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El agua ozonizada se ha utilizado en vinedos para reducir el uso
de plaguicidas debido a su demostrada eficacia en el control de
enfermedades fungicas, y a que no deja residuos. Sin embargo, son
escasos los trabajos que tratan del efecto de los tratamientos con
agua ozonizada sobre las caracteristicas quimicas de las uvas y de
los vinos, y por tanto sobre su calidad enoldégica. Por ello, surge esta
Tesis Doctoral, cuyo objetivo es el estudio del efecto que diferentes
tratamientos con agua ozonizada tienen sobre la aptitud enoldgica
de uvas de las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo

cultivadas en Castilla-La Mancha y su repercusién en el vino.

Para llevar a cabo este estudio, durante tres cosechas
consecutivas se emplearon varias estrategias de aplicacion de
dicha disolucion. En la cosecha de 2015, se pulverizd la parte
superficial de la planta (aplicacion aérea). En 2016, las cepas fueron
tratadas con la disolucidn acuosa de ozono mediante dos
estrategias, una aplicando riego por goteo y otra mediante la
combinacion de riego por goteo con la aplicacion aérea. Por
Ultimo, en 2017 las cepas fueron tratadas inyectando la disolucion
de ozono en el tronco, endoterapia, y combinando endoterapia

con la aplicacién aérea.

El efecto de los tratamientos en las uvas y en los vinos dependid
de las diferentes estrategias de aplicaciéon utilizadas, pero todas
influyeron en el equilibrio aziucar/acidez de las uvas, lo que sugiere

un retraso en la maduracion.

También en las uvas, se observd que en las de la variedad
Cabernet Sauvignon, la aplicacion aérea mejord el potencial
aromdtico y el color. Cuando dicha aplicacidon se realizd
combinando el tratamiento de riego y la aplicacion aérea se

obtuvieron los mejores resultados en los pardmetros de calidad,

) 3
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tanto a nivel fendlico y aromdatico como en el color. Sin embargo,
cuando se aplicé el agua ozonizada mediante endoterapia, se
produjo un efecto supresor en la calidad de la uva, pero éste fue
menos negatfivo cuando se combind la endoterapia con el

fratamiento aéreo.

Enla variedad Macabeo los tratamientos por riego y endoterapia
aumentaron el contenido de precursores aromdticos glicosilados
con respecto a los tfratamientos combinados, mientras que los
compuestos Cé permanecieron constantes, lo que podria indicar
una mejora de la calidad aromatica de las uvas. Estos resultados
difieren de los obtenidos en uvas Cabernet Sauvignon, lo cual pone
de manifiesto que la repercusidon de los fratamientos en la calidad

de la uva depende también de la variedad.

En relacion con el efecto observado en los vinos, tanto de
Cabernet Sauvignon como de Macabeo, los procedentes de
cepas sometidas a los tratamientos mds intensivos (tratamientos
combinados de riego y endoterapia con aplicaciones caéreas)
tuvieron mejores caracteristicas que los de los tratamientos menos
intensivos (riego y endoterapia), lo que sugiere que el efecto del
agua ozonizada en la calidad del vino depende mds de la

intensidad de la aplicaciéon que de la estrategia utilizada.

Por tanto, los tratamientos con agua ozonizada pueden ser
gestionados a criterio del viticultor con el fin de mejorar Ia
composicidon quimica de las uvas, y consiguientemente, obtener
vinos con una calidad quimica diferenciada. Si unimos este efecto
a su demostrada aptitud plaguicida sin generacién de residuos,
podriamos considerar al agua ozonizada como una prometedora

herramienta ecoldgica capaz de realizar de forma simultdnea una
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funcion de proteccién de la uva y del medio ambiente y de

mejorante de su aptitud enoldgica.
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Ozonated water has been used in vineyards to reduce the use of
pesticides due to its proven effectiveness in controling fungal
diseases and because it does not leave residues. However, there are
few studies that deal with the effect of ozonated water treatments
on the chemical characteristics of grapes and wines, and therefore
on their enological quality. For this reason, this Doctoral Thesis arises
with the objective of studying the effect that different tfreatments
with ozonated water have on the enological aptitude of grapes of
the Cabernet Sauvignon and Macabeo varieties grown in Castilla-

La Mancha and theirimpact on wine.

To carry out this study, during three consecutive harvests, various
application strategies of the mentioned solution were used. In the
2015 harvest, the surface part of the plant was sprayed (aerial
application).In 2016, the vines were treated with the aqueous ozone
solution using two strategies, one applying drip irrigation and the
other combining drip irrigation with aerial application. Finally, in 2017
the vines were treated by injecting the ozone solution into the trunk,

endotherapy, and combining endotherapy with aerial application.

The effect of the treatments on grapes and wines depended on
the different application strategies used, although the greatest
impact was on the sugar/acidity balance of the grapes, which

suggests a delay in ripening.

In relation to the effect of the freatments on the grapes, it was
observed that in the Cabernet Sauvignon variety, the aerial
application improved the aromatic potential and colour of the
grapes. When the application was carried out combining irrigation
freatment and aerial application, the best results were obtained in

the quality parameters of the grape, both at the phenolic and

6
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aromatic level as well as in the colour. However, when ozonated
water was applied by endotherapy, there was a suppressive effect
on the quality of the grape, but less negative when endotherapy

was combined with aerial application.

In the Macabeo variety, irrigation and endotherapy treatments
increased the content of glycosylated aroma precursors with
respect to the combined treatments, while Cé6 compounds
remained constant, which could indicate an improvement in the
aromatic quality of the grapes. These results differ from those
obtained in Cabernet Sauvignon grapes, which shows that the
impact of the freatments on grape quality also depends on the

variety.

Regarding the effect observed in the wines, both Cabernet
Sauvignon and Macabeo, those from vines subjected to the most
infensive treatments (combined irrigation and endotherapy
treatments with aerial applications) had better characteristics than
those of the less intensive treatments (irrigation and endotherapy).
Such results suggest that the effect of ozonated water on wine
quality depends more on the intensity of the application than on the

strategy used.

Therefore, ozonated water treatments can be managed at the
discretion of the winegrower in order to improve the chemical
composition of the grapes and, consequently, obtain wines with a
differentiated chemical quality. If we combine this effect with its
proven pesticide aptitude without generating residues, we could
consider ozonated water as a promising ecological tool capable of
simultaneously performing a function of protecting the grape and

the environment, and improving its enological apftitude.

) 7
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El cultivo de la vid en el mundo tiene un gran valor econémico,
medioambiental y cultural ya que, en 2019, segun datos de la
Organizacién Internacional de la Vina y el Vino, la superficie viticola
mundial se situd aproximadamente en unos 7,45 millones de
hectdreas, destacando Espana como el pais viticola por

excelencia.

Las enfermedades mds comunes que afectan a los vinedos son
oidio, mildiu y botritis, pero existen otros problemas fitosanitarios
como los causados por las enfermedades de la madera, que
aofectan tanto a planta joven como adulta, causando un
importante impacto econémico en Castilla-La Mancha. Diversos
factores como la intensificacion del cultivo, el uso de material
vegetal de propagacién de baja calidad sanitaria, la prohibiciéon
en el uso del arsenito de sodio y la escasa protecciéon de las heridas
de poda, entre ofros, han contribuido a un aumento considerable
de la incidencia de estas enfermedades en todo el mundo en las

Ultimas dos décadas.

Estudios recientes han revelado que el ozono, en disolucion
acuosa, es un candidato prometedor para limitar la infeccion de la
vid por hongos de la madera. Por ello, en la actualidad el agua
ozonizada se estd utilizando en vinedos para reducir el uso de
plaguicidas. Ademds, su empleo en el Sector Agroalimentario es
cada vez mds demandado, debido al interés creciente por la
utilizacion de tratamientos ecoldgicos no agresivos con el medio
ambiente. Entre ellos, los mds utilizados, son como agente
desinfectante y desodorizante, y principalmente para reducir la
incidencia de la podredumbre en frutos y prolongar su

almacenamiento.

11
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En diversos trabajos se ha observado que los tratamientos con
agua ozonizada en hojas y racimos de vid pueden estimular el
sistema inmunitario de la planta, y como consecuencia se puede
modificar el perfil quimico de la uva, lo cual repercutiria en su
apftitud enoldgica y por tanto en la calidad del vino. Sin embargo,
son escasos los estudios que tratan sobre la influencia de dichos
tratamientos en la composicion de las uvas y de los vinos, y los que
hay llegan a resultados contradictorios, que son dependientes de
multiples factores relacionados con la variedad de uva, la dosis y el
tipo de aplicacion del agua ozonizada vy las condiciones
medioambientales. Ante la necesidad de dar respuesta a tanta
incertidumbre, surge esta Tesis Doctoral, cuyo objetivo principal es
evaluar el efecto que diferentes fratamientos con agua ozonizada
tienen sobre la aptitud enoldgica de uvas de Cabernet Sauvignon
y Macabeo cultivadas en Castilla-La Mancha y su repercusion en el

vino.

Para ello, se utilizardn cinco estrategias de aplicaciéon
incluyendo: 1) pulverizacion de la parte aérea de la cepa, 2) riego
por goteo, 3) combinacién de riego y pulverizacién, 4) endoterapia
y 5) combinaciéon de endoterapia y pulverizacion. El efecto de
dichos fratamientos sobre los pardmetros enoldgicos, cromdaticos,
potencial aromdtico y la composicion fendlica y aromdtica de la
uva y del vino fue estudiado, empleando para ello los métodos

analiticos mds actuales.

En definitiva, se pretende demostrar que la aplicacion de agua
ozonizada al vinedo podria ser usada para modular la calidad de
la uva. Ello nos permitiria avanzar en la propuesta del uso del agua

ozonizada como una interesante herramienta viticola, pues junto a

12
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su ya conocido potencial fitoquimico y su ausencia de residuos,

podria facilitar la produccién de uvas de mejor aptitud enoldgica.

13
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3.1. Situacion del sector vitivinicola

Los frabajos del presente estudio se han llevado a cabo en
vinedos de Castilla-La Mancha, que es la regidon de mayor superficie
dedicada al cultivo del vinedo en el mundo. A continuacion, se
hard un estudio de la situacidn del sector vitivinicola a nivel mundial,
en Espana y en Castilla-La Mancha, con especial atencién al
estado sanitario del vinedo, ya que el agua ozonizada, es una de
las principales sustancias que podrian sustituir a los actuales

productos fitosanitarios.

3.1.1. El vinedo y el vino en el mundo y en Espana

El cultivo de la vid y comercializacién del vino, constituyen una
de las principales fuentes de ingreso por parte de la agricultura. La
superficie viticola mundial en 2018 ha aumentado en 24000
hectdreas respecto a 2017, situdndose el total mundial en 7,45
millones de hectdreas, segiun datos de Ila Organizaciéon
Internacional de la Vina y el Vino (OIV, 2019). Espana es el pais con
mayor extensién de vinedo del mundo, con aproximadamente el
13,01% del total, seguido de China (11,75%), Francia (10,65%), Italia
(9,46%) y Turquia (6,01%). La superficie de estos cinco paises supone

mas del 50% de la superficie de vinedo total del mundo (Fig. 1).
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Figura 1. Principales superficies de vinedos en el mundo (OlV, 2019).

En lo que respecta a la produccion mundial de uva, en 2018 se
situd en forno alos 77,8 millones de foneladas y con respecto al ano
anterior, hubo un aumento de casi 5 millones de toneladas. El 57%
fue destinado a uva para vinificacion, el 3é% a uva de mesa y el 7%
a uvas pasas. A pesar de que Espana es el pais con mayor superficie
destinada al cultivo de la vid, es sin embargo el cuarto productor
de uva. Otros paises que ocupan un puesto mds bajo en el ranking
de superficie destinada a dicho cultivo obtienen una mayor
produccion. Un ejemplo de ello serian los casos de China, Italia y
Estados Unidos ya que con una menor superficie destinada al

vinedo, obtienen una produccidén mayor.

La produccién mundial de vino en 2018 fue de 292 millones de
hectolitros (Mhl), cifra que representa un aumento de 43 Mhl en
relacion a 2017. Italia fue el pais con mayor produccion de vino (54,8
Mhl), seguido de Francia (48,6 Mhl), Espana (44,4 Mhl), Estados
Unidos (23,2 Mhl) y Argentina (14,5 Mhl) (Fig. 2).
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mltalia
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W Espana
" Estados Unidos
u Argentina
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Figura 2. Principales productores de vino en el mundo (OlV, 2019).

En cuanto al consumo de vino, segun las estadisticas, en el ano
2018 se consumieron 246 Mhl, prdcticamente lo mismo que el ano
anterior. Estados Unidos es el principal consumidor de vino mundial,
con un consumo de 33 Mhl (14% mundial), seguido de Francia (26,8
Mhl), Italia (22,4 Mhl), Alemania (20,0 Mhl) y China (17,6 Mhl) que
desciende su consumo en un 9% con respecto al ano anterior (Fig.
3). Espana a pesar de ser el tercer mayor productor de vino en el
mundo, se encuentra en el puesto octavo en cuanto a volumen
total consumido (10,5 Mhl).
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Figura 3. Principales consumidores de vino en el mundo (OIV, 2019).

En 2018 las exportaciones mundiales de vino representaron
aproximadamente el 43,9% del consumo mundial, siendo Espana,
ltalia y Francia los principales paises exportadores. Estos tres paises
exportan Mmds de 54,9 Mhl, lo que supone mds del 22,3% del
consumo mundial. En cambio, entre los principales importadores de
vino a nivel mundial, se encuentran Alemania, Reino Unido y Estados
Unidos. En quinto lugar se encuentra China, con un fortisimo

incremento de las importaciones en torno al 79%.

En resumen, Espana juega un papel importante a nivel mundial
en materia de cultivo del vinedo y produccion de vino,
convirtiéndose en el primer pais por superficie destinada al cultivo
de la vid, en el tercero por volumen de vino producido y en el

primero por volumen exportado.

3.1.2. El vinedo y el vino en Castilla-La Mancha

Los vinedos utilizados en este estudio estdn localizados en
Castilla-La Mancha. Esta region estd situada en el cenfro de la

Peninsula Ibérica. La gran llanura de la Mancha hace que esta
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comarca sea la mds homogénea y extensa del pais. La altitud esta
en torno a 600-800 m en la mayor parte de su territorio y se
encuentra asilada de las grandes masas de agua por sistemas
montanosos (Cordillera lbérica, Sistema Central, Sierras Béticas, etc.)

que confieren ala zona un clima continental.

En 2019, segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPA), la superficie de vinedo para uva de vinificacion en Espana
fue de 952829 hectdreas (ha), 7929 ha menos que en 2018. Castilla-
La Mancha es la comunidad con mayor superficie de vinedo de
Espana con 468027 ha, lo que suponen el 49,1% de la superficie
total. Con respecto al dato de 2018, registra una caida del 1,2%, o
5782 hectdreas menos. A continuacion, le siguen Extremadura con
85785 ha y Castilla y Ledn con 69970 ha (Fig. 4).

Z

Castilla-La Manc

¥ Extremadura

Castilla y Ledn

| Otros

Figura 4. Principales comunidades autébnomas con mayor extension de
vinedo en Espana (OeMy, 2019).
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El mayor factor limitante de la viticultura de Castilla-La Mancha
es el agua, con precipitaciones media anuales por debajo de los
600 mm incluso zonas muy secas donde no se superan los 320 mm.
Debido a esto, para mejorar la produccién e implantar nuevas
variedades, ha habido un aumento del nUmero de hectdreas de
plantacion con sistema de regadio, llegando a ser mds del 50% del

fotal.

Esta comunidad estd constituida por 5 provincias: Albacete,
Ciudad Real, Cuenca, Guadalajara y Toledo y posee nueve
Denominaciones de Origen (D.O.): Aimansa, Jumilla, La Mancha,
Manchuela, Méntrida, Mondéjar, Ribera del Jucar, Uclés vy
Valdepenas (Fig. 5). Este frabagjo fue realizado con vinedos

acogidos a la D.O. La Mancha en la zona de Cuenca.

4 SIS /

o /
1

d ]

Manchuela®,,
La Mancha e
V.I‘l
o N\,

Figura 5. Denominaciones de Origen de la comunidad de Castilla-La
Mancha.
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Por provincias, destaca Ciudad Real con la mayor superficie de
vinedo (36,1%), seguido de Toledo (24,8%), Albacete (19,6%),
Cuenca (19,1%) y por Ultimo Guadalajara (0,4%).

En Castilla-La Mancha, durante el periodo 2000-2018, se ha
experimentado una gran transformacion del vinedo, pasando en el
ano 2000 del 30,7% de variedades tintas al 44,1% en 2018. Por el
conftrario, las variedades blancas han pasado de representar en el
2000 el 68,7% de las variedades de uvas plantadas en la region, a
ser en 2018 del 55,5%.

Respecto a las variedades tintas, destaca la Tempranillo que
representa con 71089 ha el 15,5% de la superficie total de vinedo
regional. En cuanto alas variedades blancas, la variedad Airén, con
209178 ha, representa el 45,6% de la superficie total del vinedo
existente en la regién, y supone el 82% de la superficie total de uva
blanca plantada en Castilla-La Mancha. En las Figuras 6 y 7 se hace
una comparacion de superficie de cultivo de vinedo por
variedades, entre el ano 2000 y 2018.

o Airén

M Macabeo

m Verdejo

M Sauvignon Blanc
® Chardonnay

mOtras

Figura 6. Comparacién de superficie de cultivo de vifledo por variedades
blancas (2000-2018) (MAPA, 2018).
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® Tempranillo

mBobal

# Garnacha

| Monastrell

u G. Tintorera

m Cabernet Sauvignon
w Syrah

m Otras

Figura 7. Comparacion de superficie de cultivo de vinedo por variedades
tintas (2000-2018) (MAPA, 2018).

De las Figuras 6 y 7 se obtienen varias conclusiones en cuanto al
cultivo de variedades fintas y blancas. Con respecto a las fintas,
algunas variedades fradicionales de Castilla-La Mancha han
reducido su porcentaje, como es el caso de Bobal (-38%),
Garnacha (-28%) y Monastrell (-27%). Otro hecho destacable en el
periodo 2000-2018 es el aumento considerable de variedades
fordneas como Syrah y Cabernet Sauvignon. La superficie
destinada a Syrah ha aumentado un 3367% mientras que la de

Cabernet Sauvignon ha aumentado un 872%.

En el caso de las blancas, la superficie de la variedad mayoritaria
en Castilla-La Mancha que es Airén, ha sufrido un descenso del 36%
entre el periodo 2000-2018. Esta disminucion se ha debido al auge
de ofras variedades como la Macabeo, Chardonnay y Sauvignon
Blanc que han aumentado un 572%, 3851% y 6102%
respectivamente. Cabe destacar que la Macabeo es la Unica
variedad tradicional de Castilla-La Mancha cuyo cultivo ha

aumentado.

El Sistema de Informacion de Mercados del Sector Vitivinicola
(INFOVI) del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA)
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ha elevado hasta los 43,9 Mhl la produccidn de vino en la cosecha
2018/2019 en Espana, segun los datos declarados entre el 1 de
agosto y el 31 de diciembre de 2018. Dentro de ese contexto, la
produccion de vino en Castilla-La Mancha, que ascendid a 24,5
Mhl, representa el 55,8% del total nacional, de los cuales el 44,4% se

corresponde a vino tinto y rosado, y el 55,6% a vino blanco.

Castillo-La Mancha ha sido considerada durante mucho tiempo
un mero abastecedor de vinos a granel o de embotellados a bajo
precio. Por ello, se estd abordando una nueva estrategia para el
sector vitivinicola intfentando desvincular a la region de los graneles
y procurando construir una nueva imagen de los vinos regionales
mucho mads ligados a atributos positivos como “natural”,
“sostenible”, etc. Por ello, en el Plan Estratégico del Vino se propone
cambiar esta estructura ligdndose a pago por calidad, al
embotellado, a producciones diferenciadas y a productos que
tengan también un trasfondo sostenible, medioambiental y cultural.
Por ello, es necesario limitar los rendimientos elevados en el vinedo
y que el sector se comprometa en un contexto global con la
calidad, estimulando una viticultura mds profesional, que

abandone objetivos exclusivamente productivistas.

3.1.3. La Denominacién de Origen La Mancha

Se encuentra enmarcada entre las provincias de Albacete,
Ciudad Real, Cuenca y Toledo. En la Figura 8 se muestra la
distribuciéon por provincias de la superficie de vinedo acogido a la
D.O. La Mancha.
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| Albacete

M Ciudad Real

m Cuenca

M Toledo

Figura 8. Vinedo acogido a D.O. La Mancha (Denominacién de Origen

La Mancha, 2019).

La superficie total de vinedo acogida a dicha denominacion es

de 157113 ha. Ciudad Real es la provincia con mayor superficie de

vinedo con 77191 ha y Albacete es la menor (18679 ha).

En cuanto a la distribucidén de variedades por superficie, en la

Figura 9 se muestran las hectdreas de cada una de las variedades

en el ano 2019.

Variedades tintas (ha)

Tempranillo 30196
Syrah 4248
nacha finta 3972
vignon 3511
rlot 1426

795
691
9

Variedades blancas (ha)

Macabeo
Verdejo
Sauvignon Blanc

Moscatel grano menu
Pedro Ximé

Figura 9. Variedades por superficie en la D.O. La Mancha (Denominacion
de Origen La Mancha, 2019).
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Como se puede observar, hay una mayor superficie destinada all
cultivo de variedades blancas que de tintas. Dentro de las blancas,
la mayoritaria es Airén seguida por la variedad Macabeo, al igual
que pasaba a nivel de Castilla-La Mancha. En cuanto a las tintas, la
mayoritaria es Tempranillo seguida de Syrah, Garnacha finta y

Cabernet Sauvignon.

3.1.4. Estado sanitario del vinedo en Castilla-La Mancha

Las enfermedades mds comunes que afectan a los vinedos son
oidio, mildiu y botritis, pero existen otros problemas fitosanitarios
como los causados por las enfermedades de la madera, que
aofectan tanto a planta joven como adulta, causando un
importante impacto econdmico en Castilla-La Mancha. Ademdas
de los vinedos mds antiguos que se ven afectados, los que se
plantan como reemplazo, también pueden verse afectados

(Florence et al., 2016).

3.1.4.1. Oidio, mildiu y botritis

El oidio es una enfermedad producida por el hongo Uncinula
necdtor, que es originario de América del Norte, pero muy
extendido en Espana debido a que nuestro pais tiene unas
condiciones excelentes para su crecimiento. Necrosa las partes
verdes y de las bayas de los racimos, llegando a producir la pérdida
total de la cosecha. También se le llama ceniza ya que las hojas y

las bayas se cubren de un polvo con aspecto de ceniza.

El mildiu estd provocado por un hongo llamado Plasmopara
viticola que se desarrolla en climas cdlidos. Se desarrolla por esporas
que hay en el suelo, por lo que solo se transmite cuando las hojas

tocan el suelo o cuando una fuerte lluvia salpica las esporas con las
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gotas de agua. Este hongo suele atacar las partes verdes como
hojas, tallos y racimo, pudiendo llegar a secar el racimo y provocar

una pérdida de produccién en la vina.

En Ultimo lugar, y no menos importante, la botritis fambién
conocida como podredumbre gris, es generada por el hongo
Botritys cinerea. Suele ser mds letal en los racimos, a los cuales
accede por grietas o heridas en las bayas. Se infroduce dentro del
grano y genera una capa gris alrededor, llegando a vaciar el

contenido de este.

3.1.4.2. Enfermedades de la madera de la vid

Diversos factores como la intensificacion del cultivo, el uso de
material vegetal de propagacion de baja calidad sanitaria, la
prohibicién en el uso del arsenito de sodio, la realizacion de podas
cada vez menos esmeradas, y la escasa proteccion de las heridas
de poda, entre ofros, han contribuido a un aumento considerable
de la incidencia de las enfermedades de la madera de la vid en

todo el mundo en las Ultimas dos décadas.

Existe una gran diversidad de especies fungicas entre los agentes
causales de las enfermedades de madera de la vid, produciendo
todos ellos un sintona comuin que consiste en una alteracion interna
de la madera de la planta, la cual puede ser por podredumbre

seca O Necrosis.

En Espana, las enfermedades mds importantes detectadas en la
actualidad son yesca y enfermedad de Petri en planta adulta,
mientras que en plantaciones jovenes lo son la enfermedad de Petri,
pie negro y decaimiento por Botryosphaeria (Gramaje and
Armengol, 2011; Agusti-Brisach and Armengol, 2013). En vinedos de

la region de Castilla-La Mancha existe una alta incidencia de
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Phaeoacremonium spp.. Phaeomoniella chlamydospora
(enfermedad de Petri y yesca), Diplodia seriata (muerte por
Botryosphaeria) y Cylindrocarpon (enfermedad del pie negro)
(Tolosa et al., 2019).

La enfermedad de Petri es caracteristica en vides jovenes,
apareciendo sus sinfomas a los pocos anos de la plantacion. Los
sinfomas consisten en una escasa vitalidad y un retraso del
desarrollo de las plantas mostrando brotacién reducida o retrasada,
hojas de menor tamano y clordticas, brotes con entrenudos cortos,
y. finalmente, la muerte de las plantas (Garcia-Jiménez et al., 2010).
Los agentes causales son Phaeoacreomonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora y Cadophora [uteo-olivacea (Gramaje and
Armengol, 2011). Ademdads, estos hongos estan asociados a la yesca
en planta adulta, ya que actuarian previamente en la degradacion
de la madera, favoreciendo la colonizacion posterior de ésta por
Fomitiporia mediterranea y Stereum hirsutum (Garcia-Jiménez et al.,
2010).

Otra de las enfermedades con mayor impacto econdmico en
Castilla-La Mancha es la yesca, que estd causada por los hongos
basidiomicetos Fomitiporia mediterranea y, con mucha menor
frecuencia, Stereum hirsutum. Cualquier tipo de herida en la planta
favorece la infeccion de estos hongos (Garcia-Jiménez et al., 2010;
Mugnai et al., 1999). El sintoma mds comuin es una podredumbre
seca de la madera, caracteristicamente blanda, interna, y de color
crema o amarillento. Las hojas de las plantas afectadas adquieren
un color verde claro volviéndose clordticas progresivamente,
desarrolldndose puntos irregulares entre las venas o en los margenes
de las hojas, que se extienden hacia el exterior de las partes distales

de los brotes evolucionando posteriormente a necrosis. De la linea
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negra y puntos y estrias necrdtficas se aislan mayoritariamente
ascomicetos asociados a la enfermedad de Petri, como son
Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella chlamydospora vy

Cadophora luteo-olivacea.

En cuanto al decaimiento por Botryosphaeria, el tipico sinftoma es
la necrosis sectorial de la madera de los brazos o del tronco de las
plantas, observandose el decaimiento progresivo de brazos o la
muerte de plantas (Urbez-Torres, 2011). Esta enfermedad estd
causada por un gran numero de especies fungicas de la familia
Botryosphaeriaceae, siendo las mds frecuentes en Espana Diplodia
seriata y Neofusicoccum parvum (Garcia-Jiménez et al., 2010). Estos
hongos producen picnidios en la madera afectada cuando las
condiciones de temperatura y humedad son adecuadas para su

desarrollo.

La enfermedad del pie negro se caracteriza por afectar al
sistema radical y a la base del patrédn de plantas jévenes,
provocando lesiones necréticas que dan lugar a una reduccion de
la masa radicular. Como consecuencia, las plantas infectadas
presentan una reduccién del desarrollo 'y menor vigor,
acortamiento de entrenudos, clorosis en hojas y/o marchitez,
ausencia o retraso de la brotacidon, y un decaimiento general que
puede acabar con la muerte de la planta. Los agentes causales de
esta enfermedad pertenecen a los géneros Campylocarpon,
Dactylonectria, Cylindrocladiella, Cylindrocarpon e llyonectria.
Estos hongos infectan las plantas a tfravés de heridas en las raices o
en la parte basal del patrén que estd en contacto con el suelo

(Agusti-Brisach and Armengol, 2013).
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3.1.4.3. Estrategias de manejo para su control

Desde la prohibicion del arsenito de sodio en 2003, por su
elevada peligrosidad tanto para el ser humano como para el medio
ambiente, no existen métodos para luchar contfra estas
enfermedades. Debido a la poca eficacia de los tratamientos
fungicidas, la mayoria de los estudios realizados en los Ultimos anos
para el control de estas enfermedades han sido enfocados desde
el punto de vista de la prevencidén y del uso de adecuadas

prdcticas culturales.

La prevencion de las enfermedades de la vid se tiene que llevar
a cabo desde el momento en el que se adquiere el material vegetal

para establecer una nueva plantacion.

Existen estudios que indican que las plantas procedentes de
vivero pueden estar infectadas con una frecuencia elevada por los
patdégenos asociados a las enfermedades de la madera (Agusti-
Brisach et al., 2013). Una vez establecida la plantacion, se
recomienda realizar un manejo adecuado del cultivo,
particularmente en lo relativo a la poda, y el uso de las buenas
prdcticas culturales. Evitar las situaciones de estrés hidrico sin dar
riegos excesivos y redlizar una fertilizaciéon adecuada sin forzar la
produccion son prdcticas esenciales que se deberdn llevar a cabo

durante los primeros anos de la plantacion.

La proteccion de las heridas de poda mediante el pintado con
soluciones fungicidas evitard en gran medida la infeccién de las
plantas por parte de los hongos de dispersion aérea. Los restos de
poda son una importante fuente de indculo de estos patdgenos,
por lo que se recomienda la retirada de todo el material vegetal
podado (Agusti-Brisach et al., 2013).
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El desarrollo de un sistema eficaz de tratamiento contfra los
agentes causantes de estas enfermedades se ha convertido en una
necesidad importante en un escenario en el que se estdn haciendo
esfuerzos para promover un uso sostenible de plaguicidas y buscar

alternativas respetuosas con el medio ambiente.

En definitiva, se estd infentando buscar una nueva estrategia, a
ser posible ecoldégica, que mejore el estado sanitario de las vinas,
con especial atencion en las enfermedades de madera. El ozono
en disolucién acuosa es un buen candidato, como se verd mads
adelante, y por ello surgié el proyecto INNTER ECOSANVID 2015, en

el que se enmarca esta Tesis.

