo cambios cualitativos, aunque si grandes cambios cuantitativos.
Asi, en ambos vinos se identificaron los mismos compuestos fendlicos: 9 flavonoles, 6
flavanoles, 2 estilbenos, 5 acidos fendlicos y 15 antocianos. Sin embargo, el vino
sin SO, tenia mayor cantidad de la mayoria de los grupos fendlicos: antocianos,
estilbenos, acidos fendlicos y flavanoles. Unicamente los flavonoles no mostraron
diferencias entre los dos tratamientos. En cuanto a los compuestos individuales, todos
los flavanoles, estilbenos y acidos fendlicos mostraron valores mas altos en el vino
sin SO,. Entre los flavonoles la respuesta fue dispar: mientras que las miricetinas, a
excepcion de la aglicona, no cambiaron entre tratamientos, las quercetinas estaban mas
concentradas en el vino con SO, y el resto de flavonoles lo estaba en el vino sin SO,.
Aproximadamente la mitad de los antocianos mostraron cambios significativos entre
tratamientos, siempre con mayores concentraciones en el vino sin SO;. Entre los
antocianos mas afectados por el SO, se encontraban las tres peonidinas, mientras que
ninguna de las cianidinas cambié significativamente.

En conclusion, la adicion de SO, produjo importantes cambios tanto en los compuestos
fendlicos directamente responsables del color como en aquellos implicados en la
copigmentacion. Estos cambios podrian tener gran trascendencia en el color y la
estabilidad de los vinos, por lo que seria interesante profundizar en este estudio
analizando el vino en etapas posteriores de elaboracién, para tener una mejor
comprension de los efectos a lo largo de la vida del vino.
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ABSTRACT

Sulphur dioxide (SO3) has been used as antiseptic and antioxidant in wine elaboration
for a long time. This addition can cause adverse effects in the health of sensitive people.
Thus, the possibility of replacing or eliminating SO in winemaking has been considered
in the last years. Even though SO, addition is known to have effects on some wine
features, like colour, it is unknown how SO, exactly affects the differents phenolic
compounds. Therefore, the aim of this work was to analyse the effects of SO, addition
on the phenolic composition of wines elaborated with the variety “Tempranillo”. For this
aim, we made two types of wine with only one difference between them, the addition
of SO,, in a cellar of the Rioja Qualified Denomination of Origin. Both wines were
analysed after the post-fermentative maceration and before the malolactic
fermentation.

Among the oenological parameters analysed, SO, addition caused a small increase of
volatile acidity, whereas the parameters related to wine colour, such as the colour index,
and the total phenolic compounds, decreased. Alcoholic grade and pH did not show any
change. Regarding phenolic composition, SO; addition did not induce qualitative but
great quantitative changes. Hence, the same phenolic compounds were identified in
both wines: 9 flavonols, 6 flavanols, 2 stilbenes, 5 phenolic acids and 15 anthocyanins.
Nevertheless, the wine without SO, had greater amounts of most phenolic groups:
anthocyanins, stilbenes, phenolic acids and flavanols. Only flavonols did not show any
difference between both treatments. Regarding individual compounds, all the flavanols,
stilbenes and phenolic acids showed higher values in the wine without SO,. Among
flavonols, responses were diverse: while myricetins, with the exception of the aglycone,
did not change between treatments, quercetins were more concentrated in the wine
with SO;, and the remaining flavonols in the wine without SO,. Around a half of
anthocyanins showed significant changes between treatments, always with higher
concentration in the wine without SO;. The three peonidins were among the
anthocyanins most affected by SO,, while no cyanidin changed significantly.

In conclusion, SO, addition caused important changes in both the phenolic compounds
directly responsible for wine colour and those involved in copigmentation. These
changes could have great importance in the colour and stability of wines, and thus it
would be interesting to study in depth the characteristics of wine in later stages of
elaboration, in order to have a better understanding of the effects along wine life.
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INTRODUCCION

Vitis vinifera cv. Tempranillo

Tempranillo es una variedad de uva originaria de la zona limitrofe entre La Rioja y
Burgos. Esta variedad se ha extendido siguiendo la ruta de los monasterios cistercienses
por toda Espafia, llegando asi a Madrid, Valdepeiias, Catalufia, Extremadura y toda la
ribera del rio Duero. Es una variedad que necesita una zona relativamente fresca, ya
gue, en zonas cdlidas tiene un problema de escasa acidez debido a la absorcion elevada
de potasio. Como consecuencia de esto, aumenta el pH.

Con respecto a su morfologia, Tempranillo es una variedad con hoja de tamafio grande
de color verde tirando a oscuro y con el peciolo de tamafo grande también (Figura 1).
Esta hoja tiene el limbo largo con los 5 I6bulos muy marcados, ademas, su seno peciolar
es cerrado en forma de U. Esta variedad presenta lanas abundantes en el envés de la
hoja.

W ot T T
Figura 1: Hoja de Vitis vinifera cv. Tempranillo.