3.2. Descripcion de las variedades

Cada vez se estdn introduciendo nuevas variedades que, aunque
no han sido tradicionales en la zona, han demostrado una
adecuada adaptacion y han proporcionado la posibilidad de
satisfacer las necesidades del mercado. Este es el caso de la
variedad Cabernet Sauvignon, ya que como se ha visto
anteriormente, desde el periodo de 2000-2018 ha aumentado su
superficie en un 872%. Por ofro lado, en cuanto a las variedades
blancas, la Macabeo es la Unica variedad tradicional de Castilla-La
Mancha cuyo cultivo ha aumentado en un 572% en estos Ultimos
anos. A continuacion, se verd detalladamente las caracteristicas de

ambas variedades.

3.2.1. Cabernet Sauvignon

Es de origen francés, concretamente de la region vitivinicola de

Burdeos. La cepa aparecid en el siglo XVIl como resultado del cruce
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entre la Cabernet Franc y la Sauvignon Blanc (Bowers and Meredith,
1997).

Esta variedad también es conocida con ofros nombres como
Vindure, Vidure, Petit Vidure, Bidure o Vidure Sauvignonne. Otros
sindbnimos antiguos que van cayendo en desuso son: Petit Bouschet,
Bouschet Sauvignon (Libournais), Bouchet (Saint Emilion), Carbouet

(Bazadais), Marchoupet (Castillon) y Burdeos Tinto (Espana).

Actualmente, se ha impuesto el nombre de Cabernet Sauvignon
en todos los vinedos del mundo, que corresponde realmente al

conocido vidueno Bordelés (Enciclopedia del vino, 1987).

Es una cepa vigorosa, de porte erguido y de brotacion medio-
tardia. Brote muy velloso, blanco y con rebordes de color
acarminado oscuro. Las hojas jévenes son abultadas, algodonosas
y conservan el color rojizo en los bordes del imbo que les da un

aspecto granate oscuro.

Las hojas adultas son de tamano medio, orbiculares, brillantes,
abultadas, compuestas por 3-5 I6bulos y de color verde oscuro. El
fondo de los senos presenta un perfil codncavo o rectilineo: los
inferiores generalmente abiertos y los superiores de bordes
superpuestos. Muchas hojas fienen la base desguarnecida, de
forma que el seno peciolar marca el limite justo de partida de los
nervios. Los dientes son anchos, ojivales y poco numerosos. La cara
inferior de las hojas es ligeramente pubescente, con pelos cortos e
incoloros, y vellosa. El peciolo es de color violado y el follaje se

enrojece ligeramente en otono.

En cuanto a los brazos, son acostillados y de color verde claro

pero algo pardos en la base. Los zarcillos son finos y pequenos. Los
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sarmientos son de color beige amairillento claro, con nudos de color

mds oscuro y recubiertos de una ligera pruina malva.

Los racimos son pequenos (alrededor de 10 cm de largo), de un
peso medio de 100 a 125 gramos, alados y cilindroconicos. Las
bayas son pequenas (7 a 10 mm de didmetro), esféricas, de piel
espesa y duray de color negro. La pulpa es crujiente y firme, con un
sabor especial que recuerda a la violeta y las frutas silvestres y de
gusto astringente (Chirivella et al., 1995) (Fig. 10). Su desborre es

tardio y su ciclo favorable que la protege de las heladas precoces.

Es muy sensible al oidio, la excoriosis y al ataque de erinosis, e
incluso a veces presenta agallas filoxéricas. También es sensible a
enfermedades de la madera como la yesca. Por otro lado, es
menos sensible al midiu y bastante resistente a la podredumbre gris,

debido al espesor del hollejo de las bayas (Chirivella et al., 1995).
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Para obtener vinos de gran calidad, se utilizan portainjertos
débiles y podas cortas que mantengan los rendimientos por debajo
de 50 hL/ha. A veces, en vinedos nuevos, se recurren a podas
largas, con portainjertos mds vigorosos que permiten obtener
rendimientos mds elevados. En este Ultimo caso, el vino obtenido es
de menor calidad, pero aceptable si se utiliza como variedad para

mejorar un “coupage”.

Los vinos elaborados con esta variedad poseen un alto nivel de
complejidad de aroma y sabor debido a las grandes influencias
compositivas del origen de la uva (Gonzaga et al., 2019). Los aromas
primarios de la Cabernet Sauvignon se caracterizan por notas
afrutadas (Vilanova et al., 2013) como por ejemplo la grosella, la
cerezaq, la ciruela y los frutos rojos. Si pasan por barrica, aparecen
los aromas a tabaco y chocolate. Los vinos jovenes presentan un
aroma intenso que recuerda a la grosella, pimiento verde y en
ocasiones, a la menta y aceitunas recién recolectadas. Los vinos
son de color rojo oscuro, con cuerpo y un gran aroma persistente.

Los vinos jévenes son astringentes y tdnicos (Souza, 2000).

3.2.2. Macabeo

Esta variedad también es conocida con ofros nombres como

Viura, Alcanol, Blanca de Daroca, Forcalla, Gredelin o Perpindn.

La primera cita que se hace de ella es de 1859, en “El fratado de
las cepas” del Conde Odart, en donde se usa el nombre de
Macabeo. Pero la primera referencia espanola la encontramos en
“El lioro del viticultor” de Eduardo Abela, publicado en 1885.

El ampeldégrafo Luis Hidalgo en su “Tratado de Viticultura” (1993),
senala que esta variedad parece ser originaria de Espana, desde

donde se habria propagado al Midi francés. Concretamente tiene
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su origen en la cuenca del Ebro, motivo por el cual dicha uva es
altamente cultivada en el norte de la peninsula, ademds de ser una

de las variedades mds extendidas del pais.

Es una cepa de porte erguido, de brotacidon muy algodonosa, de
color verde pdlido y con ligera pigmentacion rojiza en el extremo
del brote.

Las hojas son de tamano grande, con forma pentagonal y
orbicular, con senos laterales marcados, haz aranoso de color verde
pdlido y envés muy algodonoso. Las hojas adultas a veces poseen

un diente en la base de los senos laterales.

El racimo es de tamano medio, muy compacto y de forma
coénica larga. Las bayas son de tamano mediano, con forma
esférica y color amairillo y, en zonas soleadas, de color pardo (Fig.
11).
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Es una variedad de un vigor medio-elevado, con ferfilidad y
productividad elevadas. Se adapta perfectamente a diferentes
tipos de terreno y es muy versdtil en cuanto a la climatologia,
aungue debe evitarse su implantacién en lugares demasiado

humedos y frescos asi como en terrenos demasiado secos.

Es muy sensible a la podredumbre gris y algo sensible a los dcaros,
oidio 'y necrosis bacteriana. También es sensible a
Phaeoacremonium aleophilum, que es un hongo asociado con la

yesca. En cambio, es poco sensible al mildiu.

En cuanto a las caracteristicas enoldgicas, la Macabeo es una
variedad polivalente, ya que segun las condiciones de cultivo, se
pueden obtener vinos blancos secos, espumosos € incluso vinos
dulces naturales. Los vinos secos y espumosos son ligeros,

agradables, equilibrados en azUcar y acidez y de color pdlido.

Los vinos espumosos de Macabeo, en general, tienen un color
amarillo pdlido pajizo con tonos verdes y una intensidad aromdatica
media con notas de fruta blanca y toques florales anisados. La
variedad Macabeo es de maduracion temprana respecto a otras
variedades muy empleadas en la elaboracion de cava como Xarel
o Parellada. Para este tipo de vinos, se suele vendimiar temprano
para mantener un equilibrio en acidez-alcohol, ya que niveles bajos
de acidez provocarian falta de brillantez y aromas. Ademds, la
acidez guarda relaciéon directa con la estabilidad microbioldgica
del vino y, por tanto, con la capacidad de envejecimiento de los
vinos espumosos (Buesa et al., 2018). Su sabor es ligeramente
astringente y se puede emplear para mejorar el aroma de vinos
jovenes elaborados a partir de Airén, con la que mezcla de forma

excelente.
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3.3. El ozono en disolucion acuosa

En los Ultimos anos se estd dando una gran importancia a la
buUsqueda de alternativas y nuevas estrategias ecoldgicas que
puedan reemplazar a los plaguicidas utilizados en viticultura, en
especial a aguellas que limiten la infeccidn de la vid por hongos de
la madera, y ademds que sean eficaces, de fdcil utilizaciéon vy
econdmicos. Estudios recientes han revelado que el ozono en
disolucion acuosa es un candidato prometedor.

A continuacioén, se verdn las caracteristicas generales del ozono,

su accion germicida y las aplicaciones mds habituales.

3.3.1. Caracteristicas generales

Desde el punto de vista quimico, el ozono (Os), forma triatémica
de oxigeno, es un alétropo de este elemento. Sus principales
propiedades fisicas se muestran en la Tabla 1 (Guzel-Seydim et al.,
2004).

Tabla 1. Principales propiedades fisicas del ozono.

Propiedades Valores

Punto de ebulliciéon -111,9+£0,3°C
Punto de fusion -192,5+0,4°C

Temperatura critica -12,1 °C
Presion critica 54,6 atm

El ozono es altamente inestable y resulta de la reorganizacién de
los dtomos cuando las moléculas de oxigeno (O2) estdn sometidas

a un aporte de alta energia. La fuente de esta energia suele ser
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electroquimica, radiacién ultravioleta o descarga eléctrica
(corona), de las cuales la mas utilizada para obtener ozono acuoso

es la ultfima.

En la descarga en corona, el gas de alimentacién, comUnmente
aire seco, se pasa entre dos electrodos separados por un material
dieléctrico y el ozono producido puede introducirse directamente
en forma gaseosa a la atmdsfera, o bien en el agua para producir

agua ozonizada.

El ozono es un gas azulado a temperatura ambiente, de olor
peculiar y con una gran accion oxidante debido a su alto potencial
de oxidacién-reduccion (Tabla 2) (Guzel-Seydim et al., 2004), que le
proporciona propiedades germicidas (Kim et al, 1999; Kim and
Yousef, 2000). El ozono ejerce su accion aftacando las
glucoproteinas y/o glucolipidos que forman las membranas

celulares del microorganismo, destruyéndolos (Langlais et al., 1991).
Tabla 2. Agentes oxidantes y su potencial de oxidacién-reduccion.

Potencial de oxidacidn-reduccion

Agentes oxidantes

(mV)

Flbor 3,06
Ozono 2,07
Permanganato 1,67

Dioxido de cloro

1,50
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De hecho, en presencia de compuestos orgdnicos insaturados
(tal como los lipidos de membrana), el ozono puede dar lugar a
reacciones de cicloadicion (mecanismo de Criegee) que
conducen a la formacion de los denominados compuestos

ozénidos (Fig. 12).

H

Is) H OH (o]

R,AYI >< + R|—< + R,—<
| Ry .

O—g O—OH H

Ozonides Hydropercxides Aldehydes

Figura 12. Reaccidn entre un dcido graso insaturado (7) y el ozono
(Almeida et al., 2013).

El mecanismo de la ozondlisis (Fig. 13) fue descrito por Criegee en
1975. El primer paso es una cicloadicion 1,3 dipolar de ozono a la
olefina que conduce a malozénido (1) (intermedio de Criegee),
que es muy inestable y se descompone para dar un zwitterion (2) y
un compuesto de carbonilo (3). En presencia de un disolvente
reactivo, como agua o alcohol, el zwitterion interactia con el
disolvente para dar hidroperdxidos (4) con alto rendimiento, ya que
la concentracion del disolvente supera con creces la de cualquier
otfra sustancia con la que el zwitterion pueda reaccionar. Los
ozénidos (5), dimeros (6) o perdxidos polimeros pueden ser
subproductos. Cuando el disolvente es inerte, el zwitterion debe
reaccionar consigo mismo o con un compuesto de carbonilo. La
reaccién con el compuesto de carbonilo (3) para formar un ozénido
monomérico (5) como producto principal, y los 0zénidos poliméricos
como productos menores, generalmente predominan si (3) es un

aldehido (Almeida et al., 2013). El zwitterion (2) se suele dimerizar
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para formar (6) o se polimeriza cuando (3) es una cetona, menos

susceptible al ataque nucleofilico (Bailey, 1978).

R 2T R
>< >< + polymeric peroxides
R R
0—0
6
/earrangemem products
Z R
(o) (¥
j —_— | (L‘—'"/)I\ | >< + ozonides polymeric
R R R ] ~o 0-
> : R é R \._.--j —0
R

1 2 3 124 tnoxolane or ozonide

HG\
R

R: 0

OH

G*: OH, OR, OCOR

4
hydroperoxides

Figura 13. Mecanismo de ozondlisis propuesto por Criegee (1975).

El ozono es parcialmente soluble en agua y, como la mayoria de
los gases, aumenta su solubiidad conforme disminuye la
temperatura. La razén de sus particularidades radica en que las
fuerzas de atraccidén entre dtomos (enlace covalente) son muy
pequenas, lo cual hace a la molécula de ozono muy inestable. Sus
reacciones cinéticas son muy rdpidas, necesitando un tiempo muy
reducido de contacto quimico para completar las reacciones de
oxidacién-reduccion deseadas. Tiene una propiedad Unica de
autodescomposicion, se consume inmediatamente en el proceso,

y no deja residuos toxicos (Langlais et al., 1991).

Su corta vida media (tanto en fase gaseosa como en disolucion
acuosa) no permite su almacenamiento y distribucion como
cualquier ofro gas industrial, sino que debe generarse in situ, en el

ambiente a partir de aire o de oxigeno puro mediante una
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descarga eléctrica de alto voltaje (Palou et al., 2004) por lo que no
es posible una liberacion descontrolada y repentina del mismo.
Cuando el ozono se anade al agua para formar una disolucion
acuosa de ozono, se descompone en una primera etapa de forma

instantdnea y en una etapa posterior de forma mas lenta.

El ozono es mds inestable en su forma acuosa que en forma
gaseosa, ya que a 20 °C su vida media como 0zono gaseoso es de

3 dias, pero como o0zono acuoso es de 20 minutos (Tabla 3).

Tabla 3. Vida media del ozono en fase gaseosa y acuosa.

-50 3 meses 15 30 minutos
-35 18 dias 20 20 minutos
-25 8 dias 25 15 minutos

20

3 dias 30 12 minutos

El ozono no se acumula en el tejido graso ni causa efectos

cronicos a largo plazo, por lo que no se considera cancerigeno ni
mutagénico (Liangji, 2008). Disuelto en agua resulfa fambién
completamente inocuo, dado que su accién sobre la materia
orgdnica provoca su rdpida descomposicion. Unicamente en el
caso de tratamientos a altas presiones podria producirse la
liberacién de ozono al aire, apareciendo entonces en la superficie

de intercambio agua-aire concentraciones que podrian
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considerarse peligrosas. Ante una sobreexposicion, que seria
realmente complicado (> 2-3 ppm durante varias horas), se pueden
presentar sinfomas transitorios como dolor tordcico, iritacion de
garganta, picor de ojos, dolor de cabeza y/o sensibilidad a la luz.
Estos sinftomas disminuyen en cuestion de minutos después de la
exposicion y la recuperacion completa se obtiene en unas horas. El
tratamiento recomendado ante una exposicidn excesiva es reposo

y suministrar oxigeno.

El ozono se produce artificialmente desde finales del siglo XIX
mediante los generadores de ozono, proceso que se lleva a cabo
en el lugar en donde se realizard la aplicaciéon. El funcionamiento
de los generadores es sencillo: pasa un flujo de oxigeno a través de
los electrodos, que provoca una corriente de electrones en el
espacio delimitado por los mismos. Estos electrones producen la
disociacion de las moléculas de oxigeno que posteriormente

formardn el ozono.

Cuando este gas es inyectado en el agua, puede ejercer su
poder oxidante mediante dos mecanismos de accién: oxidacion
directa de los compuestos mediante el ozono molecular, vy
oxidacién por radicales libres hidroxilo. Estos radicales libres,
generados en el agua por combinaciéon con las moléculas de
ozono, constituyen unos de los mds potentes oxidantes, con un
potencial de 2,80 V. No obstante, presentan el inconveniente de
que su vida media es del orden de microsegundos, aunque la
oxidacién que llevan a cabo es mucho mds rédpida que la oxidacion

directa por moléculas de ozono (Rodriguez Vidal, 2003).

En la Figura 14 se muestran las reacciones del ozono en disolucion

acuosa para producir radicales alfamente reactivos.
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O3 + H)O — 2HO- + O3
O3 + OH™ — O™+ HO»

O3 + HO» — 20, + HO
2HO,: — O + HoOn

Figura 14. Reacciones del ozono en disoluciones acuosas (Yang et al.,
2020).

Durante el proceso de descomposicion, el ozono produce
perdoxido de hidrégeno, el cual se cree que puede acelerar Ia
descomposicion del ozono (Yang et al., 2020). El mecanismo por el
cual el perdéxido de hidréogeno promueve la generacion de
radicales hidroxilo, puede deberse a que se disocia en iones HO2,
que catalizan la formacion de radicales hidroxilo, como se muestra

en la Figura 15.
H>0,; < HO; + H

HO; + 203 — :OH + ‘03 + 0Oy

Figura 15. Mecanismo por el cual el perdxido de hidrégeno puede
promover la generacion de radicales hidroxilo (Staehelin and Hoigne,
1982).

Dependiendo de las condiciones del medio, puede predominar
una u otra via de oxidacién: en condiciones de bajo pH, predomina
la oxidacion molecular. Bajo condiciones que favorecen la
produccion de radicales hidroxilos, como es el caso de un elevado
pH, exposicidn a radiacion ultravioleta, o por adicién de perdxido
de hidrogeno, empieza a dominar la oxidacién mediante radicales
hidroxilo. A pH alto los compuestos orgdnicos tienden a disociarse,

y la reaccién del ozono con los compuestos disociados es mds
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rdpida que la de los originales (por ejemplo, los fenoles y los
compuestos de aminas aromdaticas), por lo que se descompone
mas faciimente generando mds radicales hidroxilo (Yang et al.,
2020).

Se ha sugerido que el ozono atmosférico se introduce en las
plantas a fravés de los estomas, y en las células mesofilicas se
convierte en las llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS), tales
como el anidn superdxido, los radicales hidroxilo y el perdxido de
hidréogeno (Mehlhorn et al., 1990). Por lo tanto, ROS podria alterar el
metabolismo de las plantas (Pell and Dann, 1991), especialmente a
través de la activacion del metabolismo secundario como
mecanismo de defensa, lo que resulta en una mayor sintesis de
fitoquimicos, como polifenoles y compuestos aromdaticos. Por ello en
contacto con ozono, cultivos tales como la vid, podrian activar su
metabolismo secundario, que es el responsable de la sintesis de
compuestos relacionados con el color y el aroma de las uvas, lo
cual repercutiria en el vino, ya que son los principales factores de

calidad del mismo.

3.3.2. Accién germicida del ozono

Es conocida la accién germicida directa del ozono sobre todo
tipo de microorganismos desde hace mucho tiempo, tanto en
hongos, bacterias, virus e incluso esporas dificiles de erradicar por
ofros productos (Orta de Veldsquez et al., 2008). En el caso
particular de los hongos y bacterias causantes de la degradacion
de los tejidos vegetales, el ozono es también efectivo contra las
esporas de aquellos que se propagan y reproducen por esta via.
Las esporas son muy resistentes cuando las condiciones les resultan

adversas y pueden permanecer largo tiempo en estado latente,
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trasladdndose de lugar a través del aire u ofros medios, hasta
encontrar nuevamente condiciones de temperatura y humedad
propicias, en cuyo caso dardn lugar a una nueva infeccion. Es por
ello que las infecciones por microorganismos esporulados son
extremadamente dificiles de erradicar por ofros agentes y, en tales

casos, el ozono brinda una proteccién muy eficaz.

Su efecto bactericida se debe a la destruccion de la esfructura
de la membrana por medio de la peroxidacion de los fosfolipidos y
de las lipoproteinas (Langlais et al., 1991). Esta oxidacién provoca la
rotura de dicha pared, propiciando asi que los constituyentes
celulares salgan de la célula. Los danos producidos sobre los
microorganismos no se limitan a la oxidacién de su pared, el ozono
también causa danos a los constituyentes de los dcidos nucleicos
(ADN y ARN), provocando la ruptura de enlaces carbono-
nitrbgeno, lo que da lugar a una despolimerizacion. Los
microorganismos, por tanto, no son capaces de desarrollar

inmunidad al ozono como hacen frente a ofros compuestos.

Las enfermedades de la vid, como el oidio, mildiu y botritis
afectan gravemente a la sanidad del vinedo, pero existen
productos quimicos que han demostrado ser eficaces contra las
mismas. A diferencia de ello, las enfermedades de la madera,
consideradas de las mds destructivas, son una preocupacion en
todos los paises productores de vino, como se ha comentado
anteriormente. En la actualidad se estd intentando reducir el uso de
productos quimicos de sintesis, ya que dejan residuos, y se estdn
buscando alternativas ecoldgicas que sean respetuosas con el

medio ambiente, como podria ser el ozono en disolucion acuosa.

Los métodos de lucha propuestos actualmente no son curativos

(fungicidas, productos quimicos, estimuladores bioldgicos, etc.), por
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lo que los que se aplican frecuentemente en el vinedo son

meramente preventivos (Florence et al., 2016).

Estudios recientes han revelado que el ozono, en disolucion
acuosa, es un candidato prometedor para limitar la infeccion de la
vid por Phaeoacremonium aleophilum, que es un hongo asociado
con la yesca (Pierron et al., 2015). Por ofro lado, Raio et al. (2016) y
Modesti et al. (2019) demostraron que su aplicacion en hojas y
racimos de vid redujo las poblaciones de bacterias y hongos de
manera similar a los tratamientos quimicos, pero sin dejar residuos,

por lo que ademds podia considerarse un producto ecoldgico.

Ademds, el ozono en disolucidon acuosa mostrd un efecto positivo
sobre las enfermedades de la madera en vides de diferentes
cultivares, pero en mayor medida en Cabernet Sauvignon,
permitiendo reducir el uso de plaguicidas tradicionales (Serrano de
la Hoz et al., 2018; Tolosa et al., 2018).

3.3.3. Aplicaciones mas habituales del ozono

Como ya se ha indicado, el ozono es un agente oxidante fuerte
y natural, con una larga historia de uso en la desinfeccidén de aguas
municipales, agua embotellada, piscinas, etc. De los oxidantes mdas
utilizados en el fratamiento de aguas, los radicales libres de hidroxilo
y el ozono tienen el potencial mds alto (son los mds oxidantes). Ello
explica la gran eficacia del ozono como desinfectante, asi como su
capacidad para oxidar materia orgdnica del agua, eliminar olores
y sabores desagradables, y degradar compuestos quimicos de
diversa naturaleza (Cosemar Ozono, 2020). Es un potente agente
germicida capaz de eliminar bacterias, virus, hongos y también
quistes pardsitos, todo ello sin provocar la formacién de compuestos

toxicos ni  dejar residuos, puesto que se descompone
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espontfdneamente en oxigeno, siendo este aspecto una gran
ventaja frente a ofros desinfectantes comUnmente empleados para

estos fines.

Por otfro lado, el ozono también puede destruir, sin dejar residuos
toxicos, subproductos del cloro, plaguicidas, agrotdoxicos y
compuestos orgdnicos téxicos del agua (Langlais et al., 1991). Es
decir, destruye de forma eficaz las emanaciones de gases
amoniacales, etileno y ofros producidos por productos fitosanitarios
y fertilizantes utilizados en agricultura. Dependiendo de la fuente del
agua, aplicaciones de ozono acuoso entre 0,5 y 5 ppm en menos

de 5 minutos de tiempo de contacto son suficientes.

Debido a su efecto desodorizante y bactericida, el ozono se
utiliza, también, para renovar el aire en ambientes confinados.
Ademds, se emplea en el fratamiento del aire y/o del agua de
banos, vestuarios, aseos, gimnasios, salas de musculacién, piscinas
publicas y particulares, hoteles, comedores de hosteleria, consultas
y salas médicas, guarderias, colegios, geriatricos y piscifactorias
industriales, entre otras. También se utiliza en medicina, fratamientos

odontolégicos, estéticos, efc.

3.3.4. Aplicaciones del ozono en el sector agroalimentario

En estas Ultimas décadas la aplicaciéon del ozono se estd
extendiendo en distintos campos, incluyendo el agroalimentario.
Existen varios estudios que respaldan el empleo de ozono en la

industria agroalimentaria y en la agricultura.

Asi, en la industria panadera y de reposteria aplican al agua de
amasado ozono, obteniendo agua ozonizada que al mezclarla con
la harina actua sobre ésta destruyendo los mohos y esporas

existentes en ellas.
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Por otfro lado, la tecnologia tradicional utilizaba agua con cloro,
normalmente, como agente desinfectante para lavar frutas y
vegetales frescos, pero tenia un efecto limitado en eliminar
bacterias en la superficie de las frutas y vegetales. Ademdas, las
comunidades ambientales y de salud expresaron su preocupacion
por los subproductos residuales del cloro. Actualmente se emplea el
ozono, ya que éste elimina bacterias como Escherichia coli, Listeria
y otros patdégenos de alimentos mucho mds rdpido que los
desinfectantes tradicionalmente usados, como el cloro y no
produce residuos quimicos. El crecimiento del consumo de frutas y
vegetales frescos obligd a la industria a buscar métodos mds
eficaces para evitar el deterioro por microorganismos, y el ozono es

una alternativa eficiente (Liangji, 2008).

La adicién de ozono a la atmdsfera de frigoconservacion estd
mereciendo una gran atencidn en la literatura cientifica,
proponiéndose para reducir la incidencia de podredumbre de muy
distintos frutos durante su conservacion. Su poder antimicrobiano es
capaz de reducir el deterioro postcosecha de productos frescos al
inhibir directamente el patdégeno o al inducir resistencia a la

descomposicion (Bellincontro et al., 2017; Coelho et al., 2015).

El uso del ozono como un desinfectante efectivo a nivel mundial
empezd en Francia en 1902, lo cual fue documentado en un
informe del Panel de Expertos titulado “Evaluacion de la historia y la
seguridad del ozono en el procesamiento de alimentos para
consumo humano” (Graham, 1997). Desde 1997, el ozono es
clasificado como producto GRAS (generalmente reconocido como
seguro) y ademdas, desde 2001, la aplicacion directa de ozono
como aditivo alimentario para el tratamiento, almacenamiento y

procesamiento de alimentos en fase gaseosa y acuosa ha sido
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aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA, 2001).

En las bodegas, el ozono se ha empleado para reducir el
deterioro de la microbiota en las uvas y para desinfectar tanques,
barriles y botellas. Los usos mds recientes del ozono gaseoso estdn
relacionados con las uvas después de haber sido recolectadas. Asi,
Rio Segade et al. (2019) evaluaron el efecto de la aplicacion de
ozono durante la deshidratacion de las uvas (10 y 20% de pérdida
de peso) sobre el contenido de compuestos fendlicos y su
extractabilidad durante la maceraciéon en la elaboracién de vinos
dulces. Los resultados no fueron concluyentes ya que el efecto del
ozono fue diferente segun el perfil y el contenido de antocianinas y

flavanoles de la uva.

Bellincontro et al. (2017) aplicaron ozono postcosecha en uvas
de la variedad Petit Verdot, para producir vinos sin adicion de
sulfitos, y dicho tratamiento aumenté el sabor afrutado. El ozono se
ha considerado negativo para el aroma de los alimentos, lo cual es
cierto en el caso de los alimentos procesados. Sin embargo, tal
como muestra dicho estudio, si consideramos que las células vivas
de las plantas pueden responder a los factores estresantes, el
ozono, manejado adecuadamente, puede tener un efecto positivo

en el aroma.

Paissoni et al. (2017) estudiaron los posibles efectos del
tratamiento con ozono postcosecha, sobre la composicidn fendlica
y extractabilidad de uvas de las variedades Nebbiolo y Barbera. Se
observd un aumento de la extractabilidad en ambas variedades
por efecto del ozono, por lo que concluyeron que puede usarse
como desinfectante en el proceso de elaboracién de vino, ya que

no afecta negativamente a las uvas.
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Como se ha visto anteriormente, el efecto de los tratamientos de
0zono en uvas postcosecha ha sido ampliamente estudiado. Sin
embargo, es escasa la informaciéon sobre el efecto de los
tratamientos de agua ozonizada en la vid y en la uva antes de ser
vendimiada, por lo que poco se conoce sobre como afectan a la

calidad de la uva y de los vinos resultantes.

Los primeros estudios al respecto fueron los de Campayo et al.
(2019-2020), en los que se pulverizaron cepas de la variedad Bobal
con una disolucion acuosa de ozono, y se estudid el efecto
producido en la calidad de la uva y el vino. Los autores concluyeron
que la dosis de ozono recibida por las plantas es el factor mas

influyente.

3.4. Técnicas para la aplicacién de disoluciones acuosas de ozono
en vina

Las principales aplicaciones de agua ozonizada en agricultura
son las pulverizaciones foliares y los tratamientos conjuntos con el
agua de riego (riego por goteo). A continuacion, se verdn en
detalle estas técnicas asi como la mds novedosa de ellas, que
consiste en la inyeccion de la disolucidon en el tronco, también

denominada endoterapia.

3.4.1. Pulverizacion foliar o a la parte aérea

La forma habitual de aplicar productos fitosanitarios es por
pulverizacién sobre las hojas de la planta. Sin embargo, es conocido
que la eficacia de dicho tratamiento no es la que cabria esperar,
ya que una gran parte de este se pierde y no llega a los cultivos,
repercutiendo en una mayor contaminacién ambiental y una

importante pérdida econdmica para el agricultor. Asi, Bonicelli et al.
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(2010) mostraron que las aplicaciones foliares condujeron a una
pérdida de producto, de manera que entre el 10 y el 40% del
producto se depositd en la tierra y entre un 30 y 40% en el aire. Por
tanto, se entiende que Ultimamente, en donde la concienciacion
por la agricultura sostenible ha aumentado, haya una gran
preocupaciéon por una aplicacién mejor y mds eficaz de los

productos fitosanitarios.