Con respecto al racimo, cabe destacar que tiene un tamafio mediano tirando a grande y
un elevado grado de compacidad. Las bayas tienen un tamafio mediano, son esféricas y
poseen un color negro azulado (Figura 2).
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Figura 2: Racimo de Vitis vinifera cv. Tempranillo.

Tempranillo es la variedad tinta con mayor numero de hectdreas en la Peninsula Ibérica,
en Espafia y en la Denominacion de Origen Calificada Rioja (DOCa Rioja). (Martinez De
Toda et al., 2012). En 1990 habia alrededor de 45.000 hectareas, pero con el paso de los
afos la superficie de esta variedad ha ido aumentando, alcanzando en el aifio 2009 una
superficie cultivada aproximadamente de 214.000 hectdreas. Esta variedad, se
encuentra repartida en 16 Comunidades Autonomas (CCAA), siendo las principales
productoras: Castilla La-Mancha con un 36%, Castillay Ledn con un 17%, La Rioja con un
16%, Pais Vasco con un 6% y Navarra con un 5%.

Esta variedad produce vinos tintos de colores intensos con un grado alcohdlico medio
de 14,5° y una acidez de aproximadamente 5,5 g/l. Da lugar a vinos jovenes muy
aromaticos, tanto en elaboracién normal como en maceracién carbdnica. En DOCa Rioja
abundan los vinos jovenes elaborados con Tempranillo en maceracién carbdnica v,
ademas, también son caracteristicos de esta zona los vinos destinados a crianza en
barrica elaborados en su mayor parte con Tempranillo, pero realizando “coupages”
junto con Mazuelo y Graciano.

Efecto de la adicidn de sulfuroso en la composicion fenélica del vino.



Compuestos fendlicos

Con respecto a su estructura quimica, los compuestos fendlicos estan constituidos por
un anillo bencénico unido, al menos, a un grupo funcional hidroxilo. Estos compuestos
se dividen en dos grupos: flavonoides y no flavonoides. Los compuestos fendlicos no
flavonoides se caracterizan por poseer un uUnico anillo de 6 carbonos (C6). Estos
compuestos, a su vez, se clasifican en acidos fendlicos (benzoicos y cindmicos) y
estilbenos. Por otro lado, los compuestos fendlicos flavonoides se caracterizan por
presentar dos anillos de 6 carbonos unidos a un heterociclo central de 3 carbonos (C6-
C3-C6). En este grupo podemos encontrar; flavonoles, flavanoles, flavanonoles y
antocianos (Tabla 1).

NO FLAVONOIDES

ACIDOS FENOLICOS ESTILBENOS

OH
O O
N

HO.
ey >

OH

FLAVONOIDES

FLAVONOLES FLAVANOLES FLAVANONOLES ANTOCIANOS

oH OH
OH OH
(0] ®
HO. O HO o
g OH O x OH
=
OH OH OH
OH

Tabla 1: Clasificacidn de los principales grupos de compuestos fendlicos en Vitis vinifera.

Los compuestos fendlicos son un producto del metabolismo secundario de las plantas.
En las plantas tienen diversas funciones, como la proteccion frente a la radiacion
ultravioleta o su cardacter antioxidante, que protege a otros componentes de la planta
susceptibles de ser oxidados, como los lipidos de membrana (Taiz y Zeiger, 2006).

El contenido en compuestos fendlicos en la vid depende tanto de la variedad de uva y el
rendimiento de la cosecha, como de las condiciones edafoclimaticas y técnicas
culturales aplicadas al vinedo (Chamkha et al., 2003). La importancia de los compuestos
fendlicos en la enologia se halla en su implicacién en la calidad del vino. Su papel es
especialmente importante cuando el destino del vino es la crianza en barrica, ya que la
capacidad de envejecimiento de los vinos estd relacionada en gran medida con su
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composicion fendlica. Son responsables del color rojo, del color amarillo y del gusto
amargo, asi como de la astringencia y del cuerpo del vino (Ribéreau-Gayon et al., 2003).
Ademas, los compuestos fendlicos son de gran interés para la salud humana, por sus
propiedades antioxidantes y cardioprotectoras (Calabriso et al., 2016).

El anhidrido sulfuroso y su empleo en la enologia.

Llamamos sulfito a un compuesto quimico formado por dos moléculas de oxigeno y una
de azufre, también denominado diéxido de azufre, cuya férmula molecular es SO,.

El anhidrido sulfuroso o diéxido de azufre (SO3) es un gas producido por la combustion
del azufre en el aire, siendo conocido desde muy antiguo como desinfectante de locales,
y utilizado por los romanos en la higienizacién de las bodegas y los envases vinarios. Sus
propiedades como conservante de los vinos fueron también conocidas durante siglos,
pero su utilizacién en las operaciones prefermentativas de las vendimias es bastante
mas reciente, remontandose a finales del siglo XIX. (Hidalgo Togores, 2011).