La pulverizacion tiene como objetivo depositar las gotas del
producto de forma que cubran estratégicamente los puntos de
infeccién, ya sean potenciales o establecidos, de manera que
puedan ejercer su actividad protectora o curativa. Debido a su
eficacia y ufiidad, existe una gran variedad de equipos

pulverizadores.

No todos los sistemas se adaptan de la misma forma a los
condicionantes del cultivo. Existe una clara diferencia (medida en
términos de homogeneidad de deposicidén, recubrimiento vy
pérdidas de producto) entre los pulverizadores hidroneumdaticos
convencionales (con o sin  deflectores), pulverizadores
hidroneumdticos con salidas individuales orientables, o

pulverizadores neumdticos (Gil et al., 1998).

En los pulverizadores hidraulicos, el producto es impulsado por
una bomba hidrdulica a una presion determinada. El paso del
liquido a presién a través de la boquilla produce gotas de diferentes
tamanos que varia en funcién de la presidon de trabajo y del tipo de

boquilla utilizada.

Los pulverizadores hidroneumdaticos o atomizadores son los mds
utilizados en aplicaciones sobre cultivos arbdreos, ya que se
consigue la maxima penetraciéon del producto. Estos generan una

nube de gotas finas, previa dilucion de la materia activa en agua,
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mediante pulverizacion hidrdulica utilizando boquillas que colocan
las gotas sobre una corriente de aire generada por un ventilador.
Modificando el tamano de las boquillas (caudal) y la presidon de
trabajo, se ajusta el volumen de aplicacion y el tamano medio de
las gotas pulverizadas. Asi, mientras que los pulverizadores
hidroneumdaticos convencionales presentan deficiencias a la hora
de conducir el liquido al objetivo, no permiten importantes
reducciones del volumen de aplicacidén y no presentan gran
adaptabilidad a los tratamientos localizados. Los pulverizadores
hidroneumaticos con salidas individuales orientables han mostrado
una mejor adaptacion alos condicionantes de la vina, posibilitando
la reduccién de volimenes y mostrdndose como una de las mejores
opciones, tanto para la localizacién del producto como para la

reducciodn de pérdidas en el suelo.

Los pulverizadores neumdticos o nebulizadores son mdaquinas que
aprovechan el efecto Venturi, producido por el aire que un potente
ventilador de tipo centrifugo envia con velocidad préoxima a 400
Km/h, por una o varias tuberias, en las que en un estrechamiento se
coloca un tubo surtidor, conectado al depdsito de liquido
fitosanitario, por el cual sale, y al chocar con la corriente de aire, es
finamente pulverizado. El tamano de las gotas producidas permite
que el volumen necesario por hectdrea, para realizar una buena
cobertura de las plantas, sea muy reducido. Sus principales ventajas
radican en su gran capacidad para que las gotas alcancen su
objetivo, en las reducidas pérdidas de producto y en el bajo
volumen de liquido fitosanitario por hectdrea, ademds de la
penefraciéon que se consigue en determinadas zonas del cultivo

como puede ser el racimo.
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Entre los Ultimos equipos propuestos para aplicaciones aéreas
destacan aquellos que disponen de un rociador de tunel con
circulacién de aire interior, que permiten la recuperacién de los
fitosanitarios no depositados sobre la vegetacion y que estos
vuelvan a ser usados. Ademds, esta recuperacion evita la dispersion
de los tratamientos y mejora la distribucion del producto, haciendo
qgue sea homogénea y con un mojado uniforme y bien dirigido,
mejorando la penetracion del producto en las zonas profundas de

la vegetacion.

3.4.2. Riego por goteo

Es el sistema de riego mds extendido en vinedos, ya que es el que
proporciona una mayor eficiencia en el uso del agua. Este sistema,
ademds, no moja la parte cérea de la planta y permite la

aplicacién de agroquimicos de forma localizada en las raices.

La seleccidon del tipo de gotero, la separacion entre goteros y las
necesidades de filfracién, deben ser evaluadas detenidamente
durante el diseno de la instalacién. La separacion de los goteros en
funcién del tipo de suelo es un factor muy importante. En suelos
arenosos es recomendable distancias de 50 cm entre goteros,
mientras que en terrenos arcillosos las distancias pueden ser de

hasta 1 metro.

Existen varios fipos de goteros para riego por goteo: gotero
turbulento, autocompensante, antidrenante y antisuccion. El gotero
turbulento no es autocompensante, por lo que el caudal de emisidn
va a depender de la presion de trabagjo. El gotero
autocompensante incorpora una membrana de goma que
contrarresta el efecto de los cambios de presidon lo que permite

obtener un caudal constante dentro de un rango de presiones de
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trabajo. El gotero antidrenante cierra la salida de agua cuando la
presion de la red baja de un determinado valor, para impedir el
vaciado de lared de riego. Por Ultimo, el gotero antisuccion se utiliza
en el riego subterrdneo. Cuando el gotero estd enterrado, se
produce un efecto de succidn que puede hacer que entre tierra en
el gotero vy, por tanto, obstruirlo y este tipo de gotero impide esta

situacion.

La tuberia de goteo puede ser instalada en vina de tres formas
diferentes. El sistema mds habitual es la instalacion superficial del
lateral portagoteros a pie de las cepas. Este sistema puede utilizarse
tanto en cultivo en vaso como en espaldera. La segunda
disposicion de la tuberia portagoteros seria sujeta a los alamibres
inferiores de la espalderaq, y el tercer tipo de instalaciéon es lo que se

denomina riego por goteo subterrdneo.

La cantidad de agua que necesita un vinedo depende de una
serie de factores como la variedad de uva, tipo de suelo, ya que un
suelo arcilloso almacena mds agua que Uuno Arenoso, evaporacion
y transpiraciéon, densidad de plantacion, fertilizacion y sistema de

conduccion del vinedo.

La aplicacién de agua ozonizada a través del sistema de riego
presenta una serie de ventajas, como puede ser su alta eficiencia
de aplicacién ya que no se pierde agua de riego por escorrentias.
Al administrarse el agua gota a gota, esta no puede acumularse en
la superficie y por lo tanto, a la planta le da tiempo a absorberla.
Por ofro lado, el viento no afecta a la distribucién y las pérdidas por

evaporacion son minimas.

El uso de agua ozonizada en el riego consigue, ademds de
proporcionar un agua completamente libre de microorganismos

potencialmente peligrosos para las plantas, descontaminar el suelo,
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mejorando notablemente sus propiedades fisico-quimicas, con lo
que los transforma en suelos mds ricos en nutrientes, de los que la
planta obtiene con mayor facilidad los elementos que necesita
para un crecimiento vigoroso y sano, que redunda en una mayor
resistencia a los ataques fungicos (Cosemar Ozono, 2020). También
puede lograr una mayor productividad aportando a la planta una
mayor resistencia a plagas y enfermedades, y por tanto una menor

necesidad de emplear plaguicidas.

El ozono disuelto en agua, ademds, actia como bioestimulante
para las plantas, debido a que corrige el contenido mineral,
transforma la materia orgdnica presente en el agua y aporta
oxigeno a la raiz de las plantas. El iego con agua ozonizada elimina
también los posibles plaguicidas que pudiesen existir en el agua de

riego agricola, asicomo detergentes y ofros compuestos orgdnicos.

3.4.3. Endoterapia

La inyeccidon de productos quimicos en los troncos de los drboles
tiene una larga historia con resultados dispares. En el siglo XV,
Leonardo da Vinci fue el primero en intentarlo. Para ello, infrodujo
arsénico en el fronco de manzanos, a través de agujeros, para

envenenar la fruta (Roach, 1939; Stoddart and Dimond, 1949).

La endoterapia vegetal es un método terapéutico de
tratamientos fitosanitarios que consiste en la inyeccion del producto
fitosanitario y/o abono directamente en el sistema vascular de la
planta. Destaca, respecto a los tradicionales tratamientos aéreos,
por la ausencia de nebulizacién o atomizacién de productos
quimicos en el ambiente, suelos y aguas, asi como por ser
tfotalmente inocua para la salud de las personas y animales,

pudiéndose utilizar a cualquier hora del dia.
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La endoterapia se basa en la capacidad de flujo de savia que
hay en elinterior de los tejidos vasculares. En plantas lenosas, la savia
del xilema se mueve en flujo ascendente a fravés de los vasos,
debido al gradiente decreciente del potencial hidrico desde el
agua subterrdnea hasta las hojas. Los movimientos de la savia en los
vasos cumplen el principio de Bernoulli de la dindmica de fluidos,
por lo que la intfroduccién de un objeto como un taladro en el
tronco, causa una reduccion de la seccién transversal de los vasos
qgue conduce a un efecto Venturi en el que se produce un aumento
de la velocidad de la savia, mientras que su presidon disminuye
(Montecchio, 2013).

El flujo de savia viene determinado en funcién de dos
pardmetros: la franspiracion y la capacidad de intercambio
osmotico en las raices; por lo tanto, cuando se tienen en cuenta
estas dos variables en el funcionamiento, el fratamiento puede ser

mads eficaz.

La endoterapia de productos fitosanitarios presenta una serie de
ventajas frente a ofros tipos de aplicacion, como una eficacia
prolongada de varios meses (evitando asi posibles resistencias al
producto), un consumo escaso de agua, no tiene impacto
ambiental, su actuacion es respetuosa con los insectos fitoseidos, y
sU Uso puede ser extendido a cualquier tipo de drbol, con unos
tiempos de aplicacion que oscilan entre los 30 segundos hasta los
10 minutos, ya sea contra plagas o enfermedades criptogdmicas

(Tecnoendoterapia, 2020).

Existen dos procesos de inyeccion en funcion de la forma en la
que se realiza el agujero. Por un lado, los métodos que implican
perforar el fronco antes de usar el dispositivo de inyeccién, y por

otro lado las técnicas basadas en agujas sin perforacién previa
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(Berger and Laurent, 2019). La mayoria de las técnicas se basan en
la perforaciéon del tronco, aunque esta puede causar danos en los

tejidos debido a la velocidad de perforacién y por lo tanto, se

puede reducir la absorcion (Montecchio, 2013).

Para prevenir la posible lesion del darbol, se han desarrollado
varios sistemas basados en agujas como BITE (Blade for Infusion in
Trees), Wedgle Direct-Inject, Endokit, etc. Una vez hecho el orificio,
el producto fitosanitario puede ser infroducido en el fronco de
diferentes maneras. Lo mds habitual consiste en una cdpsula con
una cdnula o una jeringa que se introduce en el orificio para
inyectar la solucion. Otros dispositivos son fubos con una bomba o
un taladro acoplado a un inyector. Los métodos de inyeccion
también difieren en el didmetro del orificio, que oscila entre 2 mm y
9.5 mm. La profundidad de la inyeccion varia entre los métodos ya
que se utilizan diferentes tamanos de aguja que se adaptan a la
morfologia de los diferentes drboles. La solucidn inyectada se
desplaza dentro del tronco por absorcién natural o es forzada bajo
presion. Los mds utilizados son los dispositivos de alta presion que

suelen oscilar entre 207 kPa y 450 kPa (Berger and Laurent, 2019).

Son varios los factores que afectan a la eficacia de la inyeccién,
como pueden ser las propiedades del producto fitosanitario, la
fisiologia y anatomia del arbol, el tipo de plaga, el método utilizado
o las condiciones ambientales. Tanto los dispositivos como las
técnicas de aplicacién influyen en la absorcion debido a la
perforacion, profundidad, presion de inyeccion, didmetro del
agujero o la forma de la aguja o jeringa (Hu and Wang, 2016). En la
actualidad, se estdn intentando desarrollar técnicas que hagan un

corte limpio, con un menor didmetro y un agujero menos profundo,
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ya gue cuanto menor sea el didmetro del agujero, la herida se cura

mas rapidamente (Perry et al., 1991).

El tiempo de inyeccidon va a estar influenciado por la presion y
por el volumen del compuesto inyectado. Pequenos volimenes y
alta presiéon reducen el tiempo de suministro del producto mediante
inyeccion en el tronco. Una mayor presion permite inyectar un
mayor volumen de producto, pero esto puede causar lesiones en la
corteza ya que esta puede partirse (Montecchio, 2013). Ademds,
puede producirse cavitacion si el aire entra en el orificio de
inyecciéon y por lo tanto, la columna de agua se interrumpiria y la

absorcién se detendria (Perry et al., 1991).

Recientemente, ha aumentado el interés por la endoterapia
como alternativa a la pulverizacion en los huertos y en los paisajes
donde otros métodos no pueden aplicarse o son ineficaces, y para
limitar la exposicién no deseada (Acimovic et al., 2015). Por ejemplo,
se ha estudiado la inyeccién en el fronco para controlar el fuego
bacteriano (Erwinia amylovora Burril) en manzanos y el mildiu
(Plasmopora viticola Berk. and Curt.) en las vides (Acimovic et al.,
2014; Duker and Kubiak, 2009).

La inyeccidn en el fronco de antibidticos parece ser el Unico
método eficaz disponible para controlar el huanglongbing o
enverdecimiento de los citricos, causado por el patdégeno sistémico
Candidatus liberibacter Garnier (Hu and Wang, 2016; Hu et al., 2017;
Puttamuk et al., 2014; Shin et al., 2016).

Del Frari et al. (2018) hicieron un ensayo en vina en el que
aplicaron mediante endoterapia, cuatro productos quimicos para
combatir los patdégenos Phaemoniella chlamydospora vy
Phaeoacremonium minimum asociados a la yesca. En dicho estudio

concluyeron que el uso de endoterapia, en las primeras etapas de
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infeccion de cepas jovenes, puede ser una esfrategia de conftrol

eficaz especialmente contra Phaemoniella chlamydospora.

3.5. Calidad de la uva y de vino

Cualquier tratamiento que se realice en el vinedo puede afectar
alacomposiciéon de la uvay, por lo tanto, ala calidad final del vino.
La calidad de un vino se qprecia a nivel sensorial, pero su
composicidon y el equilibrio entre todos sus constituyentes son los que

verdaderamente van a condicionar dicha calidad.

Son varios los parédmetros que deciden la aptitud enolégica de la
uva. En el caso del vino, su calidad dependerd de los componentes
de la uva, de cdmo se hayan extraido en la vinificacion y de la
generacion e integracidon de nuevos compuestos con los

procedentes de la uva, en el proceso de fermentacion.

A confinuacién, se tratan de forma conjunta los principales

pardmetros que van a decidir la calidad de la uva y del vino.

3.5.1. Pardmetros enolégicos convencionales y cromaticos

3.5.1.1. °Baumé

Los azUcares mds abundantes a lo lago de la maduracion de la
uva son la glucosa y la fructosa, los cuales se localizan en la pulpa.
Los °Baumé (Bé) proporcionan una estimacién del contenido en
sélidos solubles del jugo de la uva en base al indice de refraccién,
entre los cuales abundan la glucosa y la fructosa. A lo largo de la
maduracidn, se considera que el contenido en azicares aumenta,
hasta llegar a un limite asintdtico. Glucosa y fructosa, son
trasformados en alcohol durante la fermentacion alcohdlica del
mosto por medio de las levaduras. Por ello, cuanto mayor sean los

°Bé del mosto, mayor graduacién alcohdlica tendrd el vino.
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Las altas temperaturas generalmente conducen a una
aceleracion de la acumulacion de azucares en las bayas, excepto
en regiones extremadamente cdlidas, donde las temperaturas
exceden el 6ptimo fotosintético durante una parte considerable del
periodo de crecimiento. Ademds, con el aumento de las
temperaturas es mas facil obtener vinos con un alto contenido de
alcohol (Martinez de Toda, 2019). Este elevado contenido ha sido
uno de los objetivos tradicionales de la viticultura, pero, hoy en dia,
existe una nueva tendencia de los consumidores ya que prefieren
vinos con un contenido alcohdlico moderado (Mira de Orduna,
2010).

En la actualidad, muchas cooperativas pagan la uva al viticultor
segun los °Bé de un kilo de uva (kilogrado), que permiten estimar el
grado alcohdlico probable del vino. Por ello, se paga mdas al
viticultor cuanto mayor es la produccion y el contenido en azdcar
de la uva. Sin embargo, produccion y calidad de uva son dos
parametros opuestos (Olmeda and Bernabéu, 2002). Ademds, en
tal valoracién, no se tienen en cuenta otfros pardmetros de la uva
gue estdn relacionados con la calidad del vino, tales como el color

y el aroma.

3.5.1.2. Acidez y pH

La acidez de la uva se debe a la presencia de los dcidos
tartarico, mdlico, citrico, siendo el primero el mds abundante vy
caracteristico de la uva, y todos ellos se localizan en la pulpa. El
seguimiento de la acidez durante la maduracién proporciona
informacion sobre la fecha de vendimia mds adecuada, e informa
de la adaptacion de una variedad a unas condiciones

edafoclimdticas determinadas. Asi, en los climas cdlidos las uvas

61



I ntroduccicn g @

poseen una baja acidez en comparacion con las uvas cultivadas
en climas frios. La ratio entre °Bé y acidez total es un criterio cldsico
utilizado para elegir la fecha de cosecha cuando las uvas estdn en
la madurez tecnoldgica optima. Se estima que las ratios alrededor
de 4 son las mds adecuadas (Hidalgo, 2011) porque las uvas

muestran el mejor equilibrio entre azUcar y acidez.

En el vino, la acidez se debe fundamentalmente a los fres dcidos
provenientes de la uva y a los acidos succinico, Iactico y acético,
generados durante el proceso de la fermentacion. La adecuada
acidez total del vino garantiza la preservacion, conservacion y

estabilidad de su color, aroma y sabor.

Para la medida de la acidez se tiene en cuenta el pH, que nos
informa sobre la acidez real de la muestra expresada como la
concentracion de iones hidrogeno libres en la disolucidon. Por su
parte, la acidez total es la suma de los dcidos valorables del mosto
o del vino cuando se lleva a pH 7 anadiendo una disolucién alcalina
valorada (OIV, 2014). Esta acidez total se expresa como gramos de
dcido tartdrico por litro de mosto, por ser éste el dcido mayoritario

tanto del mosto como del vino.

3.5.1.3. Color

En la elaboracion del vino tinto, las uvas son estrujadas y el mosto
es macerado durante el periodo de fermentacién y en muchos
casos, durante un periodo de maceracion previo a la fermentacion,
junto con los hollejos. La mayor parte de la materia colorante se
encuentra en los hollejos de las uvas y la maceracion vy
fermentacion alcohdlica favorecen su extraccion. Esta liberacion es
mayor si se utilizan técnicas de remontado o bazuqueo, durante

estos periodos.
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Entre los factores que influyen en la composicion de la uva, se
encuentran fundamentalmente las condiciones medioambientales,
las prdacticas culturales llevadas a cabo en el vinedo o la variedad

de uva (Carbonell and Martinez, 2013).

El color del vino tinto es uno de los aspectos sensoriales mds
importantes, no sélo por ser la primera imagen de un vino, sino
porque es un indicador de otros aspectos relacionados con su
calidad. El aspecto, tonalidad e intensidad de un vino ofrecen
informacioén sobre su concentracion tanica, su edad, su estado de
conservacion e incluso de algunos defectos que después se

notardn al beberlo (Zamora, 2003).

El color de los vinos tintos jovenes estd determinado
principalmente por los pigmentos provenientes de las uvas, entre los
cuales los antocianos son los principales. Estos compuestos son muy
reactivos y desde las primeras etapas de vinificacion, interaccionan

con otros compuestos.

Entre los factores que influyen en el color de los vinos, se
encuentran los que influyen sobre la composicién de la uva vy los
gue lo hacen en los procesos de vinificacion y conservacion de los

vinos.

La mayoria de los métodos de medida del color estdn basados
en la determinacién espectrofotométrica de la absorbancia en el
ultravioleta  visible (Glories, 1984; Ribéreau-Gayon,1964;
Sudraud,1958). En 1976 la “Comision Internationale de L Eclairage”
(CIE) recomendd la utilizacion de otro sistema para la expresion del
color, el espacio CIELAB. Los pardmetros CIELAB también indican
como éste es percibido sensorialmente por parte del consumidor,

es decir, complementan los indices cromdticos y se ha demostrado
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que estan correlacionados con el andlisis sensorial (Monagas et al.,
2005).

3.5.2. Composicion fendlica

3.5.2.1. Madurez fendlica de la uva

El concepto de madurez fendlica es importante sobre todo
cuando hablamos de uvas y vinos tintos, pudiéndose interpretar no
s6lo como una forma de medir la calidad de las uvas, sino también
como forma de evaluacion de la adaptacion de una variedad a
unas condiciones edafoclimdticas. La madurez fendlica es un
concepto que abarca no sélo la concentracién de compuestos
fendlicos presentes en la uva tinta, en particular de antocianos y
taninos, sino también su estructura y capacidad de ser extraidos
durante la vinificacién. Diversos autores la definen como la madurez
optima de las uvas para la elaboraciéon de vinos tfintos de alta
calidad (Ribérau-Gayon et al., 1999; Zamora, 2003), es decir, como
aqguella que presenta la mds adecuada vy equilibrada
concentraciéon de antocianos y taninos. La determinacion de la
madurez fendlica es cada vez mds Util para elegir la fecha de
vendimia adecuada, en la que no sélo se tengan presentes

pardmetros tradicionales ligados al °Bé y/o a la acidez.

La principal dificultad para la determinacion de este pardmetro
radica en que los compuestos que se pretenden determinar se
encuentran en la piel y deben ser extraidos al medio, intentando
reproducir de la forma mds representativa posible lo que ocurriria
durante la etapa de maceracion-fermentacion de una vinificacion.
Existen varios métodos para medir la madurez fendlica, siendo el
método propuesto por Glories (Saint-Cricq et al., 1998) el que
parece dar resultados mds completos, ya que realiza la extraccion

diferenciada de los compuestos fendlicos faciimente extraibles (con
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solucion tampoén pH 3,2) vy los compuestos fendlicos dificimente
extraibles (con solucién tampdn pH 1), permitiendo asi calcular el
contenido polifendlico total, el contenido en antocianos y su
aptitud a la extraccion. Kontoudakis et al. (2010) han demostrado el

interés de este método para predecir el color del vino.

A lo largo de la maduracion de la uva, el contenido de
antocianos va aumentando hasta alcanzar un méximo después del
cual se observa una disminucién de dichos compuestos (Zamora,
2003). En cuanto a los taninos, la evolucion con la maduracion es
diferente segin procedan de la semilla o del hollejo. La
concentracién de los primeros sigue una tendencia descendente,
mientras que en los segundos es ascendente (Zamora, 2003). No
solo la evolucion de la concentfracion es diferente a la hora de
hablar de los taninos, sino que la astringencia también es diferente.
A medida que va avanzando la maduracion, la astringencia de los
taninos del hollejo disminuyen mientras que los que proceden de la

semilla sigue siendo alta (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

La cara interna del hollejo de las uvas estd recubierta de una
capa de células de la pulpa de grosor variable que impide que se
produzca la solubilizacidn de los antocianos cuando es muy gruesa.
Al madurar la uva, esta capa va disminuyendo vy se favorece la
solubilizacién (Zamora, 2003). Por lo tanto, el concepto de madurez
fendlica esimportante sobre todo cuando hablamos de uvas y vinos
tintos, pudiéndose interpretar no sélo como una forma de medir la
calidad de las uvas, sino también como forma de evaluacién de la

adaptacién de una variedad a unas condiciones edafoclimdticas.

Las caracteristicas estructurales de los compuestos fendlicos de

la uva y del vino se describen en el apartado siguiente.
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3.5.2.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, o polifenoles, tienen una gran
importancia en enologia. Es relevante el papel que desempenan
en las caracteristicas y la calidad de los vinos al ser los principales
responsables del color, la astringencia, el cuerpo y de parte del
sabory aroma de los vinos. Como ya hemos visto, estos compuestos
proceden de las partes sdlidas de la uva y sus propiedades
antioxidantes ejercen un efecto positivo sobre el vino alargando su
estabilidad. Su presencia en el vino depende tanto de las
variedades viniferas empleadas en su elaboracién, de las
condiciones edafoclimdaticas y culturales en que estas hayan sido
cultivadas, y del proceso de vinificacion. De un modo muy general,
el contenido global de compuestos fendlicos se estima que puede
oscilar entre 50 y 350 mg/L en vinos blancos y diez veces mds en

tintos (Sarni-Manchado and Cheynier, 2006).

En la Tabla 4 se muestra una clasificacion de los compuestos
fendlicos de todas las Vitis viniferas fundamentada en su estructura

quimica.

Tabla 4. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Compuestos no flavonoides Compuestos flavonoides

Acidos benzoicos Antocianos
Acidos cindmicos Flavanoles y taninos
Estillbenos Flavonoles

Las diferencias entre ambos grupos principalmente consisten en
la estructura quimica bdsica, ya que los flavonoides estdn formados

por dos anillos fendlicos unidos por una cadena de tres dtomos de
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carbono, mientras que los no flavonoides tienen un Unico anillo. A

continuacion, se detallan los diferentes grupos.

3.5.2.2.1. Compuestos no flavonoides
3.5.2.2.1.1. Acidos fendlicos

El grupo de los acidos fendlicos estd formado principalmente, por
dcidos benzoicos (gdlico, siringico, vainillico, etc.) y dcidos
cindmicos (cumdarico, caféico, ferdlico, etc.). Influyen en las
caracteristicas organolépticas de los vinos (astringencia y amargor)
y en los procesos oxidativos posteriores a la fermentacion, ademads

pueden actuar como copigmentos.

Los dcidos benzoicos, principalmente se encuentran en los
hollejos, en cambio los dcidos cindmicos se encuentran tanto en los
hollejos como en las partes sdlidas de las uvas de variedades
blancas y tintas. Antes de la fermentacién, la proporcién de dcidos
esterificados es muy superior a la de dcidos libres, aungue la
liberacion de dcidos fendlicos por efecto de las levaduras no debe
atribuirse solamente a la rotura de uniones éster, sino que los
microorganismos llevan a cabo una degradaciéon metabdlica de
flavonoides a dcidos fendlicos y de éstos a dcidos benzoicos,

aldehidos y alcoholes.

Los dacidos hidroxicindmicos son los compuestos fendlicos mds
caracteristicos de los vinos blancos vy los principales compuestos no
flavonoides de vinos tintos (Garrido and Borges, 2013). A pesar de
que los vinos blancos contienen una baja concentracion de
compuestos fendlicos comparados con los vinos tintos, estos
contienen comparativamente una concentracion alta de dacidos

hidroxicindmicos. Los dcidos hidrixocindmicos son por tanto la clase
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predominante de fenoles en los vinos blancos y la clase principal de

fenoles no flavonoides en vinos tintos (Vanzo et al., 2007).

3.5.2.2.1.2. Estilbenos

Estan formados por dos anillos aromdaticos (bencenos) separados
entre si. Los estilbenos pueden estar libres o formando heterdsidos a

veces poliméricos (Bruneton, 1993).

El Resveratrol es el estilbeno mds representativo. Recientemente,
el resveratrol ha recibido mucha atencidn por sus propiedades
bioldgicas especificas y sus efectos terapéuticos potenciales. El vino
es la fuente dietética principal de resveratrol. Este compuesto se
produce en las hojas y en la piel de las uvas en respuesta a una
infeccidon o a un estrés inducido por herbicidas, fungicidas o luz
ultravioleta. El resveratrol se encuentra como aglicén (frans y cis-
resveratrol), o como glucdsido (frans y cis-piceido) y en formas

diméricas (Baur and Sinclair, 2006).

Se sabe que el contenido de resveratrol en la uva disminuye
considerablemente durante la maduracion. En el vino, el resveratrol
estd presente sélo a nivel de frazas, su concentracidn exacta
dependerd altamente de la técnica enoldgica utilizada en su

vinificacién (Garrido and Borges, 2013).

Durante el proceso de vinificaciéon la molécula de resveratrol se
isomeriza a trans-resveratrol y por ello este isdmero se encuentra en
menor concentracion en la uva. De acuerdo con el tipo de vino, la
forma frans del resveratrol (aglicona o glucdsido) es mds abundante

que la forma cis (Neveu et al., 2010).
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3.5.2.2.2. Compuestos flavonoides
3.5.2.2.2.1. Antocianos

Son los pigmentos responsables del color pUrpura de la piel de las
uvas tintas y del color del vino tinto, por lo que se localizan en la piel
de la baya (Barceld et al., 1994), aunque excepcionalmente
también pueden encontrarse en la pulpa de las variedades
tintoreras (Castillo-Munoz et al., 2009), siendo éstas muy ricas en
color. Su estructura se caracteriza por tener un esqueleto bdsico de
quince atomos de carbono (Cé-C3-Cé) de tipo 2-fenil benzopirona.
Podrian definirse como sales de flaviio (de nucleo favilio
polihidroxilado y/o metoxilado) unidos por un enlace glucosidico a
una molécula de azicar. Los antocianos se llaman también
antocianinas y sus derivados privados del azucar se denominan

antocianidinas.

En Vitis vinifera se distinguen cinco tipos de moléculas de
antocianinas, dependiendo del niUmero de hidroxilos (OH) y grupos
metoxilo (OCHs) en el anillo B (Fig. 16). Existe una mayor diversidad
de estos compuestos debido a la acilacidn de los azicares con los

dcidos acético, p-cumdarico y caféico.

Antociano Rj R>

Cianidina OH H
Peonidina OCHsz H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs; OH

Malvidina OCH3 OCH3

Figura 16. Estructura de los principales antocianos encontrados en la uva.
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Hay factores que pueden incidir en el nivel de antocianos en
uvas como son la temperatura, las condiciones de insolacion y del
terreno (Arozarena et al., 2002; Esteban et al., 2001; Larice et al.,
1989) vy las prdcticas viticolas: el sistema de conduccion, la
fertilizacion o el riego (Castia et al., 1992; De la Hera et al., 2005;

Keller and Hrazdina, 1998; Sipiora and Gutiérrez Granda, 1998).

Una vez que los antocianos son exfraidos en el proceso de
maceracioén, aportan su color al mosto e interaccionan con otros
compuestos generados durante la fermentacion alcohdlica,
participando en reacciones de copigmentacion y polimerizacion,
que otorgan al vino su color definitivo. Ademds, es posible apreciar
la apariciéon de nuevos pigmentos originados por la unidn de las
antocianinas a los taninos y a otros compuestos resultantes de la
fermentacion alcohdlica (piruvato, vinil guayacol, vinil fenol). Estos
nuevos pigmentos, mds estables que las originales antocianinas,
pueden presentar una coloracién pUrpura o anaranjada, que Ppoco
a poco contribuye a la modificaciéon del color del vino a lo largo del

tiempo.

3.5.2.2.2.2. Flavanoles y taninos

Los flavanoles (6 flavan-3-oles, 6 3-flavanoles) se localizan en las
partes sélidas, tanto en las variedades tintas como en las blancas, y
principalmente en las pepitas, en las que su concentracidon es
mayor que en los hollejos, especialmente los mondmeros (Kennedy
et al., 2002). Los principales mondémeros de la uva son la (+)
catequinay suisdmero la (-) epicatequina. No se encuentran nunca
esterificados con azUcares ni con alcoholes, circunstancia que les
confiere una elevada reactividad, que se manifiesta de manera
particular por la tendencia a polimerizarse para formar taninos. Los

mondmeros de flavanoles y los taninos son particularmente
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abundantes en el vino tinto, y estdn presentes en menor cantidad

en el vino rosado y vino blanco (Neveu et al., 2010).

La estructura de los taninos se basa en polimeros mdas o menos
complejos formados por unidades de flavan-3-oles. Los oligdmeros
y polimeros de estos flavan-3-oles se conocen también con el
término de proantocianidinas, porque en presencia de dcidos
minerales liberan antocianidinas por ruptura de las uniones
intermonomeéricas. Las procianidinas oligoméricas corresponden a
polimeros formados por un niUmero amplio de unidades flavanoles
(de tres a una decena). Las formas poliméricas (Fig. 17) representan
la mayor parte de los flavan-3-oles. Los taninos de los hollejos difieren
de los de las semillas por la presencia de prodelfinidinas y mayor

grado de polimerizacion (Di Stefano, 1995).

OH

OH

HO 0]

n
Subunidades

de extensién

OH

Subunidad —m——mmm—m—m

terminal

OR

OH

Figura 17. Estructura general de los taninos de la uva.
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Los taninos juegan un papel preponderante en la calidad de los
vinos, al conferirles propiedades de astringencia, de color y de
estructura. También contribuyen a la estabilizacién del color
durante el envejecimiento (Pérez-Magarino and Gonzdlez-San José,
2001). Presentan cambios por precipitacion, por ruptura de aquellos
de mayor tamano y formacién de otros de tamano medio, lo que
modificard las propiedades sensoriales de astringencia y amargor.
Estas reacciones, asociadas frecuentemente a un medio oxidativo,
se ven favorecidas en el caso de la formacion de nuevos pigmentos
y polimerizacion de taninos, por la presencia de acetaldehido, el
cual sirve de puente entre las moléculas (uniones tanino-antociano
y tanino-tanino), y que se forma por la oxidacion del etanol durante
el envejecimiento en barricas, o también, cuando el vino se somete

a tratamientos como la micro-oxigenacion.

3.5.2.2.2.3. Flavonoles

Los flavonoles son los responsables del color amarillo de las pieles
de las variedades blancas, por lo que se encuentran
fundamentalmente en el hollejo (Cheynier and Rigaud, 1986),
aungue también se han detectado en la pulpa en pequenas

proporciones (Pereira et al., 2006).

El grupo mds importante de flavonoles de la uva lo constituyen la
quercetina, miricetina y kaempferol asi como sus correspondientes

glicésidos.

Los flavonoles y los dcidos hidroxicindmicos se consideran
tradicionalmente los principales copigmentos del vino tinto, por lo
que contribuyen a la estabilizacién del color proporcionado por los

antocianos (Gomez-Miguez et al., 2006).

72



g @ Intraduceicn

3.5.3. Composicion aromdatica

3.5.3.1. Madurez aromatica de la uva

La madurez aromdtica se refiere al conjunto de compuestos
aromdticos de la uva que pueden participar en el aroma del vino.
Estd formado por un grupo muy complejo de sustancias que
pueden presentarse en forma libre, es decir, como moléculas
voldtiles y por tanto olorosas, o en forma ligada que no son voldtiles
y por tanto no huelen, a las que se denomina precursores del
aroma. Las uvas poseen diferentes grupos de precursores del
aroma, pero los denominados como precursores aromaticos

glicosidicos son los mds importantes.

Es un hecho conocido que la mayoria de las uvas para
vinificacidbn no huelen, lo cual indica que los compuestos
aromdticos del vino que proceden directamente de la uva se
encuentran formando parte de estructuras mdés complejas que les
impiden poner de manifiesto su volatilidad, es decir, de precursores.
No obstante, la mayor parte del aroma del vino procede del
proceso de fermentacién alcohdlica, aungque este aroma no es el
responsable de su tipicidad, sino que ésta va a depender del
potencial aromdatico de las uvas de las que procede. Algunas veces
es suficiente con que una de las sustancias esté presente en la uva,
aungue sea en canfidades bajas, para que caracterice el aroma

de esa variedad y le aporte ese toque de distincion.

Los precursores glicosidicos constituyen el grupo mds importante
responsable de los atributos varietales de los vinos, especialmente
en variedades neutras, ya que estas formas son mds comunes que
los aromas libres (Noguerol-Pato et al., 2012; Salinas et al., 2012b).
Estos precursores son grandes moléculas que constan de una

aglicona voldatil unida por un enlace O-glucosidico a una molécula
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de glucosa. Ademdas, esta glucosa puede o no estar unida a otra
molécula de azicar constituyendo un disacdrido. La aglicona
puede pertenecer a diferentes familias quimicas, como terpenos,
C13-norisoprenoides, compuestos Cé, bencenoides, etc. (Fig. 18),

todas ellas de naturaleza volatil si pueden soltarse de la glucosa.

Azlcar Aglicona
Alcoholes
H
Compuestos Cé
Apiosa

—0 Monoterpenoides

Ramnosa
00—
Arabinosa OH Fenoles voldtiles
HO C13-norisoprenoides
OH

Figura 18. Estructura general de los precursores glicosidicos del aroma
(Baumes, 2009).

La liberaciéon de la aglicona ocurre durante el proceso de
vinificacion y a lo largo de la conservaciéon y envejecimiento de los
vinos. La liberacién de los compuestos voldtiles, procedentes de los
precursores glicosidicos, puede ser realizada por la accién de
enzimas exdgenas o enddgenas con actividad B-glucosidica
(Sdnchez-Palomo et al., 2005), por la actividad de las levaduras y de
las bacterias (Michimayr et al., 2012) o por hidrdlisis dcida (Salinas
and De La Hoz, 2012a) (Fig. 19).
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OH
0——¢H OH HO-CH,
0 ’ 0 °© OH |
CHOH 7 1o 0 A - CH;0H + Ho 0 +
HO OH % HO 'OH ‘
OH OH OH OH
Linalyl 6-O-B-D-apiofuranosyl- B-D-glucopyranoside B-D-apiofuranose B-D-glucopyranose Linalool

Figura 19. Ruptura hidrolitica de los enlaces glicosidicos del precursor
glicosilado del linalol y liberacion de azicares y de la aglicona voldtil. La
glucosa y el resto de la glicosil glucosa se muestra en rojo (Rubio-Bretdn et
al., 2019).

La medida de los precursores glicosilados de las uvas puede
realizarse de forma indirecta a través de la determinacion de las
agliconas voldtiles mediante cromatografia de gases. Sin embargo,
hay métodos mds sencillos, que dan una informacién global del
conjunto de precursores, permitiendo una transferencia de
informacioén Util para tomar decisiones a corto plazo. Debido a esto,
son los métodos que mds interesan al sector productivo, en especial

a las bodegas.

En esta tesis se ha evaluado de forma global la maduracién
aromdtica de las uvas a través del indice de potencial aromdatico
varietal (IPAv). Este indice estima el total de precursores aromdticos
glicosilados a partir de la medida de la glucosa a la que se unen las
agliconas voldatiles. A esta glucosa se le denomina glicosil glucosa o
glucosa G-G, e independientemente de que proceda de un
disacdrido o no, por cada molécula de glucosa G-G determinada
hay una molécula volatil. Por tanto, cuantificando esa glucosa G-G
se puede tener una estimacion del contenido total de los

compuestos voldtiles procedentes de los precursores.

A dia de hoy, esta es la herramienta mdas eficaz para estimar el
potencial aromdtico de las uvas. Es un indice de facil interpretacion,

gran utilidad y puede ser aplicado en todo el proceso productivo
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(uvas, mostos y vinos, blancos y tintos) ofreciendo una enorme

versatilidad.

3.5.3.2. Compuestos aromaticos

El aroma es una de las caracteristicas mdas importantes ligadas a
la calidad y a las preferencias de los consumidores por un
determinado alimento. Se debe a moléculas orgdnicas voldtiles que

impactan en el érgano olfativo en el curso de una degustacion.

En funcidén de su origen, el aroma del vino se puede clasificar en:
varietal, fermentativo y post-fermentativo. El aroma varietal es el
que aporta la variedad de la uva, el fermentativo es el producido
durante la fermentacion alcohdlica y maloldctica, y el post-
fermentativo es el formado durante el almacenamiento vy
envejecimiento de los vinos, destacando especialmente el
aportado por la madera en el caso de los vinos sometidos a un

proceso de crianza.

A continuacién, se detallan las principales caracteristicas de los
compuestos responsables de los distintos tipos de aroma de los

vinos.

3.5.3.2.1. Aroma varietal

El aroma varietal es el que resulta del metabolismo de la uva y
dependen de la variedad (Lopez-Tamames et al., 1997), de las
practicas agrondmicas (Fragasso et al., 2012), de la aplicaciéon de
tratamientos fitosanitarios (Gonzdlez-Rodriguez et al., 2011), de las
condiciones edafoclimdticas (Sabon et al., 2002) y en general de

las caracteristicas de la zona donde se cultivan las vinas.

Como se ha indicado en el apartado anterior, o constituyen un

numeroso grupo de compuestos que pueden encontrarse en forma
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libre, es decir, como moléculas voldtiles y por lo tanto olorosas, o en
forma ligada que no son voldtiles y que por lo tanto no huelen, a las
gue se denomina precursores del aroma. Son muy importantes éstas
Ultimas ya que, pese a ser inodoras, a lo largo del proceso de
vinificacion y especialmente durante la fermentacién, pueden
liberar la parte voldatil y como consecuencia, le comunican al vino

su aroma caracteristico o aroma varietal.

Los precursores aromaticos pueden clasificarse en dos grupos
segun la forma en que contienen en su estructura la parte voldtil. Si
el precursor puede originar voldtiles olorosos mediante una o dos
fragmentaciones de la molécula, quedando aun reconocible la
estructura del precursor, se les denomina precursores especificos del
aroma. Por el conftrario, si el precursor es una estructura en la que
no se reconoce al voldtil, ya que se requieren numerosas reacciones
para que estos sean formados, se les denomina precursores no
especificos del aroma. A este segundo grupo pertenecen los dcidos
grasos, carotenoides y aminodcidos. El perfil de ambos tipos de

precursores es caracteristico de la variedad (Salinas, 2013).

Porlo tanto, los compuestos del aroma de la uva que contribuyen
al aroma varietal de vinos se pueden clasificar en tres grandes

grupos, taly como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Clasificacion de los compuestos del aroma que contribuyen al
aroma varietal.

. Precursores Precursores no
Aromas libres

especificos del aroma | especificos del aroma

Terpenos Glicosidicos Acidos grasos
C13-norisoprenoides Glutatiénicos Aminodcidos
Compuestos Cé Cisteinicos Carotenoides
Bencenoides
Pirazinas

Los aromas libres no se encuentran en todas las viniferas y
requieren de actividades especificas enzimaticas por parte de las
levaduras para poder liberarse, siendo los compuestos que se
liberan muy inestables. Por el contrario, los precursores especificos
del aroma se encuentran en todas las viniferas y son los mds
abundantes, constituyendo una reserva potencial de aromas que
se puedenirliberando no sélo durante la fermentacion sino también
a lo largo del envejecimiento de los vinos ya que ademds de ser
estables, se liberan tanto por hidrdlisis dcida como por accidn

enzimdtica (Salinas, 2013).

3.5.3.2.1.1. Aroma libre

En el grupo de los terpenos, los compuestos odorantes se pueden
clasificar en monoterpenos y sesquiterpenos (de 10y 15 dtomos de
carbono, respectivamente). Los monoterpenos aparecen en forma

de hidrocarburos simples (limoneno), de dcidos (acido lindlico), de
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alcoholes (linalol, geraniol, citronelol), de aldehidos (linalal,

geranial) e incluso de ésteres (acetato de linalilo).

Los compuestos terpénicos libres se suelen concentrar en mayor
proporcion en el hollejo que en la pulpa. Asi el geraniol y el nerol,
que tienen aromas florales, se encuentran en un 90% en el hollejo,

mientras que el linalol (aroma a rosa) se encuentra en un 50% en el

/K/\)W\OH

Geraniol

zumo (Fig. 20).

HO X S

X Vs

Linalol Nerol

OH

Figura 20. Monoterpenoides aciclicos.

Los niveles de terpenos libres aumentan con el desarrollo de la
baya hasta la maduraciéon, y mdés alld del estado maduro pueden
llegar a disminuir. Los compuestos terpénicos se encuentran intactos
o poco fransformados en el vino, pudiéndose utilizar para la
caracterizacién varietal ya que no se ven significativamente
afectados por la etapa de fermentacion (Mateo and Jiménez,
2000).

Los norisoprenoides proceden de los carotenoides y estdn
formados por 13 dtomos de carbono. Los carotenoides se sintetizan
fundamentalmente desde la primera etapa de formacion del fruto

hasta el envero, y a partir de entonces se degradan, entre el envero
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y maduraciéon, para dar lugar a Cl13-norisoprenoides y otros

compuestos glicosilados (Baumes et al., 2002).

Los derivados norisoprenoides se dividen en dos principales
grupos: megastigmanos y no megastigmanos. Entre los primeros
destacan la B-ionona, con olor a violetas y la B-damascenona, con
olor que varia desde floral (flores blancas) hasta mermelada de
ciruelas pasas. Entre los no megastigmanos, el mds importante es el
1, 1, 6-tfrimetil-1, 2-dihidronaftaleno (TDN), que presenta un olor a

keroseno.

Los compuestos Cé poseen olores herbdceos y sabores amargos.
Son abundantes en los hollejos poco maduros y su concentracion
disminuye con la maduraciéon. Proceden de los dacidos grasos
poliinsaturados, como se verd mds adelante. Pueden aumentar su
concentracion por contacto de la uva con el oxigeno en las etapas
pre-fermentativas, principalmente durante la vendimia mecdnica y
despalillado. Tienen bajos umbrales de percepcién olfativa. Los
compuestos Cé insaturados son mds agresivos que los saturados vy

los aldehidos lo son mdas que los alcoholes (Salinas, 2006).

Los bencenoides en su forma libre proceden de los dcidos
fendlicos, pero en su mayor parte estdn en forma de precursores
glicosilados. La via de formacién de estos compuestos corresponde
a la via biosintética del dcido shiquimico, la cual es comun en la
mayoria de los vegetales y conduce a la formacién de fenoles

voldatiles a partir de la fenilalanina.

Los fenoles voldtiles provenientes de la uva poseen bajos
umbrales de percepcion olfativa y aromas agradables como la
vainilina que huele a vainilla, el eugenol que huele a clavo, el 2-

feniletanol que huele a rosas, los cinamatos que huelen a
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mermelada de frutas rojas, el guayacol a tostado, etc. (Efievant et
al., 1989).

Las pirazinas de las uvas son del tipo metoxipirazina (MP) y juegan
un papel importante en el aroma de algunas variedades como es
el caso de Cabernet Sauvignon. Las mdas importantes son: 2-metoxi-
3-isobutil-pirazina (MIBP), 2-metoxi-3-secbutil-pirazina y 2-metoxi-3-
isopropil-pirazina, pero la MIBP es la MP md&s relevante en uvas,
mostos y vinos (Sala ef al., 2004), y su presencia se relaciona con
notas a pimiento verde, espdrragos o notas terrosas. En la Figura 21

se muestran las principales pirazinas encontradas en uvas y vinos.

2-metoxi-3-secbutil-pirazina

(|3H3 CHj ?Ha
|
0 0 0
N/ | N - N/
2-metoxi-3-isobutil-pirazina 2-metoxi-3-isopropil-pirazina

Figura 21. Principales pirazinas encontradas en uvas y vinos.

Los niveles de MP disminuyen progresiva y rdpidamente con la
madurez de la uva y los niveles de MIBP en los vinos tintos dependen
solo de los niveles de MIBP en sus uvas correspondientes. El umbral
de la pirazina mds relevante es de 10-16 ng/L. Sin embargo, estos
compuestos no se suelen encontrar en las uvas y vinos de zonas
cdlidas, como es el caso del drea de estudio de la presente tesis
doctoral (Culleré et al., 2009; Garcia-Esparza et al., 2018; Sala et al.,
2004). Ademds, estd demostrado que en zonas de altas
temperaturas y con mucha luz, hay una disminucidén en la

concentracién de MP (Koch et al., 2012).
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3.5.3.2.1.2. Precursores especificos del aroma

Dentro de los precursores especificos del aroma, los precursores
glicosidicos son los mds importantes ya que se encuentran en todos
las viniferas y son los principales responsables de los atributos
varietales de los vinos, tal como se ha comentado anteriormente.
Las agliconas procedentes de los precursores glicosilados son
compuestos que poseen olores agradables, y, por lo tanto, una
mayor concentracion de estos precursores indica un mayor
potencial aromdtico de la uva con una repercusion positiva en el

aroma del vino.

Otro fipo de precursores especificos del aroma son los
glutationicos y cisteinicos, que se encuentran sélo en algunas
variedades de uva. Durante el proceso de la fermentacion
alcohdlica, las uvas que poseen actividades enzimdaticas, liberan
tioles volatiles a partir de este tipo de precursores. Los cisteinicos
estdn presentes en las uvas y mostos a niveles superiores que los
glutatiénicos, pero ambos necesitan levaduras con similar actividad

enzimadtica.

Los tioles se liberan al inicio de la fermentacién alcohdlica y son
faciimente oxidables e inestables. Ademds, se pueden transformar

en aromas indeseables en ambientes de reduccion.

3.5.3.2.1.3. Precursores no especificos del aroma

Los dcidos grasos insaturados de los vegetales constituyen una
de las fuentes principales de sustancias odorantes al transformarse
por oxidacién enzimdtica a aldehidos y alcoholes de 6 dtomos de
carbono. Los dcidos linolénico vy linoléico  constituyen

aproximadamente el 50% de los dcidos grasos insaturados de la
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uva, y por tanto pueden producir importantes concentraciones de

compuestos Cé.

En la baya los acidos grasos practicamente no existen en forma
libre, sino que se encuentran esterificados en forma de fosfolipidos,
glicolipidos y lipidos neutros. El hollejo es entfre 1,5y 3 veces mds rico
en dcidos grasos que la pulpa, y entre los dos contienen el 100% de

los mismos (Bayonove, 2003).

La maduracién de la uva conlleva un empobrecimiento en dcido
linolénico, mientras que el acido linoléico permanece constante.
Por el contrario, el dcido oleico aumenta (Bayonove, 2003). Estas
variaciones pueden estar relacionadas con la variacion de la
concentracion de compuestos Cé durante los diferentes estados de

maduracion.

Los aminodcidos constituyen un importante grupo de precursores
no especificos del aroma ya que, junto con el amonio, constituyen
la fuente nitrogenada necesaria para que las levaduras aseguren
el correcto desarrollo de la fermentacién alcohdlica. Ademds,
durante esta etapa de la vinificacién, el metabolismo de los
aminodcidos puede dar lugar a la formacién de alcoholes
superiores y ésteres, compuestos que contribuyen de forma decisiva
al aroma del vino, especialmente para las variedades neutras
(Lambrechts and Pretorius, 2000).

Por Ultimo, los carotenoides mds abundantes en las uvas son el pB-
caroteno y la luteina. El primero junto con la neoxantina son los que
se consideran los precursores de los C13-norisoprenoides mds

importantes de la uva.
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3.5.3.2.2. Aroma fermentativo

La parte principal del aroma del vino se genera por la accion de
las levaduras durante la fermentacion alcohdlica, o la accion de las

bacterias Idcticas durante la fermentacidon maloldcticao.

Los compuestos que constituyen el aroma fermentativo
pertenecen a diferentes familias quimicas: alcoholes, dcidos,
ésteres, compuestos carbonilicos, compuestos azufrados, lactonas
y fenoles voldtiles (Flanzy, 2000). Por su contribucion al aroma del
vino, los alcoholes superiores y sus acetatos, y los dcidos grasos y sus
ésteres etilicos, son los compuestos mds importantes (Molina et al.,
2007; Wang et al., 2018). La proporcién en que se encuentran en los
vinos depende de la variedad de uva, del tipo de microorganismos,
de las condiciones en las que se desarrollen y de las técnicas vy
materiales utilizados en la vinificacion (Lorenzo et al., 2008; Losada
et al., 2012).

La mezcla de todos los componentes mayoritarios de la
fermentacion alcohdlica, dan lugar al olor tipico de bebida
alcohdlica y constituye la base aromdtica comuin a todos los vinos.
Es un olor ligeramente dulce, alcohdlico, picante y frutal. Esta
mezcla constituye lo que se denomina un sistema buffer o tampdn
aromdtico. El aroma de los vinos es muy rico en notas aromdaticas
que son capaces de romper el tampdn aromdtico y transmitir la
aparicion de una nota sensorial diferente (Ferreira, 2007). Por el
contrario, la fermentacion maloldctica modifica sutimente el

aroma del vino (Flanzy, 2000).

El contenido medio total en el vino de los alcoholes superiores es
del orden de 300-400 mg/L, por encima de estos valores pueden
contribuir de forma negativa al aroma del vino. La formacién de

estos compuestos estd ligada al metabolismo de los azdcares y
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aminodcidos y, por tanto, estd fuertemente influenciada por la
composicion de nitrogeno de la uva. De esta forma, la formacion
de estos compuestos depende de la demanda de nitrogeno de la

levadura (Flanzy, 2000).

El isobutanol y el alcohol isoamilico suprimen las notas afrutadas
y amaderadas, pero no las notas a cuero, y pueden impartir al vino
una calidad negativa. La presencia de 2-feniletanol, que
proporciona notas de miel y rosas, puede contribuir al aroma del
vino (Wang et al., 2018). Los acetatos mdas significativos son el
acetato de isoamilo, que contribuye al aroma a pldtano, y el

acetato de 2-feniletilo, que contribuye al aroma floral.

Los dcidos grasos voldtiles y sus ésteres etilicos son, junto con los
alcoholes superiores y sus acetatos, los principales marcadores del
aroma fermentativo. Estos dcidos grasos y sus ésteres etilicos se
producen en altas canfidades en los vinos, presentando un
agradable aroma, siendo los ésteres los principales responsables de
los aromas afrutados. Por el contrario, aunque los dcidos grasos se
han relacionado como olores no deseables, se consideran
necesarios para un buen equilibrio del aroma del vino (Flanzy, 2000;
Wang et al., 2018). Los acidos hexanoico, octanoico y decanoico
son dAcidos grasos voldtiles comunes en el vino, siendo el dcido

octanoico el mds abundante.

Los ésteres etilicos contribuyen al aroma agradable, y se forman
durante las fermentaciones alcohdlica y maloldctica, siendo los
provenientes de la accion de las levaduras en la fermentacion
alcohdlica los mas importantes para el aroma del vino (Belda et al.,
2017).

Existen diferentes factores que pueden afectar al contenido de

compuestos voldtiles en los vinos. Estos factores incluyen: prdcticas
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agrondmicas, como la aplicacioén foliar de agroquimicos; técnicas
prefermentativas, como la adicion enoldgica de taninos vy
diferentes tipos de maceracién; técnicas fermentativas, donde se
utilizan diferentes cepas de levaduras y bacterias Iacticas, asi como

las condiciones de fermentacion.

Por ejemplo, los vinos inoculados con Saccharomyces cerevisiae
y Torulaspora delbrueckii muestran matices de fruta madura
mejorados y un mayor contenido de propanoato de etilo, 2-
metilpropanoato de etilo y dihidrocinamato de etilo. Por su parte,
los vinos de fermentacidn espontdnea presentan matices
mejorados de “fruta de hueso” (melocotdn, nectarina, albaricoque,
etc.) relacionados con los mayores contenidos de acetato de 2-
feniletilo y etanoato de 2-metilpropilo (Puertas et al., 2018). También
se ha demostrado que los vinos producidos por una cepa de
Saccharomyces cerevisiae, asi como los vinos producidos por
fermentacion espontdnea, producen altas concentraciones de
ésteres, principalmente 2-hidroxipropanoato de etilo, y dcidos

grasos (Blanco et al., 2013).

Después de la fermentacion alcohdlica, algunos vinos pueden
someterse a la fermentacién maloldctica. Los agentes de estas
transformaciones maloldcticas son las bacterias Idcticas,
principalmente de las especies Oenococcus oeni y en menor
medida de las especies Pediococcus damnosus y Lactobacillus. Se
ha encontrado que las bacterias pueden influir en el aroma,
produciendo metabolitos volatiles y modificando los compuestos
aromdticos derivados de la uva y el metabolismo de la levadura
(Styger et al., 2011). En general, se ha encontrado que la
fermentacion maloldctica puede suavizar el aroma afrutado y

reducir el aroma verde del vino (Styger et al., 2011). Finalmente, la

86



g @ Intraduceicn

cantidad de compuestos nitrogenados en el mosto puede afectar
la composicidon voldtil del vino, ya que los aminodcidos (principal
fuente de nitrogeno para las levaduras), son precursores de
compuestos fermentativos voldtiles (SGnchez-Gomez et al., 2016). La
disponibilidad y utilizacion de nitrdgeno por Saccharomyces
cerevisiae influye significativamente en la cinética de fermentacion
(Arias-Gil et al., 2007) y la produccion de compuestos voldtiles
importantes para el aroma del vino (Garde-Cerddn and Ancin-
Azpilicueta, 2008). Se ha demostrado que la concenfracion de
compuestos voldtiles en el vino estd directamente relacionada con
la cantidad de aminodcidos presentes en el mosto, y que el
nitrdbgeno tiene un doble papel, favoreciendo el crecimiento de las
levaduras para realizar la fermentacion alcohdlica y produciendo

compuestos voldtiles (Fairbairn et al., 2017).

3.5.3.2.3. Aroma post-fermentativo

En este grupo estdn incluidos todos los compuestos voldtiles que
se forman durante el envejecimiento del vino, dando lugar al
“bouquet”. Durante la conservacién del vino, su composicidén en
constituyentes voldtiles sufre transformaciones debido a las
reacciones fisico-quimicas y bioldgicas que sufren componentes

aromdticos varietales y fermentativos.

En esta etapa el aroma afrutado de los vinos jovenes va
desapareciendo progresivamente y evoluciona hacia un aroma
mds complejo. El cambio en la composicion aromdatica no es
debido sdélo a la cesidn de aromas por parte de la madera y a la
generacion de especies voldtiles producto de la micro-
oxigenacion, en el caso de vinos de crianza, sino a ofra serie de

fendmenos que de forma concurrente actUan sobre el vino.
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Entfre los compuestos aromdticos implicados en el
envejecimiento destacan los compuestos cedidos por la madera,
en el caso de los vinos de crianza, como las whiskylactonas que
poseen un aroma a madera, y ofros compuestos entre los que
estarian algunos fenoles voldtiles como el guayacol o la vainilina

(Ferndndez de Simon et al., 2008).

Durante el envejecimiento los precursores aromaticos liberan sus
agliconas, por lo que puede aumentar el contenido de terpenos,

norisoprenoides, bencenoides, etc. (Sefton et al., 1990).
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El presente trabajo de Tesis Doctoral tiene como objetivo general:

“Evaluar el efecto que diferentes tratamientos con agua
ozonizada tienen sobre la aptitud enolégica de uvas de Cabernet
Sauvignon y Macabeo cultivadas en Castilla-La Mancha y su

repercusion en el vino”.

Para alcanzar dicho objetivo principal, se plantean los siguientes

objetivos especificos:

¥

o,
5
o

Objetivo 1. Evaluar la influencia de la pulverizacion de agua
ozonizada a la parte aérea de la cepa en la composicion de

Uvas y vinos.

*

Objetivo 2. Evaluar la influencia de la aplicaciéon de agua

L

ozonizada mediante riego por goteo en la cepa, y
combinando riego y pulverizacion aérea, en la composicion

de uvas y vinos.

o,
o

Objetivo 3. Evaluar la influencia de la aplicacién de agua
ozonizada mediante inyeccién a la cepa, o endoterapia, vy
combinando endoterapia y pulverizacidon aérea, en la

composicidn de uvas y vinos.






5. MATERIALES Y METODOS
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5.1. Planteamiento inicial

Los trabajos de mi Tesis Doctoral se engloban dentro del Proyecto
INNTER ECOSANVID 2015, financiado por el Programa FEDER
INNTERCONECTA (CDTI, EXP: 00093497/ITC-20151026), cuyo titulo es
“Intervencion ecoldgica para mejorar el estado sanitario de las

vinas y su efecto en la calidad de las uvas y sus vinos”.

Dicho proyecto fue financiado por el consorcio interregional de
empresas formado por DCOOP-BACO, FINCA ANTIGUA, VIALCON vy
NUTRICONTROL, y contd con el apoyo cientifico-técnico de los
grupos de investigacion de la Catedra de Quimica Agricola de la
E.T.S.I. Agrdnomos y Montes de Albacete (Universidad de Castilla-La
Mancha, UCLM), del Servicio de Diagnéstico y Asistencia
Fitosanitaria del Instituto Técnico Agrondmico Provincial de la
Diputacion de Albacete (ITAP), y con la empresa BetterRID (Better

Research, Innovation and Development, S.L.), spin-off de la UCLM.

El objetivo que tenia era impulsar una nueva estrategia
ecoldégica que mejorase el estado sanitario de las vinas, con
especial atencién en las enfermedades de madera. Dicha
estrategia se basd en la construccion de diferentes prototipos de
aplicacién de disoluciones acuosas de ozono, evaluando su
repercusion en la calidad de las uvas y sus vinos de 5 viniferas,
cultivadas en Castilla-La Mancha, a lo largo de las cosechas de
2015, 2016y 2017.