El anhidrido sulfuroso estd presente en el vino en varias formas. Se puede encontrar en
forma de SO; libre y en forma de SO, combinado. La suma de ambos nos dara como
resultado el contenido en SO; total presente en el vino.

Dentro de las propiedades positivas del sulfuroso, cabe destacar, los efectos
antioxidante y antioxidasico, sus propiedades antimicrobianas selectivas especialmente
frente a las bacterias lacticas, el retardo en el arranque de la fermentacion alcohdlica
que posibilita el desfangado de los mostos blancos, la intensa accién degradante sobre
los hollejos que permite una mayor maceracion en las vinificaciones en tinto, su papel
en la mejora o mantenimiento de los aromas de los vinos, etc. (Hidalgo Togores, 2011).
Sin embargo, los sulfitos pueden causar efectos indeseables en la salud de personas
sensibles: dolores de cabeza, reacciones alérgicas... En este sentido, la Organizacion
Mundial de la Salud ha recomendado limitar su uso e incluso eliminarlo en el
tratamiento de alimentos. Por estos motivos, en la actualidad existe un gran interés en
el estudio de sustancias o técnicas alternativas que puedan reemplazar y/o
complementar la accién del SO», haciendo posible reducir su concentracién en los vinos.
(Lopez et al., 2012).

Por lo tanto, a lo largo de los ultimos afios se han utilizado diversos aditivos alternativos
al SO, (Tabla 2). A pesar de que ninguna de estas alternativas tiene actividad
antimicrobiana (como el SO;), la oportunidad de reducir el sulfito en vinos, mediante su
utilizacidn esta despertando cada vez mas interés entre los endlogos. Sin embargo, a
pesar de la cantidad de trabajos que informan los efectos antioxidantes de estas
sustancias, la mayoria de los documentos se refieren a soluciones modelo y, ademas,
actualmente es dificil prever en qué medida es posible reemplazar los sulfitos con cada
una de estas alternativas, preservando la calidad del vino, debido a la falta de
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comparaciones directas con base cientifica, entre sus efectos y los del sulfuroso.
(Comuzzo et al., 2015).

ANTIOXIDANTES METODOS

ANTIOXIDANTES MICROBICIDAS 5
MICROBICIDAS FISICOS
. . Altas
Acido ascorbico Acido sorbico Polifenoles
presiones

Dicarbonato de
Lias de vinificacidn Quitosano Ultrasonidos
dimetilo (DCDM)

Autolizados de

Lisozima Radiacion UV
levaduras
Campos
Glutation Bacteriocinas eléctricos
pulsados

Plata metalica

Tabla 2: Aditivos alternativos al uso de anhidrido sulfuroso.

Por otro lado, con respecto a la normativa relacionada con el contenido en anhidrido
sulfuroso cabe destacar que, en el caso de la DOCa Rioja, no se podran sobrepasar los
siguientes limites maximos de anhidrido sulfuroso total (expresados en miligramos por
litro (mg/L)):

- Vinos tintos con menos de 5 g/L de azlcares: 140 mg/L.
- Vinos tintos con 5 0 mas g/L de azucares: 180 mg/L.

Una vez finalizado el proceso de fermentacion, la cantidad maxima permitida de
anhidrido sulfuroso total en fase de calificacién en vino tinto seco sera de 100 mg/L. En
el caso de vinos tintos semisecos o con 5 0 mas g/L de azucares el contenido maximo
permitido de anhidrido sulfuroso sera de 180 mg/L.

En la industria enoldgica, el Reglamento (CE) N.2 1493/1999 del Consejo a 17 de mayo
de 1999, y el Reglamento (CE) N.2 1622/2000 a 24 de julio de 2000 establecen una
concentraciéon de anhidrido sulfuroso total de hasta 160 mg/L en el caso de vinos tintos.
La dosis maxima permitida por la Organizacion Internacional de la Viiia y el Vino (OIV)
es de 150 a 400 mg/L dependiendo del tipo de vino y del contenido de éste en materias
reductoras (OIV, 2011). Por ultimo, la legislacion europea (Reglamento 1991/2004)
obliga a los elaboradores, a afiadir en la etiqueta de los respectivos vinos “contiene
sulfitos”, cuando el anhidrido sulfuroso esta presente en concentraciones superiores a
10 mg/L expresado como SO,.

Efecto de la adicion de sulfuroso en la composicién fendlica del vino.



Existen multitud de trabajos que analizan los efectos del sulfuroso en vinos blancos. Se
conoce que el anhidrido sulfuroso tiene un efecto sobre el color del vino tinto, tanto por
su efecto sobre la extraccion de algunos grupos de flavonoides durante la fermentacion,
como por su efecto sobre el mantenimiento del color durante el envejecimiento del

vino. (Santos et al., 2012; Gobantes, 2016).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este TFG es observar el efecto de la adicion o no de anhidrido
sulfuroso en la composicidn fendlica de vinos de Tempranillo elaborados exactamente
de la misma manera, con uva procedente de la misma parcela y con un estado de
maduracion y sanitario similares.