Mi Tesis Doctoral trata sobre el estudio del efecto en la calidad
de la uva y del vino de la aplicacion de agua ozonizada en vinedos
Cabernet Sauvignon y Macabeo, con el fin de mejorar el estado

sanitario.
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5.2. Seleccion de parcelas y marcaje de cepas

Se seleccionaron dos parcelas de riego por goteo, una para la
variedad Cabernet Sauvignon y ofra para la variedad Macabeo,
para los tres anos de estudio. Ambas parcelas estan ubicadas en
Finca Antigua S.L., perteneciente al grupo empresarial Familia
Martinez Bujanda, en el Municipio de Los Hinojosos (Cuenca,

Espana).

La parcela seleccionada para la variedad Cabernet Sauvignon,
se encuentra situada en el Poligono 33, Parcela 8, Recinto 15 (Fig. 1
del Anexo). La vina fue plantada en espaldera en el ano 1989 con
un marco de plantacion de 3 x 2 m (1667 plantas/ha) y podada en
Corddn Royat. La parcela escogida para la variedad Macabeo se
encuentra en el Poligono 33, Parcela 7, Recinto 22 del Término
Municipal de Los Hinojosos (Fig. 2 del Anexo). La vina fue plantada
en espaldera en el ano 1992 con un marco de plantacién de 3 x 2

m (1667 plantas/ha) y podada en Corddn Royat.

En la Tabla 6, se muestran las caracteristicas edafolégicas de las

parcelas de las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.
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Tabla 6. Caracteristicas edafolégicas y composicidon quimica de las
parcelas de las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.

Textura (Densimetro
Bouyocos)

pH

Conductividad

Caliza activa (Galet)

Relacion
Carbono/Nitrégeno

Materia orgdnica
(Walkley and Black)

Contenido en Carbono

(Kieldahl)

Contenido en
Nitrégeno
(Kieldahl)

Contenido en Fosforo
(Olsen modificado)

Contenido en Potasio
(Absorcion atémica)

Contenido en Calcio
(Absorcion atémica)

Contenido en
Magnesio
(Absorcion atémical)
Contenido en
Carbonatos
(Calcimetro de
Bernard)

Cabernet Sauvignon

Franco-arcilloso

(34,56% arena, 27,04%

limo y 38,36% arcilla)

7,66 (alcalino)

465 puS/cm
(ligeramente salino)

15,74% (muy calizo)
7.70
1,72% (bajo)
0.77% (bajo)

0.10% (bajo)

0,018 mg/L
(medio-bajo)

0,23 mg/L (medio)
5,74 mg/L (muy alto)

0,158 mg/L (bajo)

62,72% (muy alto)

97

Franco-arcilloso
(32,26% arena, 29,84%
limo y 37,36% arcilla)

7.83 (alcalino)

485 pS/cm
(ligeramente salino)

9.15% (calizo)

7,80

1,79% (bajo)

0,80% (bajo)

0.10% (bajo)

0,021 mg/L (medio)

0,39 mg/L (medio)

6,81 mg/L (muy alto)

0,251 mg/L (medio)

45,32% (muy alto)
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La Tabla 7 muestra los datos meteoroldgicos de las tres cosechas
de estudio. En 2015, la precipitacion anual fue de 202,2 mm, la
temperatura media de minimas anual 6,8 °C y la temperatura
media de mdximas anual 22,6 °C. En 2016, la precipitacion anual
fue de 413,7 mm, la temperatura media de minimas anual 7,2 °C y
la temperatura media de mdximas anual 21,7 °C. En 2017, la
precipitacion anual fue de 203 mm, la temperatura media de
minimas anual 6,5 °C y la temperatura media de mdximas anual
23,2°C.

Tabla 7. Pardmetros meteoroldgicos de la zona de estudio.

Enero
Febrero
Marzo
Abril
Mayo
Junio
Julio

Agosto

Septiembre

Octubre
Noviembre

Diciembre

P: precipitacién (mm); tmm: temperatura media de minimas (°C); TMM:
temperatura media de mdximas (°C).
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5.2.1. Delimitacion de parcelas y marcaje de cepas

Se realizd un diseno Split-Plot o parcelas subdivididas para el
desarrollo experimental. Se seleccionaron 15 cepas al azar, para
cada uno de los 5 fratamientos, dispuestas en 5 réplicas de 3 plantas
cada una. Una de las réplicas se dejo como reserva (n=4). Se usaron
otras 15 cepas como control (sin fratamiento) durante las cosechas
de 2015, 2016 y 2017, agrupadas de la misma forma que para 1os
tratamientos. Las plantas seleccionadas estaban sanas visualmente
para minimizar la interferencia de plagas o enfermedades en la
calidad de las uvas y los vinos. Se ubicaron en una zona
homogénea de las parcelas y se evitaron escoger cepas de las
hileras externas. Durante el estudio no se utilizaron herbicidas ni

pesticidas.

Para el marcaje, se colocd un tubo protector en el pie de la
planta y a continuacién, se utilizé una cinta de color blanco (Fig. 3
del Anexo). Ademds, a las plantas marcadas como control se les
puso una doble cinta rayada amarilla y negra (Fig. 4 del Anexo).
También se colocaron dos llaveros con el cddigo identificativo de
la planta (Figs. 5 y 6 del Anexo) y se realizaron cuatro fotografias,
dos por cada lado y en diferentes dngulos colocando una escala

en el pie de la cepa.

5.3. Tratamientos con la disolucion acuosa de ozono

Para los tratamientos con agua ozonizada se utilizé un prototipo
especifico disenado, para su aplicacién en la agricultura, por la
empresa Nutricontrol, S.L. (Cartagena, Espana) (Fig. 7 del Anexo). El
equipo consta de un generador de ozono a partir de oxigeno
atmosférico y un tanque de agua de 500 L, con aislamiento térmico,

donde el ozono se disuelve inmediatamente después de su
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generacion. El equipo contiene un electrodo que mide en milivoltios
(mV) el potencial de oxidacién-reduccion (POR) del agua y un
controlador para mantener automdticamente el POR deseado. El
POR del agua ozonizada fue de 875 + 25 mV, y fue supervisado

continuamente durante todas las aplicaciones.

El agua utilizada para preparar la solucién de ozono provino de
un pozo subterrdneo ubicado en el mismo vinedo y su temperatura
de salida fue de 15 °C. La generacién de agua ozonizada se llevd a
cabo en el vinedo en el momento de las aplicaciones, que tuvo
lugar a primera hora de la manana, cuando la temperatura

ambiente estaba por debajo de 20 °C.

Las cepas control no recibieron agua ozonizada, pero cuando se
realizaron los fratamientos por riego y aéreo, las cepas control

recibieron la misma cantidad de agua no ozonizada.

En la Figura 22, se muestra un esquema de los tratamientos
realizados en cepas Cabernet Sauvignon y Macabeo durante las

fres cosechas.
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Cosecha 2015

Tratamiento

Cepas Cabernet
Sauvignon y Macabeo

Tratamiento
combinado
riego+aéreo

Tratamiento por
riego

Cepas Cabernet
Sauvignon y Macabeo

Tratamiento
combinado
endoterapia+aéreo

Tratamiento por
endoterapia

Cepas Cabernet
Sauvignon y Macabeo

Figura 22. Esquema de los tratamientos realizados, con la disolucién
acuosa de ozono, durante las tres cosechas.
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5.3.1. Tratamiento aéreo

La disolucion acuosa de ozono fue preparada, como se ha
comentado anteriormente, a pie de vina, y una vez lista, fue
trasvasada inmediatamente al depdsito del equipo de

pulverizacién mecdnica de Finca Antigua.

Se pulverizd la parte superficial de la planta con la disolucion
acuosa de ozono, para lo cual se usaron aproximadamente 300
mL/cepa en cada aplicacion. Durante la cosecha 2015 se
realizaron dos aplicaciones, la primera en la mitad de la etapa de
maduraciéon de la uva y la segunda inmediatamente después de la
poda (Figs. 8, 9 y 10 del Anexo). En la Tabla 8 se muestran las fechas
de las aplicaciones llevadas a cabo en las variedades Cabernet

Sauvignon y Macabeo.

Tabla 8. Aplicaciones realizadas en las parcelas de tratamiento aéreo en
las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.

Cabernet Sauvignon Macabeo

1° Tratamiento aéreo 14/08/2015 17/08/2015

2° Tratamiento aéreo 17/02/2016 17/02/2016

5.3.2. Tratamiento por riego

Para poder aplicar el agua ozonizada a través del sistema de
riego, hubo que hacer un estudio previo de las parcelas para que
el prototipo de riego fuese capaz de adaptarse a las caracteristicas
del sistema de riego, pudiéndose generar in-situ el ozono e
inyectarlo simultdneamente en el agua de riego justo antes de su

aplicacioén, trabajando en régimen continuo.
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Se conectd una tuberia que iba desde el prototipo de riego hasta
el punto de salida de agua de la instalacion de irrigacion de la
parcela (Fig. 11 del Anexo). Se frabaqjé en régimen continuo
tomando el agua directamente de la boca de riego de la parcela
y generdndose continuamente la disolucién acuosa de ozono. Enla
salida del agua ozonizada se conectd una tuberia principal en la
que se colocaron diversos ramales para regar las parcelas de este

tratamiento (Fig. 12 del Anexo).

Se controlé la temperatura dentro del depdsito, con el
termdmetro interno del prototipo, ya que con altas temperaturas la
descomposicion del ozono en disolucidon acuosa se acelera. El
volumen de agua ozonizada que se habia aplicado se controld con
un caudalimetro colocado a la salida de la bomba (Fig. 13 del
Anexo), y la presidon de trabajo con un mandmetro (Fig. 14 del

Anexo).

Se utilizd un volumen promedio de agua ozonizada de 20 L/cepa
en cada aplicacion (Fig. 15 del Anexo). Se redlizaron fres
aplicaciones durante la cosecha de 2016, que tuvieron lugar
después de la etapa de cuajado, al comienzo del envero y a mitad
de la etapa de maduracion de la uva. En la Tabla 9 se muestran las
fechas de las aplicaciones llevadas a cabo en las parcelas de
tratamiento por riego en las variedades Cabernet Sauvignon y

Macabeo.
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Tabla 9. Aplicaciones realizadas en las parcelas de tratamiento por riego
en las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.

Cabernet Sauvignon Macabeo

1° Tratamiento por

iego 06/07/2016 23/06/2016

2 Tro’ro.m|en’ro por 26/07/2016 25/07/2016
riego

3° Tratamiento por 09/09/2016 08/09/2016

riego

5.3.3. Tratamiento combinado riego+aéreo

En la cosecha de 2016 ademds del tratamiento por riego, se
combind el tfratamiento de riego con la pulverizacion a la parte

aérea de la planta.

Las parcelas de tratamiento combinado riego+aéreo fueron
tratadas mediante aplicacion foliar y por riego, de la misma forma

que se ha explicado anteriormente en los apartados 5.3.1 y 5.3.2.

Para ello, se llevaron a cabo tres tratamientos por riego y tres
tratamientos aéreos (tras la poda en febrero de 2016, dos semanas
antes de la floracidon y dos semanas antes de la vendimia). En la
Tabla 10 se muestran las fechas de las aplicaciones llevadas a cabo
en las parcelas de tratamiento combinado en las variedades

Cabernet Sauvignon y Macabeo.
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Tabla 10. Aplicaciones realizadas en las parcelas de ftratamiento
combinado riego+aéreo en las variedades Cabernet Sauvignon vy
Macabeo.

Cabernet Sauvignon Macabeo

1° Tratamiento por

iego 06/07/2016 23/06/2016

Z IS (e 26/07/2016 25/07/2016
rnego

82 Tratamiento por: 09/09/2016 08/09/2016
rnego

1° Tratamiento aéreo 17/02/2016 17/02/2016

2° Tratamiento aéreo 09/06/2016 09/06/2016

3° Tratamiento aéreo 24/08/2016 24/08/2016

5.3.4. Tratamiento por endoterapia

Para el desarrollo del prototipo de endoterapia, se realizaron una
serie de pruebas previas para estudiar el sistema vascular de la Vitis
vinifera y asi seleccionar el sistema de inyeccion y los pardmetros de
aplicacién adecuados para poder fratar las cepas por

endoterapia.

Se estudiaron diferentes sistemas de inyeccidn comerciales
compatibles con la morfologia vy fisiologia de las cepas. El objetivo
era llegar al xilema para poder inyectar el agua ozonizada en las
frdqueas, las cuales tienen poca conexidn horizontal y son
mayoritariamente de flujo vertical. Se debia de tener en cuenta que

los anillos xilemdticos mds activos son los mds jovenes (los mds
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proximos al cambium). Por lo tanto, habia que realizar una
perforacion perpendicular dirigida al centro de la planta para
facilitar la compartimentacién y minimizar danos. Se debian evitar
cicatrices asi como la sobrepresion para no perjudicar al sistema
vascular. Se concluyé que el punto optimo de inyecciéon estaba
localizado en la insercion de la raiz principal, y que se debia aplicar

una presion inferior a 1 bar.

Antes de comenzar con los tratamientos, se hizo una
microperforacion en la planta de 1 cm con un taladro de 3 mm, se
infrodujo la cdnula y se colocé el adaptador de endoterapia, que
gracias a su cierre hermético, permitid mantener las mismas canulas

en todas las aplicaciones (Figs. 16, 17 y 18 del Anexo).

El tratamiento por endoterapia se llevdé a cabo durante la
cosecha de 2017. E volumen de aplicacion fue de
aproximadamente 12,5 mL para cada vid en cada aplicacion. Se
decidi¢ intensificar los fratamientos, aumentando el nUmero de
aplicaciones. Tanto en la variedad Cabernet Sauvignon como en
Macabeo, se realizaron tres aplicaciones distribuidas entre los meses
de junio y julio, que es cuando la planta se encuentra en plena

actividad vegetativa (Figs. 19 y 20 del Anexo).

En la Tabla 11 se muestran las fechas de los tfratamientos por
endoterapia llevados a cabo en las variedades Cabernet

Sauvignon y Macabeo.
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Tabla 11. Aplicaciones readlizadas en las parcelas de tratamiento por
endoterapia en las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.

Cabernet Sauvignon Macabeo

1° Tratamiento por

endoterapia 16/06/2017 16/06/2017
2° Tratamiento por
endoterapia 05/07/2017 05/07/2017
. .
3° Tratamiento por 19/07/2017 19/07/2017

endoterapia

5.3.5. Tratamiento combinado endoterapia+aéreo

Enla cosecha de 2017 ademas del fratamiento por endoterapia,
se combind el tratamiento por endoterapia con la pulverizacién a

la parte aérea de la planta.

Se decidid redlizar la aplicacion combinada de endoterapia y
aérea los mismos dias que se habian contemplado para las
parcelas del tratamiento sélo por endoterapia. Respecto a la
aplicacién aéreaq, se realizaron siete tratamientos, uno tras la poda
en enero de 2017 y el resto un par de dias antes y después de cada

aplicacién por endoterapia.

En la Tabla 12 se muestran las fechas de las aplicaciones llevadas
a cabo en las parcelas de fratamiento combinado en las
variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo. Como se puede ver,

son las mismas para ambas variedades.
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Tabla 12. Aplicaciones realizadas en las parcelas de fratamiento
combinado endoterapia+aéreo en las variedades Cabernet Sauvignon y
Macabeo.

Aplicacién 1 - SN2
ot oo 1 4/06/2017 14/06/2017
plicacién /06/ 19/06/2017
o 0510712017 03/07/2017
plicacién 107/ 07/07/2017
o o 19/07/2017 17/07/2017
plicacién 107/ 21/07/2017

5.4. Seguimiento de la maduracion

Aungue el estudio abarcé tres cosechas, 2015, 2016 y 2017, el
seguimiento de la maduracioén se realizdé sélo durante las cosechas
de 2016 y 2017. Concretamente se realizaron 4 muestreos

representativos, en diferentes estados de madurez.

De las 15 cepas marcadas como conifrol y tratamiento, se
muestrearon 12 cepas de forma independiente (4 réplicas) dejando
la quinta réplica de 3 cepas como reserva. De cada una de las
cepas se escogieron al azar varios racimos, de ambos brazos, y de
cadaracimo se cogieron 10 granos de uva con el pedunculo. Todos

los andlisis se realizaron por duplicado.

En la Figura 23, se muestra un esquema de 10s granos escogidos

dentro de cada uno de los racimos.
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4 granos: dos de cada ala.
2 granos: parte central sombra.

2 granos: parte central sol.

2 granos: punta racimo.

Figura 23. Muestreo de los granos de uva dentro del racimo.

En el cuarto muestreo, que fue el de vendimia, se cogieron
racimos enteros. De la variedad Cabernet Sauvignon se cogieron
alrededor de 11 kg y 8 kg en Macabeo, de cada una de las
variantes (control y tratamiento), para hacer las vinificaciones por

duplicado y los andlisis pertinentes.

Las uvas muestreadas, en los diferentes puntos de maduracion,
se identificaron y almacenaron (congeladas a -18 °C) para su

posterior procesamiento y andlisis.

En la Tabla 13 se muestran las fechas de los muestreos llevados a

cabo en las variedades Cabernet Sauvignon y Macabeo.
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Tabla 13. Fechas de los muestreos de uvas a lo largo de su maduracién, en
cepas control y fratadas, de las variedades Cabernet Sauvignon vy
Macabeo.

Cabernet Sauvignon Macabeo

Cosecha
2015

Vendimia 29/09/2015 09/09/2015
1° Muestreo 23/09/2016 09/09/2016
o
Q 2° Muestreo 26/09/2016 13/09/2016
e
Q 3° Muestreo 30/09/2016 16/09/2016
(@)
© 4° Muest
° Muestreo
(Vendimia) 06/10/2016 20/09/2016
1° Muestreo 30/08/2017 24/08/2017
N
S 2° Muestreo 04/09/2017 28/08/2017
g
g 3° Muestreo 07/09/2017 30/08/2017
O
A WSSO 11/09/2017 31/08/2017

(Vendimia)

En cada uno de los muestreos se llevaron a cabo los siguientes
andlisis: peso de 100 bayas, °Baumé, pH, acidez total, indice de
polifenoles totales (IPT), intensidad colorante y tonalidad. En el
muestreo de vendimia se analizd, ademds, la madurez fendlica e
indice de potencial aromdatico varietal (IPAv). El IPT y la madurez
fendlica sélo se analizaron en las uvas de la variedad Cabernet

Sauvignon.

La vendimia (Ultimo muestreo) se realizd cuando se alcanzd la
opfima madurez tecnoldégica de las uvas control (relacion

°Baumé/acidez total mds adecuada).
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5.5. Vinificaciones y seguimiento de las fermentaciones

Las uvas se vendimiaron a mano y se echaron en cajas pequenas
para posteriormente ser fransportadas a las instalaciones en donde

serian vinificadas.

Se hizo un ANOVA con los resultados del andlisis de las uvas de
cada tratamiento y conftrol, y se observé que eran homogéneas ya
gue no habia diferencias significativas entre réplicas. Por lo tanto, se
vinificaron las uvas de las réplicas 1y 2 por un lado vy las uvas de las
réplicas 3y 4 por ofro, obteniendo asi los vinos de cada tratamiento

y control por duplicado.

Se siguieron los sistemas de vinificacién cldsicos de elaboracion
en tinto y en blanco tal como se detalla a continuaciéon. No
obstante, los volUmenes de elaboracién fueron a menor escala en
2015 (250 mL) que en los demas anos (2 L-7 L).

5.5.1. Vinificacion de la variedad Cabernet Sauvignon

De las muestras recogidas en cada una de las parcelas (control
y fratamiento), en el momento de vendimia, se tomaron 8 kg de uva
para después vinificarlas de forma independiente. Es decir, de las
uvas de lasréplicas 1y 2 se tomaron 4 kg y lo mismo para las réplicas
3vy 4.

Las uvas fueron despalilladas y estrujadas manualmente,
obteniendo asi una pasta uniforme de hollejo, pepita y jugo. A
continuacion, se anadieron 20 mg/kg de metabisulfito de potasioy
se llenaron los fubos vinificadores de metacrilato de una capacidad

de 7 L cada uno.

La vinificacion se llevd a cabo en un fermentador multitubo

(Martinez Solé and Cia, S.A., Villarrobledo, Espana), el cual
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reproduce las condiciones de elaboracion en bodega y permite el
control de la temperatura. Al mosto se adiciond la levadura
Saccharomyces cerevisiae x bayanus de la cepa EC 1118,
previamente acondicionada segun las recomendaciones de la
casa comercial (Lallemand, St Simon, Francia), en una dosis de 25
a/hL.

La temperatura durante la fermentaciéon alcohdlica se mantuvo
en torno a los 25 °C y se controld diariamente junto al °Baumé vy la
densidad. La fermentacion alcohdlica se dio por finalizada cuando
la concentracion de azUcares reductores fue menor de 2 g/L y una
vez acabada, se descubd vy la parte sélida se prensdé manualmente
y se mezcld con el vino flor. El vino se dejoé en reposo durante unos
dias, se eliminaron las lias y se echd en tubos de 2 L de capacidad,
a una temperatura controlada de 20 °C, en donde tuvo lugar la
fermentacion maloldctica, que se indujo por la siembra de
bacterias comerciales Oenococcus oeni VP41 (Lallemand, St Simon,

Francia), en la dosis recomendada por el proveedor, 1 g/hL.

Durante la fermentacion maloldctica, se realizd un seguimiento
del pH, y del dcido mdlico por HPLC-RID de acuerdo con Martinez-
Gil et al. (2013). Esta se consider6 terminada cuando la
concentraciéon de dcido mdlico estuvo por debajo de 0,1 g/L.
Entonces se corrigid la concentracion de sulfuroso libre a 50 mg/L, y
los vinos se embotellaron y congelaron a -18 °C para su posterior
andlisis.

En la Figura 24 se muestran las diferentes etapas del proceso de

vinificacion en tinto empleado para las uvas Cabernet Sauvignon.
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Despalillado/estrujado manual

£

Adicién de sulfuroso 20 mg/kg de metabisulfito de

potasio
£

Llienado de los tubos de metacrilato Por cada fratamiento y
conftrol dos tubos de 7 L

4

Siembra de levaduras S. cerevisiae x bayanus de la cepa EC 1118

l Temperatura controlada: 25 + 1 °C
Maceracion y fermentacion alcohélica Duracién aproximada: 11 dias

Finalizacién: < 2 g/L azUcares

Descube

Reposo y eliminacion de lias

@

Lienado de los tubos de metacrilato Por cada fratamiento y
control dos tubos de 2 L

Siembra de bacterias Oenococcus oeni VP41 Dosis: 1 g/hL

Temperatura controlada: 20 £ 1 °C
Duracién aproximada: 16 dias

£

Fermentacion malolactica

Finalizacién: < 0,1 g/L dcido mdlico

<l|¢

Trasiego

Adicion de sulfuroso y embotellado SOz libre corregido a 50 mg/L

Figura 24. Etapas del proceso de vinificacion en tinto para la variedad
Cabernet Sauvignon.

|<I
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5.5.2. Vinificacion de la variedad Macabeo

De las uvas muestreadas el dia de vendimia, se ftomaron 5 kg de
cada una de las parcelas (control y tratamiento) para después
vinificarlas de forma independiente. Es decir, de las uvas de las

réplicas 1y 2 se tomaron 2,5 kg y lo mismo para las réplicas 3 y 4.

Las uvas fueron despaliladas y estrujadas manualmente,
obteniendo asi una pasta uniforme de hollejo, pepita y jugo. A
continuacion, se anadieron 20 mg/kg de metabisulfito de potasioy
cada pasta de hollejo, pepita y jugo correspondiente a cada
tratamiento y conftrol, se echd en un recipiente de acero inoxidable
de 10 L donde se dejo macerar durante 17 h a una temperatura de
12-14 °C. Después de esto, las pieles y semillas se eliminaron

mediante prensando manual.

Se llenaron 2 tubos vinificadores de metacrilato de una
capacidad de 2 L cada uno. La vinificacidon se realizd en un
fermentador multitubo (Martinez Solé and Cia, S.A., Villarrobledo,

Espana).

Se adiciond al mosto la levadura Saccharomyces cerevisiae x
bayanus de la cepa EC 1118, en una dosis de 25 g/hL. Durante la
fermentacion alcohdlica, la temperatura se mantuvo alrededor de
los 16 °C y se confrold diariamente junto al °Baumé vy la densidad.
Cuando la concentracién de azdcares reductores fue menor de 2
g/L, la fermentacién alcohdlica se dio por finalizada. Entonces se
realizé un trasiego con el que se eliminaron las lias y se corrigid la
concentracién de sulfuroso libore a 30 mg/L. Los vinos se

embotellaron y congelaron a -18 °C para su posterior andilisis.

En la Figura 25 se muestran las diferentes etapas del proceso de
vinificacion en blanco empleado para las uvas Macabeo, en las
cosechas de 2016y 2017.
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Despadlillado/estrujado manual
J

Adicién de sulfuroso 20 mg/kg de metabisulfito
—— de potasio

&

A 12-14 °C durante 17 horas
J

Prensado

Lienado de los tubos de metacrilato Por cada fratamiento y
control dos tubos de 2 L
Siembra de levaduras $S. cerevisiae x bayanus de la cepa EC 1118 Dosis: 25 g/hL

Temperatura confrolada: 16 £ 1 °C
Duracidén aproximada: 12 dias
Finalizacién: < 2 g/L azUcares reductores

Trasiego y eliminacion de lias
J
Adicién de sulfuroso y embotellado SOz libre corregido a 30 mg/L
-__f

Figura 25. Etapas del proceso de vinificaciéon en blanco para la variedad
Macabeo.

Fermentacion alcohdlica
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5.6. Métodos de andlisis en uvas

A continuacion, se describen los pardmetros analizados en las

uvas. Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

5.6.1. Pardmetros enolégicos convencionales

Los pardmetros enoldgicos medidos en uvas fueron:

°Baume

Se basa en la medida del indice de refraccion y con ella se
determina la proporcion de sdélidos solubles en un liquido, entre ellos
los azucares. La defterminacion se realizd con un refractometro
portdtil digital Atago modelo PAL-3 (Minato-ku, Tokyo, Japodn)
siguiendo el compendio de métodos internacionales de andlisis de
vinos y mostos de la OIV (OIV, 2014).

pH

Es la medida del grado de acidez o alcalinidad de una disolucion
acuosa y se define como el logaritmo negativo de la concentracion
de iones hidrédgeno. Este pardmetro se  determind
potenciométricamente con un pHmetro Basic 20 (CRISON,
Barcelona, Espana) siguiendo el compendio de métodos

internacionales de andlisis de vinos y mostos de la OIV (OIV, 2014).

Acidez total

Es la suma de los dcidos valorables del mosto o del vino cuando
se lleva a pH 7 anadiendo una disolucion alcalina valorada. Se
determind mediante valoracién potenciométrica de 20 mL de
muestra, a los que se les adiciond lentamente y con agitacion
constante una disolucién de hidroxido de sodio 0,1 N hasta pH 7. Los

resultados se expresan en g/L de dcido tartdrico (OIV, 2014).
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5.6.2. Madurez fendlica

Se siguid el método de Saint-Cricq et al. (1998) que se basa en la
diferencia de extraccion de los compuestos fendlicos de las uvas
tintas a dos pH diferentes después de la rotura de las bayas. Este
andlisis, por tanto, se hizo sélo en las uvas de la variedad Cabernet

Sauvignon.

Se utilizaron 200 granos de uva que fueron friturados con una
batidora durante unos 30 segundos a velocidad lenta para evitar la
rotura de las pepitas. Se tomaron dos muestras de 50 g del triturado.
A una de ellas se le anadieron 50 mL de una disolucion de acido
fosférico a pH 3,4, de esta forma se extraen los compuestos fendlicos
facilmente extraibles. A los otros 50 g de triturado se le adiciond 50
mL de una disolucion de dacido oxdlico a pH 1, que provoca la
degradacién de las células de la piel favoreciendo la extraccion de
los compuestos fendlicos. Se utilizé pH 3,4 en lugar de pH 3,2 porque
es mds adecuado para los mostos de Castilla-La Mancha. Las
muestras se maceraron a temperatura ambiente durante 4 horas,
agitando durante 10 segundos cada 30 minutos. Posteriormente, se
procedidé a su centrifugado para separar las partes sélidas. La
medida del contenido fendlico de los extractos obtenidos se realizd
mediante el andlisis del indice de polifenoles totales (Ribéreau-
Gayon et al., 1982) y de los antocianos totales (Puissant and Ledn,
1967).

El potencial fendlico se obtuvo a partir del método de Glories
(1984) y Saint-Cricq et al. (1998) que permite la determinacion del
pardmetro %EA o “extractabilidad antocidnica” y el pardmetro
%MP o ‘“contribucidon de taninos de las pepitas”. Este método
consiste en la medida espectrofotométrica de antocianos vy

polifenoles de las uvas en los extractos de pH 1y 3,4, de manera que
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los antocianos a pH 1 (ApHT1) se asimilan a los totales de la uva y los
antocianos a pH 3,4 (ApH3,4) se asimilan a los que serian extraidos

durante la vinificacion.

Los polifenoles totales a pH 3,4 (IPTpH3,4) se utilizan para conocer
el aporte de los taninos de las semillas (o indice de madurez de las

pepitas) mediante la expresion:

IPTpH3,4 — ApH3,4 x 40 /1000]
X

%MP =
% IPTpH3,4

100

La extractabilidad antocidnica (o indice de madurez celular) se

calcula mediante la ecuacion:
ApH1 — ApH3,4
ApH1

%EA = [ ]X 100

EA informa sobre la extractabilidad celular de los antocianos, de
manera que cuanto menor sea su valor, mds faciimente extraibles
serdn estos. MP informa sobre la presencia de los taninos de las
pepitas, de modo que cuanto mayor sea su valor, mayor serd esta
contribucién y mayor el riesgo de obtener vinos astringentes. Los
andlisis se efectuaron en un espectrofotdbmetro UV-Vis, Lambda 25

(Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, EE. UU.).

5.6.3. Pardmetros cromaticos

Los pardmetros cromdaticos se midieron en un extracto obtenido
tras triturar las uvas en una batidora vy filtrar con un colador antes de
centrifugar a 4000 rom durante 5 minutos. A contfinuacién, se
midieron las absorbancias a 420 nm, 520 nmy 620 nm (Glories, 1984).
En el caso de la variedad Macabeo, al ser una variedad de uva
blanca, sélo se midié la absorbancia a 420 nm. Las determinaciones

espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotdmetro UV-Vis,
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Lambda 25 (Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, EE. UU.) en cubetas
de cuarzo de 1 mm de paso de luz, después de que las muestras se
pasaran por un filtro PVDF Durapore de 0,45 um (Millipore, Bedford,
Massachusetts, EE. UU.).

A partir de estas medidas se calcularon los siguientes pardmetros:

a Intensidad colorante = Abs 420 nm + Abs 520 nm + Abs 620 nm
a Tonalidad = Abs 420 nm / Abs 520 nm

5.6.4. indice de polifenoles totales (IPT)

Se siguid el método descrito por Ribéreau-Gayon et al. (1982). Se
basa en la medida de la absorbancia de la muestra a una longitud
de onda de 280 nm, la cual corresponde al méximo de absorcion
para los compuestos que en sus cadenas presentan anillos
bencénicos y, por tanto, incluye a los compuestos fendlicos. Se
trituraron las uvas en una batidora y se filtré con un colador antes
de centrifugar a 4000 rom durante 5 minutos. Se tomd 1 mL de
muestra en un matraz de 100 mL y se enrasé con agua. Una vez
transcurridos 20 minutos se leyd la absorbancia de la muestra en una
cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor a 280 nm. El indice de
polifenoles totales (IPT) se obtuvo multiplicando por 100 el valor de

la absorbancia.

5.6.5. indice de potencial aromdtico varietal (IPAv)

Para analizar la madurez aromatica de las uvas, se defermind el
indice de potencial aromdtico varietal (IPAv) utilizando el Kit
comercial disponible (Kit IPAv, Teknokroma, Barcelona, Espana).
Para ello, se trituraron 50 g de uva en 50 g de una solucién al 50%
de etanol/agua (v/v). El extracto obtenido se maceré en un

microondas NEOS durante 1 min a 75 °C segUn Serrano de la Hoz et
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al. (2014). Este método se basa en Salinas et al. (2012b), pero con
determinacién espectrofotométrica de la glucosa liberada por
hidrdlisis dcida de los precursores aromdticos glicosilados. Este
pardmetro es una medida global de precursores aromdaticos
glicosilados que abarcan principalmente agliconas voldtiles como

alcoholes, terpenos, fenoles y C13-norisoprenoides.

5.6.6. Determinacion de compuestos volatiles

Se utilizd la técnica denominada Stir Bar Sorptive Extraction en la
modalidad de espacio de cabeza (HS-SBSE) de acuerdo con el
método propuesto para voldtiles en uvas de Martinez-Gil et al.
(2011).

Se usd un vial especifico denominado “twister-neadspace” que
tiene un soporte (inserto) para colocar el twister en el espacio de
cabeza de la muestra. Se colocaron 22 mL de muestra en un vial de
50 mL y se le anadié 0,1 g de NaCl por mL de muestra y 10 uL por
cada mL de muestra del patrén 3-metil-1-pentanol. En el inserto del
espacio de cabeza se coloco un twister de 10 mm de longitud y 0,5
mm de espesor (Gerstel, MUlheim and der Ruhr, Alemania) y se cerrd
el vial herméticamente con ayuda de una selladora. A
continuacion, el vial se infrodujo en una estufa a 60 °C y se agitd
durante 1 hora a 500 rpom. Posteriormente el twister se saco, se lavo
con agua Milli-Q, se secd con un papel de celulosa y se infrodujo en

el tubo de desorcion térmica para su posterior andlisis por GC-MS.

La desorcion de los compuestos voldtiles extraidos por el twister
se llevé a cabo en un equipo de desorcion térmica (TDU, Gerstel,
MUlheim and der Ruhr, Alemania) acoplado a un cromatédgrafo de
gases (GC) Agilent 7890A provisto de un detector de

espectrometria de masas de ionizacion electronica Agilent 5975C
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(MS, Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE. UU.) y provisto de
una columna capilar de silice fundida BP21 (SGE, Ringwood,
Australia) de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro y 0,25 um de

espesor.

El gas portador fue helio con una presion de columna constante
de 20,75 psi. La desorcion de los compuestos voldtiles absorbidos en
el twister se llevd a cabo a 295 °C durante 5 minutos con un flujo de
helio de 75 mL/min. La temperatura inicial fue de 40 °C y se aplicd
una rampa de 60 °C/min hasta alcanzar los 295 °C. Los analitos se
infrodujeron en un inyector de vaporizacidn a temperatura
programada (CIS-4, Gerstel, MUlheim and der Ruhr, Alemania) de
-40 °C a 260 °C con una rampa de 12 °C/min. Los voldfiles se
transfirieron a la columna analitica que trabajé con las siguientes
condiciones cromatograficas: temperatura inicial de 40 °C, que se
mantuvo durante 2 minutos, posteriormente se elevé hasta 80 °C a
5 °C/min y se mantuvo durante 2 minutos, a continuaciéon se elevd
hasta 130 °C a 10 °C/min durante 5 minutos, se siguié elevando
hasta 150 °C a 5 °C/min durante 5 minutos y finalmente se aplicd
una rampa de 10 °C/min hasta alcanzar 230 °C, que se mantuvo
durante 5 minutos. La deteccidn se hizo a 70 eV y la identificacion
se realizdé utilizando la libreria NIST del cromatégrafo, y por
comparacion con los espectros de masas de los patrones
comerciales de todos los voldtiles analizados (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemania) y con sus tiempos de retencién.

La cuantificaciéon se realizd usando rectas de calibrado que se
obtuvieron a partir de disoluciones patrén a cinco concentraciones
diferentes que variaron de forma genérica entre 0,03 ug/Ly 80 mg/L,
aunque para cada compuesto se tuvieron en cuenta las

concentraciones indicadas en la bibliografia, obteniéndose valores
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de R2?=0,95-0,97. Las disoluciones de los patrones se prepararon en
un mosto sintético preparado con 150 g/L de glucosa+fructosa y é

g/L de dacido tartdrico a pH 3,6 ajustado con NaOH 10 M.

En la Tabla 14 se muestran los tiempos de retencion, iones
mayoritarios y las rectas de calibrado de los compuestos voldatiles

buscados en las uvas.
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Tabla 14. Tiempos de retencidn, iones mayoritarios y rectas de calibrado
de los compuestos voldtiles de las uvas.

Compuesto TR m/z Recta (pg/L)
D-Limoneno 6,60 69 y=15,334x-0,008 0,9816
Trans-2-Hexenal 7.18 41  y=09213x-0,012 0,9994
1-Hexanol 10,71 56 y=0,9154x+0,0963 0,9945
Cis-3-Hexen-1-ol 11,65 67 y=0,4533 x - 0,0042 0,9989
Nonanal 11,94 57 y=10,480 x - 0,003 0,9989
Trans-2-Hexen-1-ol 12,46 57 y=0,6403 x - 0,0880 0,9995
Oxido de linalol 13,30 59 y=1,505x-0,004 0,9937
1-Octen-3-ol 13,72 57 y=23,8600 x - 0,0008 0,9999
Citronelal 14,34 69 y=0,3906 x-0,0152 0,9710
Benzaldehido 15,26 106 'y =2,7300 x - 0,0006 0,9986
Linalol 15,83 71  y=9,886x-0,004 0,9997
Acetato de linalol 15,96 93 y=230,540 x- 0,024 0,9947
a-Terpineol 18,39 59 y=1,228 x-0,008 0,9959
B-Damascona 19.29 177  y=1,058 x- 0,001 0,9979
Citronelol 19.97 69 y=2,8530x-0,0008 0,9964
Nerol 20,88 69 y=1,535x-0,002 0,9979
B-Damascenona 21,13 121 y=35330x+ 0,003 0,99%90
a-lonona 22,18 121  y=36,880 x-0,001 0,9987
Geraniol 22,33 69 y=1,8800 x-0,0004 0,9985
Geranil acetona 22,49 43 y=21,540 x - 0,007 0,9992
Guayacol 22,72 109 y=0,4564 x-0,0003 0,9975
Dihidrocinamato de etfilo 23,37 104 y=11,350x-0,014 0,9993
B-lonol 2426 205 y=0,3212x+ 0,0002 0,9959
B-lonona 24,76 177 'y =28,1100 x - 0,0003 0,9989
Nerolidol 26,75 69 y=4,9020x + 0,0005 0,9999
4-Etilguayacol 27,54 137 y=1,638x-0,011 0,9938
Cinamato de etilo 31,01 131 y=16,9100 x - 0,0007 0,9975
Eugenol 32,43 164 vy =0,5964 x-0,0007 0,9944
4-Etilfenol 32,77 107 y=0,8428 x - 0,0003 0,9983
4-Vinilguayacol 33,26 150 y=0,573 x-0,005 0,9925
Farnesol 36,27 69 y=1,024x+0,015 0,9945
Vainillina 38,87 151 y=0,03907 x +0,01592  0,9962
Vainillato de metilo 39.30 151 y=0,078 x - 0,004 0,9922
Vainillato de etilo 39,61 151 y=0,08555x-0,00312 0,9949
Acetovainillona 39.69 151 y=0,07577 x - 0,00154 0,9971

TR: tiempo de retencién (min); m/z: ibn mayoritario; y: concentracién en ug/L; x:
relacién entre el drea del compuesto analizado y el drea del patrén interno.
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5.6.7. Determinacion de compuestos fendlicos de bajo peso

molecular

La composicion fendlica pormenorizada se analizd por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de acuerdo al
método de Pardo-Garcia et al. (2014), utilizando un cromatégrafo
Agilent 1200 (HPLC, Palo Alto, California, EE. UU.) equipado con un
detector de diodos alineados (DAD, Agilent G1315D). Se inyectaron
20 yL de mosto directamente en el cromatégrafo tras haber sido
filtrado con un filtro PVDF Durapore de 0,22 um (Millipore, Bedford,
Massachusetts, EE. UU.).

Se utilizd una columna Zorbax-Eclipse XDB-C18 de fase inversa
(4,6 mm x 150 mm, tamano de particula de 5 um) y una precolumna
del mismo material a 30 °C. Los disolventes utilizados fueron
agua/acido  formico/acetonitrilo  (97,5; 1,5, 1; v/v/v) como
disolvente A 'y acetonitrilo/&cido férmico/disolvente A (78,5; 1,5; 20;
v/v/v) como disolvente B. El gradiente de elucidon para el disolvente
B fue el siguiente: 0 min, 5%; 2 min, 10%; 7 min, 14,5%; 10 min, 18,5%;
12 min, 20%; 17 min, 20%; 28 min, 30%; 30 min, 30%; 32 min, 50,5%; 38
min, 80%; 40 min, 100%. El sistema se equiliord con las condiciones
de inicio durante 10 minutos antes de la inyeccién de la siguiente

muestra. El caudal fue de 0,5 mL/min.

Los compuestos se identificaron mediante comparacién con los
espectros UV-Vis correspondientes y el tiempo de retenciéon de los
patrones comerciales disponibles (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania). Los flavonoles y antocianinas, cuyos patrones
comerciales no estaban disponibles, se identificaron en funcidn de
su ion molecular, los espectros UV-Vis y el orden de eluciéon segin
Pardo-Garcia et al. (2014).
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Se utilizaron diferentes longitudes de onda para los diferentes
compuestos, asi: los acidos siringico, gdlico, y los flavanoles (+)
catequina y (-) epicatequina se determinaron a 280 nm, los acidos
f-cafeico vy ferdlico a 324 nm, el dcido t-p-cutdrico a 308 nm, los
flavonoles a 365 nm y las antocianinas a 520 nm. Todos los dcidos y
flavanoles se cuantificaron con sus patrones correspondientes pero
los flavonoles glucosilados y la miricetina se cuantificaron como
equivalentes de quercetina, el dcido t-p-cutdrico como acido t-p-
cumdrico y las antocinaninas como equivalentes de malvidina-3-O-

glucdsido.

Para la cuantificaciéon se utilizaron rectas de calibrado que se
obtuvieron a partir de disoluciones patrén a cinco concentraciones
diferentes que variaron de forma genérica desde 0,03 mg/L a 250,5
mg/L, aunque para cada compuesto se tuvieron en cuenta las
concentraciones indicadas en la bibliografia, obteniéndose valores
de R2=0,92-0,99. Las disoluciones de los patfrones se prepararon en
un vino sintético que consistid en una disolucién hidroalcohdlica all
12,5% (v/v) preparada con 5 g/L de dcido tartdrico a pH 3,6
ajustado con NaOH 10 M.

En la Tabla 15 se muestran las longitudes de onda, los tiempos de
retencion y las ecuaciones de las rectas obtenidas en la calibracion

de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular.
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Tabla 15. Longitudes de onda (A), tiempos de retencién y rectas de
calibrado de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular.

Compuesto n)r\n TR Recta (mg/L)
Acido gdlico 280 6,00 y=0,0111 x-0,4059
Acido t-cafeico 324 15,28 y =0,0047 x-0,1353
Acido vanilico 256 15,40 y =0,0077 x-0,0131
Acido siringico 280 16,22 y =0,0076 x + 0,2128
Acido t-p-cumdrico 308 20,47 y =0,0032x +0,1152
Acido ferllico 324 23,86 y =0,0049 x - 0,8537
Acido sindpico 324 23,86 y = 0,0055 x - 1,6448
Acido t-caftdrico 324 11,08 y =0,0047 x-0,1353
Acido t-p-cutdrico 308 14,65 y =0,0032x +0,1152
t-Resveratrol 308 34,69 y =0,0032 x + 0,2828
Piceido de t-resveratrol 308 22,31 y =0,0041 x + 0,5791
(+) Catequina 280 12,77 y =0,0530 x + 0,7189
(-) Epicatequina 280 15,88 y =0,0511 x + 0,4969
*Delfinidina 3-O-glucésido 520 11,79 y =0,0123 x + 0,2464
*Cianidina 3-O-glucdsido 520 13,64 y =0,0123 x + 0,2464
*Petunidina 3-O-glucésido 520 14,40 y =0,0123 x + 0,2464
*Peonidina 3-O-glucésido 520 16,10 y =0,0123 x + 0,2464
*Malvidina 3-O-glucdsido 520 16,60 y =0,0123 x + 0,2464
*Petunidina 3-O-(6"-O-acetil)-glucdsido 520 22,42 y =0,0123 x + 0,2464
*Peonidina 3-O-(6"-acetil)-glucdsido 520 26,63 y =0,0123 x + 0,2464
*Malvidina 3-O-(6"-acetil)-glucsido 520 27,20 y =0,0123 x + 0,2464
*Malvidina 3-(6 -t-cafeoil)-glucdsido 520 29,30 y =0,0123 x + 0,2464
*Cianidina-3 (6"-p-cumaraoil)-glucésido 520 29,85 y =0,0123 x + 0,2464
*Petunidina 3-(6"-p-cumaroil)-glucésido 520 30,35 y =0,0123 x + 0,2464
*Malvidina 3-(6"-p-cumaroil)-glucdsido 520 33,05 y =0,0123 x + 0,2464
*Vitisina A Malvidina-3-O-glucésido 520 18,02 y =0,0123 x + 0,2464
*Vitisina B Malvidina-3-O-glucdsido 520 19,53 y =0,0123 x + 0,2464
Quercetina 365 36,79 y =0,0034 x + 0,0443
Miricetina 365 31,63 y =0,0034 x + 0,0443
Kaempferol 365 38,71 y =0,0034 x + 0,0443
Miricetina 3-O-galactésido 365 18,20 y =0,0034 x + 0,0443
Miricetina 3-O-(glucurénido+glucdsido)@ 365  18,47-18,58 y =0,0034 x + 0,0443
Quercetina 3-O-galactdsido 365 23,15 y =0,0034 x + 0,0443
Quercetina 3-O-(glucurénido+glucésido)P 365  24,05-24,11 y =0,0034 x + 0,0443
Laricitrina 3-O-(glucdsido/galactésido) < 365 24,57 y =0,0034 x + 0,0443
Kaempferol 3-O-glucdsido 365 28,71 y =0,0034 x + 0,0443
Siringetina 3-O-glucdsido 365 29,57 y =0,0034 x + 0,0443

TR: tiempo de retencién (min); y: concentracion en mg/L; x: drea del compuesto
analizado; *Las antocinaninas sélo se buscaron en la variedad Cabernet
Sauvignon; @ Miricetina 3-O-glucurénido y Miricetina 3-O-glucésido, compuestos
coeluidos; b Quercetina 3-O-glucurdonido y Quercetina 3-O-glucdsido, compuestos
coeluidos; ¢ Puede ser glucdsido o galactésido de laricitrina.
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5.7. Métodos de andlisis en vinos

A continuacion, se describen los pardmetros analizados en los

vinos. Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

5.7.1. Par@metros enolégicos convencionales

El grado alcohdlico, el pH, la acidez total (g/L de acido tartdrico)
y la acidez voldtil (g/L de dcido acético) se analizaron en un equipo
basado en la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FT-IR Multispec, TDI, Barcelona, Espana) usando el compendio de
métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos de la OIV
(OlV, 2014).

El sulfuroso libre y total se determiné con un valorador modelo
ENO 20 ECO (TDI, Barcelona, Espana). El método se basa en una
valoracién yodométrica del sulfuroso del vino segun el compendio
de métodos internacionales de andlisis de vinos y mostos de la OIV
(OIV, 2014). El sulfuroso combinado se obtiene por diferencia entre

el sulfuroso total y el libre.

5.7.2. Pardmetros cromaticos

Todos ellos se determinaron con Ila ayuda de un
espectrofotbmetro UV-Vis, Lambda 25 (Perkin-Elmer, Norwalk,
Connecticut) en cubetas de cuarzo de 1T mm de paso de luz,
después de que las muestras se pasaran por un filtro PVDF Durapore
de 0,45 um (Millipore, Bedford, Massachusetts, EE. UU.).

Los pardmetros de intensidad colorante y tonalidad se

obtuvieron segun se indicé en el apartado 5.6.3.

Los pardmetros cromaticos relativos al espacio de color CIELAB

se calcularon a partir de las medidas de transmitancia cada 5 nm
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del espectro de los vinos entre 380 y 780 nm. Los resultados se
procesaron mediante el programa informdtico “color en vinos” de
Perkin-Elmer Hispania (Madrid, Espana), obteniéndose: Ia
coordenada rojo/verde (a’), la coordenada amarillo/azul (b*), la
claridad (L), el croma (C*) y la tonalidad (H*). Las diferencias
cromdticas entre vinos se calcularon utiizando la siguiente

expresion (Alcalde-Eon et al., 2019):
AEab* = [(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?]Y/?

5.7.3. indice de polifenoles totales (IPT)

Se determind como se ha indicado en el apartado 5.6.4.

utilizando 1 mL de vino.

5.7.4. indice de potencial aromdtico varietal (IPAv)

Para determinar el IPAv de los vinos, se utilizd el mismo Kit
comercial que se indicd en el apartado 5.6.5. Para ello, se tomd una
muestra de vino y se centrifugd a 4000 rom durante 10 min. Se diluyd
con etanol/agua al 50% (v/v) segun Serrano de la Hoz et al. (2014)
y para las determinaciones se usd el mismo espectrofotdémetro

indicado anteriormente.

5.7.5. Determinacion de compuestos voldtiles

Los compuestos voldtiles de los vinos se determinaron segun el
método de Sdnchez-Goémez et al. (2016). Este método se basa enla
técnica por Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE) empleando un twister
de 10 mm de longitud y 0,5 mm de espesor (Gerstel, MUlheim and
der Ruhr, Alemania) mediante inmersion en la muestra. El twister se

infrodujo en 25 mL de vino, al que se le anadié, como patrén interno,

128



= Wateriates y metodos
Ei 2

62,5 uL de 3-metil-1-pentanol (preparado en una concentracion de
1 uL/mL en etanol absoluto). Después de agitar la muestra a 500 rom
a temperatura ambiente durante 60 minutos, el twister se sacd, se
lavé con agua MiIlli-Q, se secd con un papel de celulosa y se
infrodujo en el tubo de desorcion térmica para su posterior andlisis
por GC-MS.

En el apartado 5.6.6. se detallan los aspectos relacionados con

la determinacién de los compuestos voldtiles.

Las disoluciones de los pafrones se prepararon en un Vvino
sintético que consistid en una disolucién hidroalcohdlica al 12,5%
(v/v) preparada con 5 g/L de acido tartdarico a pH 3,6 ajustado con
NaOH 10 M.

Las concentraciones fueron de 0,01 ug/L hasta 400 mg/L, pero
cada compuesto tuvo su rango de concentracion segin lo

indicado en la bibliografia para vinos.

En la Tabla 16 se muestran los tiempos de retencion, los iones
mayoritarios y las rectas de calibrado de los compuestos voldtiles

buscados en los vinos.
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Tabla 14. Tiempos de retencidén, iones mayoritarios y rectas de calibrado
de los compuestos voldtiles de los vinos.

Compuesto TR m/z Recta (pg/L)
Acetato de etilo 2,06 43 y =0,8196 x - 0,2945 0,9878
Butirato de etilo 3.59 88 y =10,330 x - 0,005 0,9950
Acetato de isoamilo 5,18 43 y =49,01 x-0,04 0,9844
Alcoholes amilicos” 6,96 57 y =0,2383 x + 0,0083 0,9968
Hexanoato de etfilo 7.66 101 y=51,10x-0,08 0,9906
Acetato de hexilo 8,64 43 y =287,60x-0,18 0,9902
1-Hexanol 10,77 56 y =1,552 x-0,694 0,9940
Trans-2-Hexen-1-ol 12,54 57 y =0,8766 x-0,4213 0,9954
Octanoato de etfilo 13,30 101 y =270,50 x-0,72 0,9946
Oxido de linalol 13,36 59 y =1,936 x + 0,006 0,9951
Linalol 15,87 71 y =38,30 x - 0,09 0,9872
Acetato de linalol 15,99 93 y =595,90 x - 0,92 0,9912
Decanoato de etilo 17,37 101 y=4579x-1,4 0,9942
Fenilacetaldehido 17,48 91 y=104,70x-0,18 0,9777
a-Terpineol 18,42 59 y = 6,086 x - 0,034 0,9866
B-Damascona 19,31 177 y=14,96x-0,09 0,9861
Citronelol 20,03 69 y = 36,170 x - 0,002 0,9853
Nerol 20,89 69 y = 13,67 x - 0,04 0,9952
B-Damascenona 21,16 121 y=6181,0x-1,1 0,9738
Acetato de 2-feniletilo 21,35 104 y=193,80x+0,08 0,9841
a-lonona 22,22 121 y=1472,0x-0,2 0,9949
Acido hexanoico 22,32 60 y =0,3004 x + 0,0058 0,9969
Geraniol 22,41 69 y =24,91 x-0,02 0,9847
Geranil acetona 22,52 43 y = 662,50 x - 0,84 0,9911
Guayacol 22,81 109 y=1,232x+ 0,002 0,9996
Dihidrocinamato de etilo 23,41 104 y=270,40x-0,16 0,9993
2-Feniletanol 24,21 21 y =1,557 x-0,018 0,9829
B-lonol 24,29 205 y=1,296x+0,018 0,9759
B-lonona 24,79 177  y=5983,0x-0.,8 0,9809
Nerolidol 28,03 69 y =392,90x-0,68 0,9887
Acido octanoico 28,79 60 y =7,031 x-0,070 0,9913
Cinamato de eftilo 31,09 131 y=1576,0x-0,1 0,9716
Eugenol 32,52 164  y=19,30x-0,02 0,9866
4-Vinilguayacol 33,35 150 y=16,53x-0,03 0,9938
Acido decanoico 35,03 60 y = 58,96 x-0,03 0,9746
Farnesol 36,34 69 y=185,2x-0,1 0,9853
Vainillina 38,93 151 y=0,4263x+0,0118 0,9909
Vainillato de etilo 39,67 151 y=6,918x+0,144 0,9935

TR: fiempo de retencién (min); m/z: ion mayoritario; y: concentracion en ug/L; x:
relacién entre el drea del compuesto analizado y el drea del patrdn interno; * 2-
Metil-1-butanol y 3-Metil-1-butanol, compuestos coeluidos.
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5.7.6. Determinacion de compuestos fendlicos de bajo peso

molecular

La composicidon fendlica pormenorizada se analizd de acuerdo
al método de Pardo-Garcia et al. (2014). Se inyectaron 20 uL de vino
directamente en el cromatdgrafo tras haber sido filtfrado con un
filtro PVDF Durapore de 0,22 um (Millipore, Bedford, Massachusetts,
EE. UU.).

En el apartado 5.6.7. se detallan los aspectos relacionados con
la determinacion de los compuestos fendlicos de bajo peso

molecular.

5.7.7. Determinacion de azucares, acidos y glicerol

La determinacion de glucosa, fructosa, dcido tartdrico, dcido
IGctico y glicerol se realizd de acuerdo al método propuesto por
Martinez-Gil et al. (2013), utilizando un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion Agilent 1100 (HPLC, Palo Alto, California, EE. UU.)
equipado con un detector de indice de refracciéon (Agilent 1200,
Palo Alto, California, EE. UU.). La separaciéon cromatogrdfica se
realizé en una columna PL Hi-Plex H (Varian, Middelburg, Holanda)
con un famano de particula de 8 um (300 x 7,7 mm). La fase movil
fue dacido sulfurico 0,004 M con un flujo de 0,4 mL/min. La
temperatura del horno se mantuvo a 75 °C y el detector a 55 °C. Los
vinos se pasaron por un filtro PVDF Durapore de 0,45 um (Millipore,
Bedford, Massachusetts, EE. UU.) y se inyectd un volumen de muestra

de 10 uL. El tiempo total de andlisis fue de 30 minutos.

La identificacién se basd en los tiempos de retencidon y la

cuantificacion se hizo a partir de rectas de calibrado (R2> 0,97) de
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las disoluciones acuosas de los patrones comerciales de cada uno

de los compuestos (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

En la Tabla 17 se muestran los tiempos de retenciéon vy las rectas

de calibrado de los diferentes compuestos analizados.

Tabla 17. Tiempos de retencién y rectas de calibrado de azdcares, dcidos
y glicerol.

Compuesto TR Recta (g/L)
Glucosa 17,10 y =5%10¢x+0,0140 0,99
Fructosa 18,20 y =5*10¢x +0,0018 0,99
Acido tartdrico 16,10 y = 5*10¢x + 0,2095 0,99
Acido lactico 22,90 y =7*106x + 0,2651 0,99
Glicerol 23,90 y =6*106x +0,1134 0,99

TR: fiempo de retencidon (min); y: concenfracién en g/L; x: drea del
compuesto analizado.

5.7.8. Andlisis estadistico

El fratamiento estadistico de los datos, tanto de uvas como de
vinos, se realizé mediante el programa SPSS (Versidon 24.0, IBM Corp.,
Chicago, EE. UU.). Se hicieron andlisis de la varianza (ANOVA) para
comparar las diferencias entre medias con el test Tukey-b para un
nivel de probabilidad del 95% (p <0,05).
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6.1. Uvas
6.1.1. Cabernet Sauvignon

6.1.1.1. Seguimiento de la maduracién

Aunque el estudio abarco tres cosechas, 2015, 2016 y 2017, el
seguimiento de la maduracion se realizé sélo durante las cosechas
de 2016 y 2017. Concretamente se realizaron 4 muestreos
representativos, de cada una de las parcelas, en diferentes estados

de madurez.

En la Tabla 18 se muestran los resultados correspondientes a los
andlisis llevados a cabo en las uvas de la cosecha de 2016 y en la

Tabla 19 los referentes a la cosecha de 2017.
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El peso de 100 bayas no estuvo influenciado por los tratamientos
con agua ozonizada, ya que fue similar a los controles
correspondientes. Sin embargo, si comparamos ambas cosechas,
enla de 2016 este pardmetro fue mayor que en la cosecha de 2017,
seguramente debido a que dicho periodo fue mas lluvioso (Tabla
7).

Los tratamientos influyeron en el grado Baumé (°B€) de manera
diferente dependiendo de la estrategia de aplicacion, ya que T2y
T3 lo disminuyeron en el primer y cuarto muestreo y no influyeron en
el segundo y tercer muestreo, T4 lo disminuyd y T5 lo disminuyd a

excepcion del segundo muestreo, que lo aumento.

Los resultados obtenidos para los pardmetros pH, acidez total (AT)
y °B&é/AT estdn de acuerdo con los que se proponen para el modelo
utilizado para decidir el momento de vendimia: crecimiento del
valor de pH (disminucion de la acidez) hasta un valor asintético y
crecimiento del pardmetro °B&/AT hasta el valor considerado
optimo  (Blouin and Guimberteau, 2004). Este fue el pardmetro
utilizado en este trabajo como indicador del momento éptimo de
vendimia (Figs. 26 y 27). En la cosecha de 2017, en el cuarto
muestreo hubo una disminucion del pardmetro °B&/AT en las uvas

control y T4 debido a un aumento de la acidez total.
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Figura 26. Evolucién del pardmetro °B&/AT en uvas Cabernet Sauvignon
en la cosecha de 2016. C2: cepas control (sin fratar); T2: cepas tratadas
por riego; T3: cepas tratadas combinando riego y aéreo.
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Figura 27. Evolucién del pardmetro °B€/AT en uvas Cabernet Sauvignon
en la cosecha de 2017. C3: cepas control (sin tratar); T4: cepas tratadas
por endoterapia; T5: cepas tratadas combinando endoterapia y aéreo.

Con respecto al indice de polifenoles fotales (IPT), los
tfratamientos influyeron de manera diferente dependiendo de Ia
estrategia de aplicacién y de la cosecha, siendo estos valores
generalmente superiores en la cosecha de 2016. En ambas

cosechas, se observé una disminucion de este pardmetro entre el
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primer y segundo muestreo y un aumento entre el segundo vy tercer

muestreo.