Este objetivo global se puede dividir en los siguientes objetivos parciales:

- Analizar el efecto que la adicidn de SO, provoca en diversos pardmetros enoldgicos,
como pH, acidez volatil o grado alcohélico y los relacionados con la composicion
fendlica del vino como el IPT, la intensidad colorante y la tonalidad.

- Analizar el efecto de la adicién de SO, tanto en el contenido global de compuestos
fendlicos, como en cada uno de los compuestos fendlicos individuales identificados
en los dos vinos.

Efecto de la adicion de sulfuroso en la composicién fendlica del vino.



MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El experimento se realizd en el 2019 con uva procedente de un vifiedo de Vitis vinifera
cv. Tempranillo situado en el término municipal de Ausejo (Rioja Baja).

La variedad estaba injertada sobre R-110 en cepas de aproximadamente 20 afos y
conducidas en vaso. El marco de plantacién es de 2,8 m x 1,2 m. La poda se efectua
dejando 4-5 pulgares por cepa. En la parcela no se realiza deshojado ni tampoco cuenta
con sistema de riego.

La temperatura media de 2019 que se registré fue de 15,9 °C. La temperatura media del
mes de septiembre fue de 18,8 °C. Las temperaturas maximas y minimas de este mes
fueron de 30,1 °C y 6,4 °C. Con respecto a las precipitaciones, en el afio 2019 la
precipitacion anual fue de 629 mm. Este valor fue un 3% inferior al valor medio anual,
segun el periodo de referencia 1981-2010. Las precipitaciones correspondientes al mes
de septiembre fueron de 47 mm.

Vinificacion

La uva fue vendimiada manualmente y despalillada a la entrada de la bodega. Se
realizaron dos vinificaciones distintas correspondientes a cada uno de los siguientes
tratamientos:

1. Tratamiento “con sulfuroso” (vinificacidon con adicién de anhidrido sulfuroso).
2. Tratamiento “sin sulfuroso” (sin adicién de anhidrido sulfuroso).

El momento de adicidon de sulfuroso fue a la entrada de la uva, en el mosto, afladiendo
la cantidad de 50 g/L. El mosto pasé a depdsitos de 50.000 Kg a través de las tuberias de
vendimia. El vino permanecié encubado durante 16 dias. La fermentacion alcohdlica
tuvo una duracién de 7 dias, realizdndose una maceracion post-fermentativa hasta final
del descube. Cabe destacar que, en ambas vinificaciones, se utilizé Osiris. El sistema
Osiris absorbe el propio CO; generado en la fermentacién alcohdlica. Posteriormente
este CO; se inyecta con una lanza generando un caudal superior al de un remontado
normal. El sombrero se rompe de forma efectiva, consiguiendo una mayor extraccion de
los componentes de la uva.

Se recogieron tres réplicas por cada tratamiento. Cuando se recogieron las muestras de
los distintos depdsitos, el vino no habia realizado todavia la fermentacion malolacticay,
ademas, estaba sin filtrar.
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Analisis enolégico

Una vez terminada la maceracion post-fermentativa, se realizaron los analisis de los
siguientes pardmetros enoldgicos:

El pH se midié con un pH-metro. La acidez volatil se analizé mediante el método de
Garcia-Tena (Garcia et al., 2005). De forma abreviada, el método consiste en disponer
11 mL de vino, desprovisto de CO,, en un matraz esférico y se ajusta el aparato de
destilacién, a la vez que se coloca la probeta de 5,1 mL debajo del refrigerante.
Seguidamente, se abre la entrada al agua refrigerante y se enciende el mechero. Una
vez llena la probeta de 5,1 mL se desecha y se coloca la probeta de 3,2 mL. Una vez llena
esta probeta, se vierte en un Erlenmeyer y se valora con hidréxido de sodio 0,02 M,
afladiendo también unas gotas de indicador fenolftaleina. El volumen gastado se
multiplica por un nimero y se obtiene el resultado.

El grado alcohdlico se analizé mediante ebulliometria. El anhidrido sulfuroso se analizé
mediante el método de Ripper. Para realizar el andlisis de anhidrido sulfuroso libre se
afiaden 50 mL de vino en un Erlenmeyer junto con 1 mL de almidén y 5 mL de acido
sulfurico. Se valora con iodo 0,02 N hasta alcanzar una coloracién azul persistente. Para
realizar el analisis de sulfuroso total se vierten 20 mL de vino, se afiaden 25 mL de
hidroxido de sodio 1 N y se deja reposar durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se
aflade 1 mL de almidén, 10 mL de acido sulfurico y se valora con iodo 0,02 N hasta
alcanzar una coloracién azul persistente.

La intensidad de color (IC), la tonalidad y el indice de polifenoles totales (IPT) fueron
analizados de acuerdo con los métodos oficiales. (Reglamento (CEE) n° 2676/90).