En cuanto a los pardmetros cromdticos de las uvas, las Tablas 18
y 19 muestran las evoluciones de las absorbancias a 420, 520 y 620
nm, que informan la presencia de colores amairillos, rojos y azules
respectivamente en las uvas. Estos pardmetros fueron diferentes en
los controles de las dos cosechas, con los valores mds altos en 2016.
Los fratamientos T2 y T3 aumentaron la intensidad colorante (IC) y
disminuyeron la tonalidad (T) en el primer y cuarto muestreo con
respecto a las uvas control, lo que sugiere una mejor calidad
cromdtica (Fig. 28). Con respecto a los tratamientos T4 y T5, sélo se

observo esta tendencia en el tercer muestreo (Fig. 29).

Intensidad
colorante

\
— Tonalidad
) (x2)

AN\ AN \ AN \ \ © .
Y ) o S N R N N,
—— 2 —f—T12 T3 C2 --m--T2 --e--T3

Figura 28. Evolucion de la intensidad colorante y fonalidad en uvas
Cabernet Sauvignon en la cosecha de 2016. C2: cepas control (sin
tratar); T2: cepas tratadas por riego; T13: cepas tratadas combinando
riego y aéreo.
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Figura 29. Evolucion de la intensidad colorante y tonalidad en uvas
Cabernet Sauvignon en la cosecha de 2017. C3: cepas conftrol (sin
tratar); T4: cepas tratadas por endoterapia; T5: cepas tratadas
combinando endoterapia y aéreo.

6.1.1.2. Momento de vendimia

El dia de la vendimia coincidié con el cuarto muestreo, y en las
uvas vendimiadas se analizaron los pardmetros enoldgicos
convencionales, los pardmetros cromdaticos, la madurez fendlica, el
indice de potencial aromdtico varietal (IPAv), los compuestos
volatiles mediante SBSE-GC-MS vy los compuestos fendlicos de bajo

peso molecular por HPLC-DAD.

6.1.1.2.1. Pardmetros enolégicos, cromaticos, madurez fendlica

e IPAv de las uvas

Con el fin de facilitar la comparacién entre uvas en el momento
de vendimia, aunque parte de estos resultados para las cosechas
de 2016 y 2017 ya se vieron anteriormente (Tablas 18 y 19
respectivamente), en la Tabla 20 se vuelven a mostrar, incluyendo
la madurez fendlica y el pardmetro IPAv, junto con los obtenidos

para las uvas de la vendimia de 2015.
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El peso de 100 bayas no estuvo influenciado por los fratamientos
con agua ozonizada, ya que fue similar a los confroles
correspondientes. Sin embargo, durante la segunda cosecha
(2016), este pardmetro fue significativamente mayor que los ofros
anos (2015y 2017), tanto en los tratamientos como en los controles,

probablemente porque dicho periodo fue mads lluvioso (Tabla 7).

Como era de esperar, el efecto de la anada tuvo una influencia
significativa en el °Baumé (°Bé) de las uvas control, siendo mayor en
C1 gque en C2 y C3. Las uvas control de las cosechas 2016 y 2017
mostraron valores similares de °Bé, pero los fratamientos lo
disminuyeron, especialmente T4, que produjo uvas con el °Bé mds

bajo.

El ano de la cosecha tuvo un efecto significativo en el pH de las
uvas conftrol, con los valores mds bajos en 2015, seguido de 2017 y
los valores mds altos en 2016. Los tratamientos combinados no
influyeron en el pH de las uvas, pero los tfratamientos T1, T2 y T4 lo
disminuyeron significativamente. La cosecha tuvo una influencia
significativa en la acidez total (AT) de las uvas control, con los
valores de AT mds altos en 2015, seguido por 2016 y los mds bajos en
2017. Asimismo, los tratamientos combinados (T3 y T5) no influyeron
en AT, pero los tratamientos T1, T2 y T4 produjeron un aumento

significativo.

La relacién °B&/AT, como ya se ha comentado anteriormente, es
un criterio cldsico utilizado para elegir la fecha de cosecha cuando
las uvas estdn en la madurez tecnoldgica 6ptima. Se estima que las
ratios alrededor de 4 son las mds adecuadas (Hidalgo, 2011) porque
las uvas muestran el mejor equilibrio entre azicar y acidez. De
acuerdo a esto, las uvas control tenian una madurez tecnoldgica

adecuada, a excepcion de C3 que fue superior a 5. Las uvas de los
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tratamientos con agua ozonizada mostraron una relacion °B&/AT
menor que las uvas control, lo que sugiere un posible retraso en la

madurez tecnoldgica.

En cuanto a los pardmetros cromdticos de las uvas, la Tabla 20
muestra las absorbancias a 420, 520 y 620 nm. Como era de esperar,
estos pardmetros fueron diferentes en los controles de las fres
cosechas, con los valores mas altos en 2015. Los fratamientos T1, T2,
T3 produjeron un aumento significativo de todas estas
absorbancias, mientras que los tratamientos T4 y T5 condujeron a

una disminucion significativa, especialmente T4.

En la elaboraciéon del vino, la calidad del color de los vinos se
evalvua a fravés del pardmetro llamado intensidad colorante (IC),
que es la suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm, y el
pardmetro llamado tonalidad (T), que es la relacidn entre
absorbancias 420/520 nm, de modo que los valores de IC mdas altos

y los valores de T mds bajos se asocian con una mejor calidad.

La Tabla 20 y Figura 30 muestra que los tratamientos T1, T2 y T3
con agua ozonizada mejoraron la calidad del color de las uvas en
relacidn con sus controles correspondientes, mientras que los
fratamientos T4 y 15 la empeoraron. Cabe senalar que la IC
aumentd un 133%, 70% y 99% en T1, T2 y T3 respectivamente,
mientras que la tonalidad disminuyd un 19%, 23% vy 26%
respectivamente para los mismos fratamientos. Por lo tanto, las uvas
con una mejor calidad de color fueron las de los tratamientos T1 y
T3.
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Figura 30. Intensidad colorante y tonalidad en uvas Cabernet Sauvignon
en el dia de vendimia. C1, C2 y C3: cepas control (sin fratar) en las
cosechas de 2015, 2016 y 2017 respectivamente; T1: cepas tratadas por
fratamiento aéreo; T2: cepas tratadas por riego; T3: cepas tratadas
combinando riego y aéreo; T4: cepas tratadas por endoterapia; T5:
cepas tratadas combinando endoterapia y aéreo.

La maduracién fendlica de las uvas generalmente se evalia
mediante el IPT y el contenido de antocianos totales. En la Tabla 20
se puede observar que el IPT a pH 1 fue mayor en C1 y no hubo
diferencias significativas entre C2 y C3. La misma tendencia se
observo para el IPT a pH 3,4. Se observd que a pH 3,4 los valores de
IPT son aproximadamente la mitad de los valores a pH 1, tanto en
las uvas confrol como en las de los tratamientos con agua
ozonizada. En general, para ambos valores de pH, los tfratamientos
T1 y T3 no tuvieron un efecto significativo sobre el IPT, mientras que

los tratamientos T2, T4 y T5 disminuyeron dicho pardmetro.

Los antocianos son los polifenoles responsables del color rojo
violdceo de las uvas vy, por lo tanto, el color de los vinos tintos

depende de ellos (Mazza, 1995). Su contenido en las uvas control
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varia significativamente segin la cosecha, alcanzando el
contenido mds alto en C1 y el mds bajo en C2. Los tratamientos T1,
T2 y T5 con agua ozonizada no influyeron en el contenido de
antocianos a pH 1, pero los fratamientos T3 y T4 afectaron a este
pardmetro de manera diferente, ya que T3 lo aumentd
significativamente con respecto a su confrol y T4 lo disminuyé. Se
observd un comportamiento similar en el caso del contenido de
antocianos a pH 3,4, cuyos valores fueron aproximadamente |a

mitad del contenido a pH 1.

La extraccion de los antocianos de la piel de la uva al vino
depende no solo de su contenido en las uvas, sino fambién de la
capacidad de ser liberados de las vacuolas en las que se
encuentran, lo que depende de la degradacion de las paredes
celulares por enzimas pectoliticas. Dicha extractabilidad se mide a
través del paradmetro “extractabilidad antocidnica” (EA). Ademds,
la maduraciéon fendlica de las uvas también contempla el nivel de
los taninos de las pepitas, para lo cual se utiliza el pardmetro “indice
de madurez de pepitas” (MP). Con respecto al pardmetro EA, debe
tenerse en cuenta que un valor mds bajo es indicativo de que los
antocianos de la uva se extraerdn mejor, mientras que un valor mas
bajo de MP indica que el contenido de taninos de las pepitas que
podrdn estar presentes en el vino obtenido serd menor (Saint-Cricq
etal.,1998). Porlo tanto, las uvas tendrdn una mejor calidad fendlica

cuando los pardmetros EA y MP tengan valores mds bajos.

La Tabla 20 y Figura 31 muestra ambos indices en las uvas control

y en las uvas de los fratamientos con agua ozonizada.
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Figura 31. Madurez fendlica de las uvas Cabernet Sauvignon en el dia de
vendimia. EA: extractabilidad anfocidnica; MP: indice de madurez de las
pepitas; C1, C2y C3: cepas conftrol (sin tratar) en las cosechas de 2015,
2016y 2017 respectivamente; T1: cepas tratadas por tratamiento aéreo;
T2: cepas tratadas por riego; T3: cepas fratadas combinando riego y
aéreo; T4: cepas tratadas por endoterapia; T5: cepas tratadas
combinando endoterapia y aéreo.

Se puede observar que, en todas las uvas, los fratamientos con
agua ozonizada no afectaron significativamente EA excepto T2,
que lo disminuyd. Por ofro lado, los fratamientos disminuyeron
significativamente MP, lo que sugiere que el uso de agua ozonizada
en el vinedo puede reducir la presencia de los taninos de las pepitas
durante la vinificacion. Este resultado es de gran interés, ya que uno
de los problemas atribuidos al cambio climdtico es la
descompensacion entre la madurez de la pulpa, piel y pepita de la
uva, lo que se refleja en una mayor presencia de taninos de las
pepitas en el vino, que son negativos para su calidad (Bernardo et
al., 2018; Mira de Orduna, 2010).
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La madurez aromdatica de las uvas fue evaluada por el indice de
potencial aromdatico varietal (IPAv), que estima el nivel de los
precursores aromaticos glicosilados de las uvas, que son el grupo
mds abundante e importante del aroma (Hjelmeland and Ebeler,
2015). Un indice mds alto sugiere que las uvas tendrdn una mayor
capacidad para liberar aromas varietales positivos en el proceso de
vinificacion, especialmente terpenoides (Serrano de la Hoz et al.,
2014), y por lo tanto el aroma de los vinos puede recordar a la

variedad de uva con la que fueron elaborados.

El IPAv de las uvas control dependid de la cosecha (Tabla 20),
obteniéndose los valores mas altos en C1 y los mds bajos en C2. Los
tratamientos con agua ozonizada tuvieron una influencia
significativa en el IPAv dependiendo de la estrategia de aplicacién,
excepto T2. Mientras que los fratamientos T1 y T3 aumentaron
significativamente el IPAv de las uvas, T4 y T5 lo disminuyeron,
especialmente T4. El aumento mds importante tuvo lugar en las uvas
del tratamiento T3, hasta un 78%, y la disminucién mds importante

en las uvas del fratamiento T4, hasta un 38%.

6.1.1.2.2. Composicion fendlica y aromdatica de las uvas

Los resultados muestran que las cosechas y los tratamientos con
agua ozonizada afectan a la composicion fendlica y aromdatica de
las uvas y, por lo tanto, se realizd un andlisis detallado de tales

compuestos en las cosechas de 2016 y 2017.

La Tabla 21 muestra algunos de los principales compuestos
fendlicos de bajo peso molecular (BPM) de las uvas Cabernet

Sauvignon.
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Las antocianinas, los pigmentos violdceos de las uvas a los que
se debe el color de los vinos tintos, fueron los compuestos fendlicos
mds abundantes, seguidos por los flavonoles y los dcidos fendlicos,
que supusieron alrededor del 94%, 4% y 2% respectivamente. El
grupo mds abundante de antocianinas fue el no acilado, que
constituyd aproximadamente el 76%, y entre ellos, el orden de
mayor a menor abundancia fue: malvidina 3-O-glucdsido (Mv3G),
peonidina 3-O-glucdsido (Pn3G), petunidina 3-O-glucdsido (P13G),
delfinidina 3-O-glucdsido (Df3G) y cianidina 3-O-glucdsido (Cn3G).
Se observaron diferencias significativas en las uvas control de
ambas cosechas, excepto en el contenido de flavonoles, 1o que
puede aftribuirse a las diferentes condiciones meteoroldgicas (Tabla
7), especialmente durante el periodo de maduracion (Bernardo et
al., 2018; Hjelmeland, 2015; Ryan et al., 2003), con mayor contenido

de antocianinas en las uvas de 2017 que en las de 2016.

Los fratamientos con agua ozonizada influyeron en algunas de
las antocianinas, especialmente Mv3G vy su derivado de acetilo
(MV3GAc). Por lo tanto, la aplicacion de agua ozonizada
combinando riego y aéreo (T3) produjo un aumento significativo de
ambos compuestos, aunque el tratamiento por riego (T2) no los

afecto.

Por otro lado, los tfratamientos por endoterapia disminuyeron el
contenido de ambos compuestos, pero en menor medida cuando
la endoterapia se combind con el tratamiento aéreo (T15). Estos
resultados estdn en concordancia con los obtenidos de ApH3,4 en
las cosechas de 2016 y 2017 (Tabla 20). Pn3G, el segundo
compuesto mds abundante, mostrdé un comportamiento opuesto al
descrito para los derivados de la malvidina, pero en todos los casos

la relacion Mv3G/Pn3G aumentd debido a los tratamientos (1,7, 2,1
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y 3,2 para C2, T2 y T3 respectivamente y 3,3, 3,4y 3,8 para C3, T4 y

T5 respectivamente).

El resto de las antocianinas no se vieron significativamente
influenciadas por los tratamientos en 2016, pero en 2017 su
contenido en la uva disminuyd, aunque en menor proporcion

cuando se uso T5.

Los flavonoles, pigmentos amarillos de las uvas, también fueron
influenciados por los tfratamientos con agua ozonizada, aungue su
contenido total solo mostrd diferencias significativas con respecto a
las uvas control en la cosecha de 2017, permaneciendo constantes
en 2016. Los flavonoles forman parte del color rojo de los vinos por
efecto de copigmentacion con antocianinas (Gomez-Miguez et al.,
2006). Predominaron los derivados de miricetina y quercetina. El
tratamiento T3 disminuyo todos los flavonoles, excepto los derivados
de laricitrina, mientras que T2 no afectd alos derivados de miricetina
y quercetina. Los tratamientos T4 y T5 disminuyeron
significativamente cada uno de los flavonoles analizados,
especialmente T4. Los dAcidos fendlicos fueron el grupo menos
abundante de compuestos fendlicos de bajo peso molecular. Los
contenidos mdas bajos fueron el de los dcidos caftdrico y cutdrico,
gue son los correspondientes ésteres tartdricos de los dcidos caféico
y cutdrico respectivamente. En las uvas, dichos compuestos no
participan en su color o sabor, pero pueden influir en el color de los
vinos cuando se hidrolizan durante el proceso de vinificacién,
siendo el acido caféico un importante copigmento (Gomez-Miguez
et al., 2006). El agua ozonizada afectd el contenido de dcidos
fendlicos de la uva de manera diferente dependiendo de la
cosecha, el tipo de tfratamiento y compuesto, por ejemplo, el dcido

t-caftdrico disminuyd, principalmente enlas uvas de T2 y T4, mientras
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que el dcido ft-cutdrico aumentd, sobre todo en las uvas
procedentes de T2 y T5. Ademds, se observd un aumento
significativo del dcido siringico en las uvas de T3 pero una

disminucion enlas de T4y T5.

Los metabolitos del aroma de la uva constituyen un grupo muy
complejo de sustancias que se pueden encontrar en formas libres,
como moléculas voldatiles y, por lo tanto son compuestos odorantes,
o también se pueden encontrar en forma de precursores no volatiles
y, por lo tanto, de moléculas inodoras. Dichos precursores pueden
liberar su parte voldtil a lo largo del proceso de vinificacion y por lo

tanto serdn los principales protagonistas del aroma de los vinos.

Cabernet Sauvignon es una variedad de uva neutra desde el
punto de vista de su aroma (Kalua and Boss, 2010), y tiene un bajo
contenido de compuestos aromaticos libres en el momento de la
cosecha. Sin embargo, su mayor grupo de aromas se encuentra en
forma de precursores, que se midid en este estudio mediante el

pardmetro IPAv (Tabla 20), previamente comentado.

La Tabla 22 muestra los principales compuestos voldtiles
presentes en las uvas confrol y en las procedentes de los
tfratamientos con agua ozonizada, durante las cosechas de 2016 y
2017.
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Resultados recientes han demostrado que los compuestos Cé y
los terpenoides son los voldatiles mds relevantes para discriminar las
uvas Cabernet Sauvignon de diferentes regiones viticolas, que estdn
altamente influenciadas por las condiciones ambientales (Xie ef al.,
2019). La fraccion voldtil libre consistid  principalmente en
compuestos Cé, tal como cabe esperar pues es lo que ocurre en
todas las viniferas no aromdticas, mientras que el contenido de
terpenoides (terpenos y norisoprenoides) fue muy bajo, entre los
cuales el geraniol fue el mdas abundante, seguido de su derivado
geranil acetona. Los compuestos voldtiles mds importantes
encontrados en las uvas fueron la B-damascenona y la B-ionona,
que contribuyen al aroma de los vinos con notas frutales y florales si
superan su umbral de percepcién olfativa (UPO). La presencia de
estos volatiles en los vinos, tal como previamente se ha comentado,
se debe principalmente a su liberacidon de los precursores
glicosilados de la uva (Asproudi et al., 2018). Por otro lado, los
compuestos Cé si exceden su UPO, proporcionan al vino un olor a
hierba, que es mds potente si se encuentran como aldehidos que

en forma de alcoholes (Kalua and Boss, 2010).

Los aldehidos y los alcoholes Cé son derivados de lipidos
producidos en las plantas en respuesta a las heridas y juegan un
papel importante en las estrategias de defensa de las plantas y en
la resistencia a plagas (Matsui, 2006). En las uvas, los compuestos Cé
también se pueden encontrar como precursores glicosilados no
olorosos, pero su concentracidbn es mucho menor que oftros
precursores similares (Cabrita et al., 2006). La fraccidon de
compuestos Cé6 mds abundante en las uvas es en forma libre y no
como precursores, ya que, para generar tales precursores, el
oxigeno del adire es necesario previamente como iniciador de la

sintesis de Cé a partir de dcidos grasos antes de la glucosilacién. Por
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lo tanto, la contribucion de los compuestos Cé a los vinos depende
de su contenido en forma voldtil en la uva. Las concentraciones
obtenidas en las uvas Cabernet Sauvignon (Tabla 22) estdn en
rangos similares o inferiores a los de esta misma variedad en el drea
estudiada (Rosillo et al., 1999). Frente a los compuestos Cé, los
terpenoides se encuentran en variedades de uva no aromdticas en
bajas concentraciones, ya que se encuentran principalmente en las

uvas como precursores glicosilados (Hjelmeland et al., 2015).

La Tabla 22 muestra que el contenido total de compuestos Cé en
las uvas control de 2016 (C2) fue mayor que en 2017 (C3), mientras
gue el contenido de terpenoides estuvo en concentraciones mads
altas en 2017 que en 2016, hecho que puede estar relacionado con

las diferentes condiciones climdaticas en cada cosecha.

Se sabe que una deficiencia de agua en la etapa de
maduracién aumenta el contenido de terpenoides y disminuye el
de Cé (Alem et al., 2018), justo lo contrario de lo que sucedid en
2016, donde al final de esa etapa llovid mds que en 2017. Ademds,
la planta sintefiza mds compuestos Cé6 como defensa contra
agentes externos, como el agua ozonizada, por lo que este puede
ser el motivo del aumento observado en todas las uvas procedentes

de los tfratamientos, especialmente en T2.

El geraniol, el mds abundante de los terpenoides encontrados,
disminuyd debido a los tratamientos, especialmente en las uvas de
la cosecha 2017. Se observd una disminucién significativa en el
compuesto geranil acetona en las uvas de 2017 en comparacion
con 2016, que fue mds pronunciada en las uvas del tratamiento T5.
La RB-damascenona y la P-ionona fueron los compuestos mds
potentes analizados, como se indicd anteriormente, y su contenido

no se vio afectado por el agua ozonizada en 2016. Sin embargo, en
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las uvas de la cosecha 2017, se observé un aumento significativo de
la B-damascenona cuando se aplicéd el agua ozonizada solo por
endoterapia, hasta tres veces superior que en las uvas control (C3).
Dicho tratamiento (T4) no afectd el contenido de p-ionona, pero

disminuyd con el fratamiento combinado de endoterapia y aéreo.

En este estudio, los compuestos aromdticos de las uvas se han
evaluado de dos maneras: la primera utilizando el pardmetro IPAv
(Tabla 20) y la segunda a fravés del andlisis detallado de volatiles
(Tabla 22). En un intento de relacionar ambos tipos de pardmetros
de acuerdo con los tfratamientos de agua ozonizada, se obtuvieron
las proporciones correspondientes. Por lo tanto, mientras que la
relaciéon IPAv/terpenoides fue influenciada por los fratamientos, la
relacion IPAV/Cé permanecié con valores similares en todos los
casos. Los valores de IPAv/terpenoides se mantuvieron alrededor de
2,2, tanto en las uvas control de la cosecha 2016 (C2) como en las
uvas del fratamiento por riego (12), y alrededor de 2,7 en las uvas
control de la cosecha 2017 (C3) y en las uvas del tfratamiento por
endoterapia (T4). Sin embargo, se obtuvo una proporcion de 4,6 en
uvas de la cosecha 2016 del tratamiento combinado de riego y
aéreo (T3), y de 4,2 en las uvas del tratamiento combinado de

endoterapia y aéreo (T5).

6.1.1.3. Andlisis discriminante de las uvas Cabernet Sauvignon

Para minimizar el efecto del ano de cosechay comprender mejor
cuales fueron los metabolitos mds afectados por los fratamientos
con 0zono, se realizd un andlisis discriminante agrupando las uvas
en tres grupos. El primer grupo estuvo constituido por las uvas control
(C2y C3), ylo hemos llamado grupo control o grupo C; el segundo
grupo, estuvo constituido porlas uvas de los fratamientos con menor

numero de aplicaciones (12 y T4), denominado grupo con baja
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intensidad de aplicacion, o grupo BIl; y el tercer grupo, estuvo
infegrado por las uvas de los tfratamientos procedentes de vinedos
en donde se realizaron el mayor nUmero de aplicaciones con agua
ozonizada (T3 y T5), denominado grupo con alta intensidad de

aplicacién o grupo Al.

Se realizaron varios andlisis discriminantes utilizando pardmetros
agrupados por compuestos procedentes del metabolismo
secundario de la vid (compuestos fendlicos y aromas varietales (Cé
y terpenoides)) y pardmetros enolégicos convencionales, madurez
fendlica e IPAv. De esta manera, se observd que la separacion
completa de las muestras se logré cuando se realizaron tres andlisis
discriminantes. El primero usando algunos pardmetros enoldgicos y
cromdaticos como el peso de 100 bayas, el °Bé vy las absorbancias a
520 y 620 nm, la madurez fendlica y el pardmetro IPAv. El segundo
utilizando todos los voldatiles varietales y el IPAv, y el tercero usando

todas las anftocianinas.

En el primer caso, se obtuvieron dos funciones discriminantes (F),
de las cuales F1 explico el 87% de la varianza, mientras que F2

explicd el 13% de la misma (Tabla 23).

Tabla 23. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon todos
los compuestos procedentes del metabolismo secundario de uvas
Cabernet Sauvignon.

., % de Correlacion
Funcién | Autovalor : % acumulado .
varianza candnica
1 171,096a 86,9 86,9 0,997
2 25,768a 13,1 100,0 0,981

En la Tabla 24 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.
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Tabla 24. Coeficientes de las funciones discriminantes.

A520 -18,423 -10,321
A620 4,087 9.972
IPT_pH1 7,019 4,224
[PAV 6,174 3,955

Las variables con los mayores valores absolutos de los
coeficientes discriminantes en F1 fueron la absorbancia a 520 nm, el
IPT a pH 1, el IPAv y la absorbancia a 620 nm, y en F2 fueron las

absorbancias a 520 y 620 nm, el IPTa pH 1y el IPAv.

En la Figura 32 se observa la separacion de las muestras con el

andlisis discriminante.

207 OGrupo ©
_) Grupo BI
() Grupo Al
M Centroide de grupo
10
‘e Al
o
5]
c
=)
& 0
c
g o
s o cm
Bl A W 8
-10
-207]
T T T T T
20 10 0 10 20
Funcién 1

Figura 32. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los metabolitos secundarios
de las uvas Cabernet Sauvignon. C: grupo confrol; Bl: grupo de
fratamientos de baja intensidad; Al: grupo de tratamientos de alta
intensidad.
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Con el fin de profundizar en el estudio, se volvid a realizar un
nuevo andlisis discriminante separando los metabolitos secundarios.
En las Tablas 25 y 26 se muestra el andlisis utilizando los aromas
varietales y el IPAv. En ellas se observa que F1 explicd el 83% de la
varianza y que los compuestos mds importantes fueron E-2-hexen-1-

ol, T-hexanol, B-ionona y geranil acetona.

Tabla 25. Funciones discriminantes obtenidas empleando los aromas
varietales y el IPAv de uvas Cabernet Sauvignon.

., % de % Correlacion
Funcidn  Autovalor
varianza acumulado candnica
1 82,3170 82,8 82,8 0,994
2 17,082a 17,2 100,0 0,972

Tabla 26. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcién
1 2
1- Hexanol -11,5%96 1,220
E-2-Hexen-1-ol 17,776 -0,619
B-lonona 9,952 5,390
Geranil acetona -4,711 4,422

En la Figura 33 se observa la separacion de las muestras con el

andlisis discriminante.
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Figura 33. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los aromas varietales y el IPAv
de uvas Cabernet Sauvignon. C: grupo confrol; Bl: grupo de tratamientos

de baja intensidad; Al: grupo de fratamientos de alta intensidad.

En el caso del andlisis discriminante realizado utilizando las
antocianinas como variables discriminantes, F1 y F2 explicaron el

99.7% y el 0,3% de la varianza, respectivamente (Tabla 27).

Tabla 27. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon las
anfocianinas de uvas Cabernet Sauvignon.

., % de % Correlacion
Funcién Autovalor
varianza acumulado candnica
1 313,936a 99.7 99,7 0,998
2 0,947a 0,3 100,0 0,697

En la Tabla 28 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.
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Tabla 28. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcion
1 2
Delfinidina 3-O-glucdsido 1,984 -4,989
Petunidina 3-O-glucdsido -23,325 -5,721
Peonidina 3-O-glucdsido 8,786 0,260
Malvidina 3-O-glucésido 20,400 12,293

Los compuestos de mayor contribucion a la discriminacién fueron
petunidina 3-O-glucdsido, malvidina 3-O-glucésido, peonidina 3-O-

glucdsido y delfinidina 3-O-glucésido.

En la Figura 34 se muestra el grafico con la separacion de las

muestras empleando las antocianinas.

30
() Grupo €
() Grupo BI
() Grupo Al
201 M centroide de grupo

BI Al

o

Funcion 2

-20
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-30 -20 -10 0 10 20 30

Funcién 1

Figura 34. Grdfico en el que se muestra la separacion de grupos
resultante del andlisis discriminante usando las antocianinas de uvas
Cabernet Sauvignon. C: grupo control; Bl: grupo de fratamientos de baja
intensidad; Al: grupo de fratamientos de alta intensidad.
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Por lo tanto, los anteriores andilisis discriminantes sugieren que los
pardmetros seleccionados por tener los mayores valores absolutos
son los mas afectados por la intensidad de las aplicaciones con
agua ozonizada. Asi, las absorbancias a 520 y 620 nm, el IPTa pH1 y
el IPAv mostraron unos valores mas altos en las uvas del grupo Al
que en las del grupo Bl (Tabla 20). Ademds, también estuvieron
influidos por la intensidad de las aplicaciones algunos compuestos
Cé6 como el T-hexanol y el E-2-hexen-1-ol y determinados
terpenoides como la P-ionona vy la geranil acetona. Estos
compuestos en general se encontraron en concentraciones mds
elevadas en las uvas del grupo Bl que en las del grupo Al (Tabla 22)
y, solo el 1-hexanol y el E-2-hexen-1-ol, se encontraron en
concentraciones mds altas en las uvas de los tratamientos que en

los del grupo C.

En cuanto a las antocianinas, el grupo mas influido por la
intensidad de los tratamientos fue el no acilado, destacando de
mayor a menor importancia petunidina 3-O-glucdsido, malvidina 3-
O-glucdsido, peonidina 3-O-glucésido y delfinidina 3-O-glucdsido.
La malvidina 3-O-glucésido se enconfré en mayor concentracion
en las uvas del grupo Al que en las del grupo Bl (Tabla 21). Si se
comparan los fratamientos con el grupo C, se observa en general

una disminucion de las antocianinas.

6.1.1.4. Resultados mas concluyentes en las uvas Cabernet

Sauvignon

El efecto del agua ozonizada en la uva dependid de las
diferentes estrategias de aplicaciéon utilizadas y estuvo influido por
el ano de la cosecha. Asi, al pulverizar la parte superficial de la
planta con agua ozonizada (fratamiento aéreo), se observd una

mejora del potencial aromdtico y del color de las uvas. Cuando
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dicha aplicacion se realizé combinando el fratamiento de riego y el
aéreo, se obtuvieron los mejores resultados en los pardmetros de
calidad de la uva, tanto a nivel fendlico y aromdatico como en el
color. Sin embargo, cuando se aplicd el agua ozonizada mediante
endoterapiaq, se produjo un efecto supresor en la calidad de la uva,
pero éste fue menos negativo cuando se combind la endoterapia
con el tratamiento aéreo. Por tanto, los fratamientos de alta
infensidad producen uvas de mejor calidad que los de baja

intfensidad.

6.1.2. Macabeo

6.1.2.1. Seguimiento de la maduracién

Al'igual que en la variedad Cabernet Sauvignon, el seguimiento
de la maduraciéon se realizé sélo durante las cosechas de 2016 y
2017.