Andlisis de compuestos fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos globales (CFG) se midié en los vinos mediante el
método de calculo del area bajo la curva de absorbancia en el intervalo de 280-400 nm
(AUC2s0-400) de acuerdo con Del Castillo Alonso et al., 2016 usando un espectrofotémetro
Perkin-Elmer A35 (Perkin-Elmer, Wilton, CT, EE. UU.).

Los compuestos fendlicos individuales se analizaron, por UPLC utilizando un sistema
WatersAcquity Ultra Performance LC (WatersCorporation, Milford, USA), basandose en
Del Castillo Alonso et al., 2015. Los disolventes fueron: A, agua/éacido férmico (0,1%), y
B, acetonitrilo con acido férmico al 0,1%. El programa de gradiente empleado fue: 0-7
min, 99.5 a 80% A; 7-9 min, 80 a 50% A; 9-11.7 min, 50-0% A; 11.7-15 min, 0 a 99,5% A.
El sistema UPLC se acopld a un espectrémetro de masas de alta resolucién micrOTOFII
(Bruker Daltonik, Alemania) equipado con una fuente multimodo Apolo Il ESI/APCI y
controlado por el software Bruker Daltonics Data Analysis. La fuente electrospray se hizo
funcionar en el modo negativo para todos los compuestos excepto para los antocianos,
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que se hizo funcionar en modo positivo. El potencial capilar se establecié en 4 kV; la
temperatura del gas de secado fue de 200 °C y su flujo 9 | min!; el gas nebulizador se
establecio en 3,5 bar y 25 °C. Los espectros se obtuvieron entre m/z 120 y 1505 en el
modo negativo y positivo. Los diferentes compuestos fendlicos analizados se
identificaron de acuerdo a su orden de elucidon y a los tiempos de retencion de los
compuestos puros: catequina, epicatequina, galato de catequina, galato de
epicatequina, miricetina, quercetina, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico y t-
resveratrol (Sigma, St. Louis , USA); malvidina-3,5-di-O-glucdsido, procianidina B1,
quercetina, kaempferol, isorhamnetina-glucésido, y kaempferol-3-rutindsido
(EXTRASYNTHESE, Genay, Francia); quercetina-3-O-rutindsido, isorhamnetina vy
guercetina-3-0-galactésido (Fluka, Buchs, Alemania).

La cuantificacién de cada uno de los fenoles se hizo con compuestos comerciales y en
los casos que no se disponia de ellos, se llevd a cabo usando las curvas de calibracién del
compuesto mas similar: acido cafeico para el acido p-cafeoil-tartarico; acido p-cumdrico
para el 4cido p-cumaroil-tartdrico; t-resveratrol para su glucésido; y malvidina-3,5-di-O-
glucdsido para los antocianos.

Tratamiento estadistico

Para analizar el efecto de la adicidn de sulfuroso en los parametros enolégicos y en los
compuestos fendlicos de los vinos elaborados se realizé un analisis de t de Student.
Previamente se comprobaron los requisitos de normalidad (test de Shapiro-Wilks) y
homocedasticidad (test de Levene). Todos los procedimientos estadisticos se realizaron
con SPSS 26.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros enoldgicos

Como podemos observar, el pH, el grado alcohdlico y el indice de polifenoles totales
(IPT) no mostraron diferencias significativas entre tratamientos, mientras que la
intensidad de color (IC) y los compuestos fendlicos globales (CFG) tuvieron mayores
valores en el vino elaborado sin sulfuroso. Por el contrario, la tonalidad y la acidez volatil
tuvieron mayores valores en el vino elaborado con sulfuroso (Tabla 3, Figura 3).

Con sulfuroso Sin sulfuroso . NI.VFI d?,

significacion
Acidez volatil 0,25 + 0,01 0,22 + 0,01 *
pH 3,63 = 0,01 3,61 + 0,01 ns
Grado alcohdlico 14,4 + 0,0 14,5 + 0,0 ns
IC 9,69 + 0,10 11,2 + 0,0 *k ok
Tonalidad 0,65 = 0,00 0,61 + 0,00 *k
IPT 63,4 + 1,4 62,6 + 1,2 ns
CFG (AUC(280-200)) 3176 + 20 3343 + 21 *k

Tabla 3: Parametros enoloégicos medidos al final de la vinificacidn en los dos tipos de vinos elaborados:
con sulfuroso y sin sulfuroso. Se muestra el valor medio y el error tipico de las tres réplicas, asi como el
nivel de significacidon obtenido con el analisis de t-Student (***, p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; ns,
diferencias no significativas).

El vino sin sulfuroso tuvo valores superiores de intensidad colorante posiblemente
porque la ausencia de anhidrido sulfuroso evita la combinacién de este con distintos
compuestos fendlicos, evitando la decoloracién del vino. Las reacciones que se
producen entre el anhidrido sulfuroso y algunos de los compuestos fendlicos, tienen
como consecuencia la decoloracidn de ciertos compuestos fendlicos, lo que supone una
pérdida temporal de la intensidad colorante. (Somers, 1971; Glories, 1984).

La tonalidad de un vino se corresponde con la relacidon que existe entre los compuestos
responsables del color amarillo (absorbancia a 420 nm) y los compuestos responsables
del color rojo del vino (absorbancia a 520 nm). La tonalidad del vino con sulfuroso es
mayor, ya que el contenido en antocianos en el vino con sulfuroso es menor que en el
vino sin sulfuroso. Esto hace que el resultado del cociente entre color amarillo y rojo sea
mayor en el vino con sulfuroso. (Glories, 1978).

La acidez volatil de ambos tratamientos presentaba unos valores propios de un vino con
la fermentacién alcohdlica recién terminada, vinificado con una uva que tenia un estado
sanitario correcto. Por lo tanto, la diferencia existente entre ambos tratamientos con
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respecto a la acidez volatil puede ser debida al margen de error existente cuando se
realiza un andlisis enoldgico en un laboratorio.

Tanto el indice de polifenoles totales como los compuestos fendlicos globales son
medidas que sirven para medir la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el
vino. Sin embargo, los IPT no muestran diferencias significativas entre los dos
tratamientos, mientras que los CFG presentan valores mas altos en el vino sin sulfuroso.
Esta aparente contradiccion puede explicarse porque cada parametro utiliza una forma
de medir distinta. Ambas medidas se basan en la propiedad de los compuestos fenélicos
en absorber la radiacién ultravioleta (RUV), cada uno con maximos de absorcion a
distintas longitudes de onda. Mientras que el IPT se obtiene midiendo la absorbancia del
vino a una unica longitud de onda, los CFG miden la absorbancia en todo el rango de
absorcién y por tanto es un indice mas integrador de cambios en los compuestos
fendlicos individuales (Del Castillo Alonso et al.,2016).

" Con sulfuroso" "Sin sulfuroso"
Grado
alcohdlico
CFG pH

Acidez

IPT ...
volatil

/!

Tonalidad Intensidad

Figura 3: Pardmetros enoldgicos de ambos tratamientos representados con unidades relativas.
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Analisis de grupos fendlicos

El grupo de compuestos fendlicos mayoritario en ambos vinos fue el de los antocianos,
que representan cerca del 70% del total de compuestos fendlicos presentes en ambos
vinos. Esto es lo esperado, ya que estos vinos estan vinificados con variedades de uva
tinta, cuyo color esta proporcionado por estos compuestos. El segundo grupo fue el de
los flavanoles (éstos representan aproximadamente el 12% del total), acidos fendlicos
(aproximadamente un 9% del total) y flavonoles (aproximadamente un 4% del total). Los
estilbenos fueron el grupo minoritario, representando aproximadamente un 0,3% del
total de compuestos fendlicos presentes en ambos vinos.

Todos los grupos fendlicos, con la excepcidon de los flavonoles mostraron diferencias
significativas entre los dos tipos de vino, con valores mas altos en los vinos sin sulfuroso
(Figura 4).
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Figura 4: Diferentes grupos fendlicos analizados en los vinos en mg L. Se representan las Medias * E.T.
Entre paréntesis se muestra la significacién entre tratamientos (***, p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; ns,
diferencias no significativas).

Los antocianos fueron significativamente mayores sin sulfuroso. Este hecho puede ser
debido a que pequefias cantidades de SO, pueden decolorar grandes cantidades de
antocianos (Timberlake y Bridle, 1967). El ion bisulfito (HSO3) reacciona rapidamente
con el flavilium. Esto se debe al hecho de que el SO; existe en un equilibrio en el vino 'y
cuando el pH baja, este equilibrio cambia de la forma bisulfito, que es la que reacciona
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con los antocianos, a la forma molecular SO,, que es la que no reacciona (Hernan et al.,
2009). Los iones HSOs; se combinan con los antocianos de forma reversible, lo que
explica la decoloracidn de los vinos tintos después del sulfitado (Girard, 2004) (Figura 4,
B), y explica que el vino sin sulfuroso tenga un mayor contenido en antocianos que el
vino con sulfuroso, a pesar de la habilidad del SO, para extraer antocianos. Esta cualidad
del SO, es conocida desde hace tiempo y es debida a que ayuda a la degradacion de las
estructuras de la piel por lo que muchos métodos de obtencién de antocianos de los
orujos utilizan grandes cantidades de SO, (Mazza, 1995). A pesar de que los flavonoles
no cambian, los antocianos se polimerizan con ellos, dando lugar a estructuras mas
resistentes a la degradacion y menos sensibles a la decoloracién (Rivas-Gonzalo et al.,
1995), por tanto, su formacion representa un incremento de la estabilidad del color en
los vinos.

En cuanto a los estilbenos, (Figura 4, C) cabe destacar, que no se pudo encontrar
informacién acerca de como afectaba la adiciéon de anhidrido sulfuroso a este grupo
fendlico.

Por otro lado, el vino sin sulfuroso tuvo mayor contenido de acidos fendlicos que el vino
con sulfuroso. Esto puede ser debido al hecho de que los acidos fendlicos también
participan en fendmenos de copigmentacion junto con los antocianos (Aleixandre,
2012). Estos acidos al estar en contacto con el anhidrido sulfuroso sufren una oxidacion,
teniendo como consecuencia la presencia de formas incoloras (Figura 4, D).

Como podemos observar (Figura 4, E), el vino sin sulfuroso tiene mayor contenido de
flavanoles que el vino con sulfuroso. En presencia de anhidrido sulfuroso, el ién bisulfito
se va a combinar con los antocianos, evitando asi la polimerizacion de antocianos con
flavanoles, esto, por tanto, tendra como consecuencia la decoloracién del vino. Esto
explica por qué el vino sin sulfuroso tiene mayor contenido de flavanoles que el vino con
sulfuroso (Figura 4, E).

Andlisis compuestos fendlicos individuales

La identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizé en funcidn de
sus tiempos de retencion y a sus propiedades espectrales. En la Figura 5 se muestra un
cromatograma con los principales compuestos fendlicos cuantificados en los dos tipos
de vinos elaborados. Se puede observar que, aunque los flavonoles como grupo no
mostrd diferencias significativas entre tratamientos, hay ciertas especies que si
mostraron diferencias entre tratamientos. En general el vino sin sulfuroso presenta
mayor contenido de todas las especies de flavonoles y flavanoles analizadas, salvo las
guercetinas, que fueron mayoritarias en el vino con sulfuroso (Figura 6).
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Figura 5: Cromatogramas obtenidos por UPLC/MS-DAD a 324nm (A) y 520nm (B) respectivamente. En
rojo el tratamiento sin sulfuroso; en azul el tratamiento con sulfuroso. Picos: (A) 1. Acido gélico. 2.
Gallocatequina. 3. Acido caftérico. 4. Procianidina B1. 5. Acido cutdrico. 6. Catequina. 7. Epicatequina. 8.
Quercetina-3-0-galactosido. 9. Quercetina-3-0-glucuronido. (B) 1. Delfinidina-3-0O-glucésido. 2.
Petunidina-3-0-glucdsido. 3. Malvidina-3-0-glucésido. 4. Malvidina-3-0-(6’-acetil) glucésido. 5.
Delfinidina-3-0-(6’-p-cumaroil) glucésido. 6. Petunidina-3-0-(6'-p-cumaraoil) glucdsido. 7. Malvidina-3-0-
(6'-p-cumaroil) glucdsido.

El tratamiento sin SO, también tuvo mayor cantidad de todos los antocianos, salvo
cianidinas, que fueron similares en ambos tratamientos. Esto puede ser debido a que el
sulfuroso agregado al vino como antiséptico y antioxidante se liga a los antocianos
rapidamente dando un compuesto incoloro que, a pesar de ser un proceso reversible,

puede ocasionar una pérdida de color en el vino (Aleixandre, 2012).

En cuanto a las especies de no flavonoides, tales como estilbenos y dcidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, todas fueron mayoritarias también en el vino sin
sulfuroso (Figura 6). Esto puede ser debido a que los acidos fendlicos, influyen en el color
del vino porque participan en fendmenos de copigmentacion junto con los antocianos.
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En cuanto a los compuestos individuales, observamos que el vino sin sulfuroso tiene
mayor contenido de miricetina aglicona y su derivado la laricitrina glucdsido, asi como
de siringetina glucdsido, que el vino con sulfuroso. En cambio, es el vino con sulfuroso
el que tiene mayor cantidad de todas las quercetinas identificadas (Tabla 4).

Con respecto a los flavanoles, observamos que todos los compuestos muestran
diferencias significativas. A nivel general, los valores son mas altos en el vino sin
sulfuroso. La catequina y epicatequina corresponden a las formas mas abundantes de
este grupo, asi como los derivados de la epicatequina en forma de éster galico. Los
oligdbmeros y polimeros de estos flavanoles se conocen con el término de
proantocianidinas. Dentro de éstas, reciben el nombre de procianidinas aquéllas que
derivan de la catequina y epicatequina (Romero Cascales, 2008). Los antocianos bajo su
forma catidnica (A*) reaccionan con las posiciones negativas de los taninos, formando
un flaveno incoloro (A-T), el cual, posteriormente, se puede colorear de color rojo (A*-
T), estableciéndose un estado de equilibrio entre ambas formas (Santos-Buelga et al.,
1995). El color de estos compuestos es parecido al de los antocianos. Pero los
compuestos A*-T serdn mas resistentes a la decoloracién por el sulfuroso que los
compuestos T-A* que estdn mas expuestos al efecto del sulfuroso y a la hidratacion
(Palacios Lépez-Montenegro, 2014).

Le extraccién de taninos se ve favorecida por altos niveles de SO;, que permeabiliza las
membranas celulares (Hernan, 2009). Sin embargo, en nuestro caso, podemos observar
que el vino con sulfuroso tenia menor contenido de procianidinas que el vino sin
sulfuroso. No se ha podido encontrar ningun tipo de informacién que pudiera aclarar o
explicar esto.

Con respecto a los estilbenos, podemos observar que el resveratrol no muestra
diferencias significativas en ambos vinos, sin embargo, el contenido de resveratrol-3-O-
glucdsido es mayor en el vino sin sulfuroso.

Los acidos fendlicos se dividen en dos grupos: acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos. En nuestro caso, dentro de los acidos hidroxibenzoicos encontramos
el acido protocatéquico y el acido galico. El vino sin sulfuroso tenia mayor contenido de
acidos hidroxibenzoicos que el vino con sulfuroso. Por otro lado, dentro de los acidos
hidroxicinamicos encontramos el cido caftarico y el dcido cutarico. El vino sin sulfuroso
tenia mayor contenido de acidos hidroxicindmicos que el vino con sulfuroso.

Estos compuestos participan en la acilacion de las antocianinas (acidos p-cumadrico y
cafeico), e influyen indirectamente en el color del vino a través de su participacién en el
fendbmeno de copigmentacion (Dimitric-Markovic et al., 2000; Darias-Martin et al.,
2002). Los mayores contenidos de acidos hidroxicinamicos en al vino sin sulfuroso
podrian ayudar al mantenimiento e incremento del color que ha resultado en los vinos
sin sulfuroso.
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Por ultimo, observamos que el éster etilico del dcido cafeico es el compuesto que menor
concentracion tiene en ambos vinos, esto es debido, a que la concentracion de ésteres
hidroxicinamicos disminuye durante el desarrollo de la baya y se estabiliza en la madurez
enoldgica de la misma (Romeyer et al., 1983).

Como también podemos observar en la Tabla 4, no todos los antocianos presentes en
los vinos muestran diferencias significativas, ya que sélo observamos diferencias en
ambos vinos en los siguientes antocianos: peonidina-3-O-glucésido, malvidina-3-0O-
glucésido, delfinidina-3-0-(6'-acetil) glucdsido, petunidina-3-O-(6'-acetil) glucdsido ,
peonidina-3-0-(6'-acetil) glucésido , malvidina-3-0-(6'-acetil) glucdsido y peonidina-3-0-
(6'-p-cumaroil) glucdsido. Podemos observar que las antocianinas acetiladas, a
excepcion de la cianidina, son las que muestran mayores diferencias entre ambos
tratamientos. También, se puede observar, que las antocianinas glucosiladas son
aquellas que muestran menos diferencias entre ambos tratamientos.

Por ultimo, cabe destacar, que la antocianina mayoritaria de este grupo como es la
malvidina glucosilada presenta pocas diferencias entre ambos tratamientos.
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FLAVONOLES Y FLAVANOLES ANTOCIANOS
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Figura 6: Representacién de las diferencias entre tratamientos (con sulfuroso y sin sulfuroso) de las distintas especies de
compuestos fendlicos en unidades relativas.
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Tabla 4. Compuestos fendlicos individuales identificados en los vinos. Se muestra el valor medio (mg L?)
y el error tipico de las tres réplicas de cada tratamiento, asi como el nivel de significacién obtenido con
el andlisis de t-Student (***, p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; ns, diferencias no significativas).
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CONCLUSIONES

- Lostratamientos realizados en este TFG cumplieron con los objetivos planteados, ya
gue se pudieron observar diferencias entre los vinos elaborados con y sin anhidrido
sulfuroso.

- La adicion de SO, no modificé sustancialmente las caracteristicas enolégicas de los
vinos, aunque si produjo cambios en la mayoria de los pardmetros relacionados con
el color.

- El vino elaborado con anhidrido sulfuroso tenia menor concentracién de la mayor
parte de los grupos fendlicos presentes en los vinos: flavanoles, estilbenos,
flavanoles, acidos fendlicos y antocianos. Los flavonoles no mostraron diferencias
entre tratamientos.

- La adicion de SOz no provocd cambios cualitativos en la composicion fendlica y en
ambos vinos se identificaron los mismos compuestos. Si se produjeron cambios
cuantitativos importantes. Todos los flavanoles, estilbenos y acidos fendlicos
mostraron valores mas altos en el vino sinSO,. Los diferentes flavonoles
respondieron de manera dispar, sin cambios, como las miricetinas, aumentando en
el caso de las quercetinas o disminuyendo como la siringetina.

- Aproximadamente la mitad de los antocianos mostraron cambios significativos entre
tratamientos, siempre con mayores concentraciones en el vino sin SO,. Entre los
antocianos mas afectados por el SO, se encontraban las tres peonidinas, mientras
que ninguna de las cianidinas cambid significativamente.

- En conclusion, la adicion de SO; produjo importantes cambios tanto en los
compuestos fendlicos directamente responsables del color como en aquellos
implicados en la copigmentacidn. Estos cambios podrian tener gran trascendencia
en el color y la estabilidad de los vinos, por lo que seria interesante profundizar en
este estudio analizando el vino en etapas posteriores de elaboracidn, para tener una
mejor comprension de los efectos a lo largo de la vida del vino.
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