En la Tabla 29 se presentan los resultados correspondientes al
seguimiento de maduracién de las uvas Macabeo en la cosecha

de 2016 y en la Tabla 30 los referentes a la cosecha de 2017.
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En el ano 2016, T3 disminuyd el peso de 100 bayas en el primer
muestreo y lo aumentd en el cuarto muestreo, mientras que T2 lo
aumentd en el tercer y cuarto muestreo. Sin embargo, en la
campana 2017 el peso de 100 bayas no estuvo influenciado por los
tratamientos con agua ozonizada en los tres primeros muestreos,
pero lo aumentaron en el cuarto muestreo. Si comparamos ambas
cosechas, en la de 2016 este pardmetro fue mayor con respecto a
la cosecha de 2017, seguramente debido a que dicho periodo fue

mds lluvioso (Tabla 7).

Los tratamientos influyeron en el grado Baumé (°Bé) de manera
diferente dependiendo de la estrategia de aplicacion, ya que T2y
T3 lo disminuyeron en el segundo y tercer muestreo y T4 y T5 lo
disminuyeron en el primer, segundo y cuarto muestreo, pero lo

aumentaron en el tercer muestireo.

Con respecto al pH, en la cosecha de 2016 no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos y sus respectivos controles,
excepto en el cuarto muestreo que los tfratamientos lo disminuyeron.
Sin embargo, si comparamos estos resultados con los obtenidos en
otros estudios realizados en La Mancha (Garcia et al., 2003), los
valores son mds altos en todas las uvas (control y tratamiento), lo
que podria deberse al verano cdlido de ese ano. En la cosecha de
2017, T4 aumento el pH en el primer y segundo muestreo y T5 en el
segundo y cuarto muestreo. Si comparamos ambas cosechas, en la

de 2016 la acidez total y pH fueron superiores a la de 2017.

En las Figuras 35 y 36 se muestra como la relacion °Bé/AT fue
aumentando conforme se iba acercando el momento de vendimia

tanto en la cosecha de 2016 como en la de 2017.
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Figura 35. Evolucion del pardmetro °B€/AT en uvas Macabeo en la
cosecha de 2016. C2: cepas control (sin fratar); T2: cepas fratadas por
riego; T3: cepas tratadas combinando riego y aéreo.
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Figura 3é. Evolucion del pardmetro °B€/AT en uvas Macabeo en la
cosecha de 2017. C3: cepas control (sin fratar); T4: cepas tratadas por
endoterapia; T5: cepas tratadas combinando endoterapia y aéreo.

La absorbancia a 420 nm que informa de la presencia de colores
amarillos en las uvas también estuvo influenciada por los
fratamientos con agua ozonizada (Figs. 37 y 38). Los tratamientos T2
y T4 la disminuyeron en el primer y cuarto muestreo pero la

aumentaron en el tercero y T5 la aumentd en el primer y tercer
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muestreo, con respecto a las uvas control. El tratamiento T3
aumentd los colores amarillos de las uvas conforme iba madurando
la uva. Sin embargo, T2 los aumentd en los tres primeros muestreos y
los disminuyd en el Ultimo muestreo, T4 los aumentd entre el primer y
segundo muestreo pero en el tercer muestreo los disminuyo y T5 en
cambio, fue disminuyendo los tonos amarillos con la madurez de la

uva hasta el tercer muestreo y en el Ultimo muestreo los aumenté.
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Figura 37. Evolucion de la absorbancia a 420 nm en uvas Macabeo en la
cosecha de 2016. C2: cepas control (sin tratar); T2: cepas tratadas por
riego; T3: cepas tratadas combinando riego y aéreo.
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Figura 38. Evolucién de la absorbancia a 420 nm en uvas Macabeo en la
cosecha de 2017. C3: cepas conftrol (sin tratar); T4: cepas tratadas por
endoterapia; T5: cepas fratadas combinando endoterapia y aéreo.
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6.1.2.2. Momento de vendimia

El dia de la vendimia coincidié con el cuarto muestreo, y en las
uvas vendimiadas se analizaron los pardmetros enoldgicos
convencionales, el color, el indice de potencial aromdtico varietal
(IPAv), los compuestos voldtiles mediante SBSE-GC-MS vy los

compuestos fendlicos de bajo peso molecular por HPLC-DAD.

6.1.2.2.1. Pardmetros enolégicos, absorbancia a 420 nm e IPAv

de las uvas

Con el fin de facilitar la comparacién entre uvas en el momento
de vendimia, aunque parte de estos resultados para las cosechas
de 2016 y 2017 ya se vieron anteriormente (Tablas 29 y 30
respectivamente), en la Tabla 31 se vuelven a mostrar, incluyendo
el parédmetro IPAv, junto con los obtenidos para las uvas de la
vendimia de 2015.
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Los tratamientos aumentaron el peso de 100 bayas en la segunda
y tercera cosecha, pero lo disminuyeron en la primera cosecha. Este
pardmetro fue significativamente mayor en las uvas de 2016 que en
las de 2015y 2017, tanto en los tratamientos como en los conftroles,
probablemente porque en las fechas previas a la vendimia llovio
(Tabla 7).

El efecto de la anada tuvo una influencia significativa en el
°Baumé (°B&) de las uvas control, siendo mayor en C2 y C3 que en
Cl. Los ftratamientos lo disminuyeron respecto a  sus

correspondientes controles en T3, T4 y T5 y lo aumentaron en T1 y T2,

La cosecha tuvo un efecto significativo en el pH de las uvas
control, con los valores mds bajos en 2017, seguido de 2015 vy los
valores mds altos en 2016. Exceptuando T5, todos los tratamientos lo

disminuyeron significativamente.

En cuanto a la acidez total (AT), los valores mds altos se
obtuvieron en la cosecha de 2015. Los tratamientos produjeron un
aumento significativo en AT excepto el tratamiento T4 que produjo

el valor mds bajo de entre todos los tratamientos.

Como ya se ha comentado anteriormente, las ratios alrededor
de 4 son las mds adecuadas (Hidalgo, 2011) porque las uvas
muestran el mejor equilibrio entre azicar y acidez. De acuerdo con
esto, las uvas control de la cosecha de 2016 tuvieron una madurez
tecnoldgica adecuada, pero las de 2015 y 2017 no ya que una
estaba en torno a 3 (2015) y la ofra fue superior a 5 (2017). Las uvas
de los tratamientos con agua ozonizada mostraron una relacion
°B&/AT menor que las uvas control, lo que sugiere que ha habido un
retraso en la madurez tecnolégica. Si se comparan los valores

obtenidos en el momento de vendimia con los de la evolucioén, se
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observa como la relacidon °B€/AT ha ido aumentando conforme la

uva iba madurando, tal y como era de esperar.

En cuanto a las absorbancias a 420 nm, fueron diferentes en los
controles de las tres cosechas, con los valores mas altos en 2015. Los
tratamientos T1, T2, T3 produjeron una disminucion significativa,
especialmente T2, mientras que los tfratamientos T4 y T5 no
influyeron. Esto indica una mayor presencia de tonos amarillos en las
uvas de 2015.

Con respecto al IPAv, los valores mdas altos se obtuvieron en C3 y
no hubo diferencias significativas entre C1 y C2. Los fratamientos
con agua ozonizada tuvieron una influencia significativa en el IPAv
dependiendo de la estrategia de aplicacion. Mientras que el
tratamiento T1 aumentd significativamente el IPAv de las uvas, el
resto lo disminuyeron, especialmente T3. El aumento que produjo T1
fue del 17%, mientfras que la disminucion que produjo T3 fue de un
22%.

6.1.2.2.2. Composicion fendlica y aromadtica de las uvas

Los resultados previos indicaron que la anada vy los tfratamientos
con agua ozonizada afectaron a la composicion fendlica y
aromdatica de las uvas Macabeo vy, por lo tanto, se realizé un andlisis

detallado de tales compuestos.

La Tabla 32 muestra algunos de los principales compuestos

fendlicos de bajo peso molecular de las uvas Macabeo.
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Los flavonoles, pigmentos amarillos de las uvas, también fueron
sensibles a los fratamientos con agua ozonizada, aunque solo se
encontraron diferencias significativas con respecto a las uvas
control enla cosecha de 2017, permaneciendo constantes en 2016.
Sise compara entre cosechas, el contenido de flavonoles fue mayor
en 2016 que en 2017. Los tfratamientos no influyeron en el contenido
de kaempferol 3-O-glucdsido o]l quercetina 3-O-
(glucurénido+glucdsido), a excepcion de T5 que aumentd este

Ultimo.

En el grupo de los dcidos fendlicos sélo pudimos cuantificar el
dcido siringico y el dcido t-caftdrico, y el contenido total de ambos
fue superior en 2016 que en 2017. El dcido t-caftdrico, éster tartdrico
del acido caféico, se encontré en menor concentracién que el
dcido siringico y disminuyd por efecto de los tfratamientos. El dcido
siringico no se vio influenciado por los fratamientos en 2016, pero

aumentd en una forma similar en 2017 respecto al control.

La Tabla 33 muestra los principales compuestos voldtiles
presentes en las uvas control y fratadas con agua ozonizada,

durante las cosechas de 2016y 2017.
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La Tabla 33 muestra que el contenido total de compuestos Cé en
las uvas control de 2016 (C2) fue casi el doble al de las uvas de 2017
(C3), mientras que el contenido de terpenoides fue mayor en 2017
que en 2016, hecho que puede estar relacionado con las diferentes

condiciones climdticas en cada cosecha.

Con respecto a sus correspondientes controles, los tratamientos
con agua ozonizada no afectaron significativamente al contenido
de compuestos Cé ni terpenoides. En cuanto al contenido de
terpenoides, destacan el farnesol y el B-ionol, ya que su contenido
en 2017 fue muy superior al de 2016, encontrdndose el mayor
contenido de B-ionol en las uvas del fratamiento T4 y de farnesol en

las uvas del tratamiento combinado T5.

Los compuestos aromdaticos de las uvas se han evaluado de dos
maneras: la primera utilizando el pardmetro IPAv (Tabla 31) vy la
segunda a fravés del andlisis detallado de voldtiles (Tabla 33). Al
igual que se hizo en la variedad Cabernet Sauvignon, en un intento
de relacionar ambos tipos de pardmetros de acuerdo con los
tratamientos de agua ozonizada, se obtuvieron las proporciones
correspondientes. Los tratamientos por riego (T2), riego y aéreo (T3)
y endoterapia y aéreo (T5) disminuyeron la relaciéon IPAv/C6,
especialmente T3 que la disminuyd un 44% con respecto a las uvas
control, lo cual sugiere que potencia la formacién de aromas libres
Cé6 mds que Ilos demds tratamientos. Los valores de
IPAv/terpenoides se mantuvieron alrededor de 0,09, tanto en las
uvas confrol de la cosecha 2016 (C2) como en las uvas control de
la cosecha de 2017 (C3). Los tratamientos por riego y aéreo (T3),
endoterapia (T4) y endoterapia y aéreo (T5) influyeron en la ratio
IPAv/terpenoides disminuyéndola, pero el fratamiento porriego (12)

la aumentd considerablemente, con un valor de 0,13, lo que sugiere
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un aumento del 45% con respecto a las uvas control. Por lo tanto,
aungue todos los tfratamientos favorecen la formaciéon de aromas
libres frente a precursores, el tratamiento T2 es el que mds favorece

la formacion de precursores.

6.1.2.3. Andlisis discriminante de las uvas Macabeo

Aligual que en las uvas Cabernet Sauvignon, se realizd un andlisis
discriminante agrupando las uvas en tres grupos: grupo C (uvas
control C2 y C3), grupo Bl (uvas de los tratamientos de baja
intensidad, T2 y T4) y grupo Al (uvas de los tratamientos de alta
intensidad, T3y T5).

Se realizaron varios andlisis discriminantes, pero se observd que la
separacion completa de las muestras se logré cuando se usaron los

pardmetros enoldgicos convencionales y el IPAv.

En la Tabla 34 se muestran las dos funciones discriminantes (F), de
las cuales F1 explico el 94% de la varianza, mientras que F2 explicd
el 6% de la misma, y en la Tabla 35 los pardmetros con mayor

conftribuciéon a la discriminacion.

Tabla 34. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
pardmetros enoldgicos de uvas Macabeo.

., % de % Correlacion
Funcion Autovalor
varianza acumulado candnica
1 103,210a 94,0 94,0 0,995
2 6,638a 6,0 100,0 0,932
177
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Tabla 35. Coeficientes de las funciones discriminantes.

P100 bayas -0,465 3,097
°Bé 5,547 0,310
Acidez total -2,977 -2,320
IPAV 3.093 0,888

Se observa que las variables con los valores absolutos mdas altos
de los coeficientes discriminantes en F1 fueron el °Bé, el IPAv, la

acidez total y el peso de 100 bayas, y en F2 fueron el peso de 100

bayas, la acidez total, el IPAv y el °Bé.

En la Figura 39 se observa la separacion de las muestras con el

andlisis discriminante.

157
O Grupo €
(' Grupo BI
() Grupo Al
107 W centroide de arupo
| Bl
5 C- -
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=2 @
2 07 o Al c
=1
2 i L}
@
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-109]
-15-
T T T T T T T
-15 -10 -5 o 4 10 15
Funcion 1

Figura 39. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los pardmetros enoldgicos y el
IPAv de uvas Macabeo. C: grupo control; Bl: grupo de fratamientos de
baja intensidad; Al: grupo de fratamientos de alta intensidad.
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De todos los pardmetros analizados en las uvas el dia de
vendimia, los mds afectados por la intensidad de Ias aplicaciones
con agua ozonizada fueron el °B&, el IPAv y el peso de 100 bayas,
que alcanzaron valores mds altos en las uvas del grupo Bl que en las
del grupo Al (Tabla 31). Sdélo el peso de 100 bayas fue mayor en las

uvas de los tfratamientos que en las del grupo C.

6.1.2.4. Resultados mads concluyentes en las uvas Macabeo

Al igual que en la variedad Cabernet Sauvignon, el efecto del
agua ozonizada en la uva dependid de las diferentes estrategias de
aplicacién utilizadas, pero estuvo influido por el ano de la cosecha.
La mayor repercusion de los tratamientos tuvo lugar en el equilibrio

azUcar/acidez de las uvas, que sugiere un retraso en la maduracion.

Ademds, cuando los fratamientos fueron de baja intensidad, se
observd un aumento de los precursores aromaticos glicosilados con
respecto a los de alta intensidad, mientras que los Cbé
permanecieron constantes. Esto podria indicar una mejora de Ia
calidad aromdtica de las uvas cuando se someten a los
tratamientos de riego y de endotferapia sin combinarlos con

aplicaciones aéreas.

Estos resultados difieren de los obtenidos en uvas Cabernet
Sauvignon, lo cual pone de manifiesto que la repercusion de los
tratamientos en la calidad de la uva depende estrechamente de

la variedad.
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6.2. Vinos

6.2.1.Cabernet Sauvignon

Como se ha indicado en el apartado de Materiales y Métodos,
los vinos de la cosecha de 2015 se elaboraron de forma diferente a
los del resto de cosechas. Por lo tanto, la discusion de resultados se

hard solamente de los vinos de las cosechas de 2016y 2017.

6.2.1.1. Par@metros enolégicos

Enla Tabla 36 se muestran los parédmetros enoldgicos que estiman

las caracteristicas quimicas globales de los vinos.

Todos los vinos mostraron una similar cinética de la fermentacion
alcohdlica, y los valores de los pardmetros enoldgicos cldsicos se
encuentran en los rangos propios de los vinos Cabernet Sauvignon
de zonas cdlidas que han realizado la fermentacidon malolactica,

como es el caso que NoS OCuUpa.
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Tuvo lugar un significativo descenso del grado alcohdlico en
todos los vinos procedentes de los tratamientos, lo cual es muy
interesante, ya que en un escenario de cambio climdatico se percibe
un aumento de graduacién de los vinos, en especial en zonas
cdlidas, mientras que la tendencia del consumidor es hacia vinos
de menor graduacién alcohdlica (Mira de Orduna, 2010). Esto
puede deberse a un retraso en la maduracidon de las uvas
procedentes de los tratamientos en relaciéon con el control. No
obstante, Pérez et al. (1999) observaron una disminucion de
azUcares en fresas almacenadas en una atmadsfera con ozono, lo
cual atribuyeron a una activaciéon de la via de degradacion de
azucares en respuesta al estrés oxidativo que el ozono pudo causar.
Bellincontro et al. (2017) también observaron un menor grado
alcohdlico en vinos de Petit Verdot tras la fermentacion
malolactica, pero en este caso, a diferencia del nuestro, las uvas

habian sido fratadas con ozono después de la cosecha.

Los demds pardmetros también se vieron influidos por los
tratamientos dependiendo de la cosecha y de la estrategia de
aplicaciéon. En los vinos de los tratamientos T2 y T4 se observd un
descenso significativo del pH que correspondié con un aumento del
contenido en acido tartdrico. Sin embargo, los fratamientos T3 y T5
tuvieron un pH y un contenido en dcido tartdrico similar a los

correspondientes vinos conftrol.

Todos los vinos tuvieron un contenido similar de azUcares
reductores (por debajo de 2 g/L) tfras la fermentacion alcohdlica,
por lo que se consideran vinos secos, en los que la mayor parte de
los azUcares del mosto han sido consumidos. Sin embargo, ha
habido una mayor preferencia de las levaduras por la fructosa que

por la glucosa, como se puede ver en la Tabla 36, ya que mientras
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los contenidos de glucosa son similares en todos los vinos en relacion
con su control, entre 0,83 y 0,96 g/L, los de fructosa fueron inferiores
a los de la glucosa, en especial en los vinos de la cosecha de 2017
(en torno a 0,35 g/L). Como consecuencia, se observd una ratio
glucosa/fructosa superior a 1 en todos los vinos, que fue
significativamente mayor en los procedentes de los tfratamientos T3
y T5.

El glicerol fue el segundo compuesto mdas abundante de los vinos,
después del etanol, y tiene un efecto positivo en la calidad, ya que
contribuye al cuerpo de los vinos, asi como a potenciar la
intensidad del sabor (Arroyo-Lopez et al., 2010). En la bibliografia se
indica que el contenido en glicerol de los vinos varia enfre 4y 15
g/L, situdndose alrededor de 7 g/L en la mayoria de ellos (Zhao et
al., 2015). En los vinos objeto de estudio los valores se situaron entre
10,25y 13,97 g/L, encontrandose los mayores contenidos en los vinos
con las mayores graduaciones alcohdlicas, ya que todos los
tratamientos con agua ozonizada lo disminuyeron en relacién con
su correspondiente control, en especial en el caso de los vinos del
tratamiento T4. Actualmente, se tiende a elaborar vinos con baja
graduacion alcohdlica, pero con éptima calidad sensorial, para
ello se proponen nuevas cepas de levaduras capaces de trabajar
en diferentes ambientes (Maturano et al., 2019). En este trabajo se
pone de manifiesto que los fratamientos con agua ozonizada
reducen el grado alcohdlico de los vinos, independientemente de
la estrategia de aplicaciéon, y aunque disminuyen el contenido en

glicerol, aun asi, se mantiene este compuesto en niveles altos.

Los pardmetros que miden a nivel global el contenido en
metabolitos secundarios son el indice de polifenoles totales (IPT) y el

indice de potencial aromatico varietal (IPAv), éste Ultimo, como ya
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se ha venido comentando, siendo una estimacion de los
precursores glicosilados de las uvas que permanecen intactos en los
vinos. Varios trabajos realizados aplicando ozono en uvas, una vez
que habian sido cosechadas, han demostrado que tiene lugar una
estimulacion de la defensa de la planta aumentando la sintesis de
compuestos fendlicos de la baya (Mencarelli and Bellincontro, 2018)
y favoreciéndose la glicosilaciéon de compuestos aromaticos (De
Sanctis et al., 2015). Sin embargo, estos resultados son
contradictorios, dependiendo de muchos factores tales como la
variedad de uva, su estado de hidratacién, la dosis aplicada de
ozono Y la estrategia de su aplicacioén, asi como la temperatura a
la que fue realizada (Mencarelli and Bellincontro, 2018). Ademds,
tales efectos podrian deberse mds a que el ozono podria modificar
la permeabilidad de la pared y la membrana celular de las bayas,
que a la formacién o no de polifenoles y compuestos aromaticos
(Paissoni et al., 2017). Nuestros resultados muestran que los vinos de
los tratamientos T2 y T4 disminuyeron el IPT y el IPAv, que también
tuvieron los menores valores de pH. Los vinos de los tratamientos T3
y T5 mostraron valores similares de IPT y mayores valores de IPAv que

los fratamientos T2 y T4.

6.2.1.2. ParGmetros cromdaticos

El color es uno de los atributos mds importantes de los vinos tintos,
y son los compuestos fendlicos, los principales responsables de éste
(Heredia et al., 1998), en especial las antocianinas o sus derivados
que son extraidos de las uvas o formados durante el proceso de
vinificacion.

En la Tabla 37 se muestran los resultados de los pardmetros

cromdadticos de los vinos.
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Los vinos de la cosecha 2016 tuvieron una intensidad colorante
(IC) mayor que los de 2017 debido a que todas las absorbancias
fueron mas altas, lo que estd de acuerdo con los valores obtenidos
de IPT. Los vinos resultantes de los fratamientos tuvieron una IC mas
baja que sus respectivos vinos control, excepto el vino T3 que
alcanzé la IC mds alta y el vino T4 que tuvo la IC mds baja. Como
se esperaba, los vinos con la IC mds baja en cada cosecha fambién
fueron los que obtuvieron un valor de IPT mdas bajo (Tabla 36). No se
observaron diferencias en la tonalidad de los vinos de 2016; en
cambio, en los vinos de 2017, los que provenian del tratamiento por
endoterapia (T4) tuvieron un valor de tonalidad ligeramente mds
bajo que el resto. Por tanto, los vinos del fratamiento T3 mostraron el

mejor color y los vinos del fratamiento T4 el peor.

Los paradmetros CIELAB, ademds de informar sobre el color,
también nos indican cémo éste es percibido sensorialmente por
parte del consumidor. Es decir, los pardmetros CIELAB
complementan los indices cromdticos anteriores, ya que tienen en
cuenta elementos de color tales como la fuente de luz, el objeto y
el observador, que definen el funcionamiento psicosensorial del ojo
humano, y se ha demostrado que estdn correlacionados con el

andlisis sensorial (Monagas et al., 2005).

Los vinos de la cosecha 2017 tuvieron valores mds altos de a*
(componente roja cuando es positiva), b* (componente amairilla
cuando es positiva) y L* (claridad) que los vinos de 2016, asi como
un mayor croma (C*) y tonalidad (H*), lo que significa que fueron
menos 0scuros y tuvieron colores mds puros y menos rojos que los de
2016. Estos resultados estdn de acuerdo con los valores de IC

discutidos anteriormente.
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Con respecto a la percepcion del color por parte del
consumidor, en comparaciébn con los vinos  control
correspondientes, solo los vinos T4 y T5 podrian distinguirse por el ojo

humano, ya que tienen un AEab*> 3 (Alcalde-Edn et al., 2019).

6.2.1.3. Composicion fendlica

En la Tabla 38 se muestra el contenido de los principales
compuestos fendlicos de bajo peso molecular, en los vinos
procedentes de cepas tratadas con agua ozonizada y en los vinos

control.

Se puede observar que los vinos de los tratamientos T3 y T5
tuvieron el mayor contenido total de compuestos fendlicos en las
cosechas de 2016y 2017. La anada también influyd en el contenido
polifendlico, ya que los vinos control de 2017 tuvieron contenidos

mas altos que los de 2016.

Entre los diferentes grupos de compuestos fendlicos estudiados,
predominaron las antocianinas, seguidos por los flavanoles, dcidos
y flavonoles. El total de los dcidos fendlicos varid segun los
tratamientos, siendo el dcido gdlico el compuesto mds abundante
y, por lo tanto, el que decidid el comportamiento de dicho grupo.
Se observd un claro efecto de los tratamientos 12, T3 y T4 sobre el
contenido de dcido gdlico de los vinos, ya que disminuyd

significativamente en comparacién con el correspondiente control.

En el grupo de los flavanoles, la (+) catequina fue el compuesto
mds abundante y se vio afectada por los tfratamientos con agua
ozonizada, disminuyendo en los vinos T2 mds del 45%. Sin embargo,
en los vinos del tratamiento T4, su contenido fue similar al del vino
control, y en los vinos de los tratamientos T3 y T5, aumentd

significativamente. Un comportamiento similar se observé en la (-)

187

o



. ) N
e(/?),(’f)’/l//(l(/cﬁ)’ y discusion |I|l

epicatequina, aunque la disminucion en el vino T2 fue del 24%.
Cabe senalar que, aungue los flavanoles no son compuestos
coloreados, se ha demostrado que son cofactores en las
reacciones de copigmentacion con antocianinas, y pueden
participar en el color de los vinos fintos jovenes (Gonzdlez-Manzano
et al., 2009), aunque las proporciones de los componentes
involucrados en la copigmentacion deben ser adecuadas (He et
al., 2012).
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El contenido total de flavonoles en los vinos no se vio afectado
por los tratamientos T3 y T5, ya que no se encontraron diferencias
significativas con sus respectivos vinos control. Sin embargo,

disminuyeron en los vinos de los fratamientos T2 y T4.

Los compuestos mds abundantes entre los flavonoles fueron los
glucdsidos, especialmente los derivados de quercetina y miricetina,
que representaron alrededor del 30% del total de flavonoles cada
uno. Los flavonoles facilitan la extraccion de antocianinas durante
la vinificacién (Hermosin-Gutiérrez et al., 2011), lo cual estd en
concordancia con los resultados obtenidos. En efecto, se encontrd
un mayor contenido de antocianinas en aquellos vinos en donde
fue mayor el contenido de flavonoles, independientemente de los

tfratamientos y las cosechas.

Las antocianinas son los principales compuestos responsables del
color de los vinos tintos jévenes, y su contenido se vio influenciado
significativamente por los tratamientos con agua ozonizada.
Aungue se observé un efecto de la anada, pues los vinos control de
2017 tuvieron un mayor contenido que los de 2016, las
concentraciones reportadas fueron similares a las que se suelen
encontrar en vinos Cabernet Sauvignon producidos en climas
similares (Gil et al., 2015). Estas diferencias pueden deberse a las
condiciones meteoroldégicas, ya que 2017 fue un ano poco lluvioso,

a diferencia de 2016, como se puede ver en la Tabla 7.

El contenido de antocianinas de los vinos es una caracteristica
varietal, que depende fuertemente de factores climdaticos vy
agronémicos (Gonzdlez-Neves et al., 2007), y que también estd
influido por las condiciones del proceso de vinificacion,
especialmente por la etapa de maceracion (Gonzdlez-San José et

al., 1990). Los tratamientos T3 y T5 con agua ozonizada aumentaron
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significativamente el contenido total de antocianinas en relacién
con los vinos control, aunque en 1os vinos T3 aumentaron tanto las
aciladas como las no aciladas y en los vinos T5 solo las antocianinas
aciladas. En cambio, los tratamientos T2 y T4 disminuyeron el

contenido de ambos tipos de antocianinas.

6.2.1.4. Composicion aromatica

En la Tabla 39 se muestran los compuestos voldatiles mds
importantes encontrados en los vinos, agrupados por familias, asi
como el umbral de percepcién olfativa de cada compuesto junto

con el descriptor olfativo.

Tal y como se esperaq, los alcoholes fueron los compuestos mas
abundantes, seguidos por los ésteres y los Acidos, mientras que los
terpenoides fueron los compuestos de menor concentracion. Todos
los compuestos voldtiles analizados se encontfraron dentro de los

rangos de vinos con caracteristicas similares.

Los tratamientos con agua ozonizada afectaron al contenido
voldtil total de manera diferente dependiendo de la estrategia de
aplicacién, pero en general, se observd que los vinos de los
tratamientos con el mayor nUmero de aplicaciones (T3 y T5) tuvieron
contenidos totales mds altos, aunque no hubo diferencias

significativas con el vino control en el caso del fratamiento T5.

A nivel individual, el comportamiento difiere mucho de un
compuesto a otro. Por ejemplo, en el grupo de los dcidos, se
observé un efecto significativo de los tratamientos con agua
ozonizada sobre los dcidos hexanoico y octanoico, que
aumentaron con respecto a sus vinos control correspondientes,
especialmente en el caso del dcido octanoico en los vinos T2 y T4,

Solo los dcidos hexanoico y octanoico excedieron su umbral de
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percepcion olfativa (UPO) correspondiente y, aunque estdn
relacionados con olores desagradables, en los contenidos
encontrados se consideran necesarios para el buen equilibrio del

aroma del vino (Flanzy, 2000).
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En el grupo de los alcoholes, el 2-feniletanol se vio influido por los
tratamientos, ya que su contenido aumentd cuando el agua
ozonizada fue aplicada por riego (T2) y combinando riego y aéreo
(T3), pero disminuyd cuando fue aplicada por endoterapia (T4).
Cabe senalar que este compuesto tiene un aroma agradable que
recuerda a las rosas y a la miel, y que en todos los vinos supera el
UPO (Tabla 39). El contenido del 1-hexanol estuvo condicionado por
la anada, ya que fue aproximadamente un 80% mds alto en 2016
que en 2017, lo que estd relacionado con las condiciones
climaticas. Se sabe que una deficiencia de agua en la etapa de
maduracion de la vid, como sucedid en la cosecha de 2017,
disminuye el contenido de compuestos Cé (Alem et al., 2018). El
contenido del 1-hexanol también se vio influido por el tratamiento

13, ya que lo disminuyd con respecto al vino control.

Los ésteres constituyen el principal grupo responsable del aroma
de los vinos, especialmente los ésteres etilicos de los dcidos grasos y
los acetatos de los alcoholes superiores (Flanzy, 2000). Las levaduras
sintetizan enzimdaticamente los ésteres mds importantes durante la
etapa de fermentacion alcohdlica a partir de dcidos y alcoholes, y
solo una pequena fraccién proviene de la uva. El éster mds
abundante en todos los vinos fue el acetato de eftilo, y en todos ellos
excedio su UPO, pero su contenido fue inferior a 80 mg/L, que es el
limite a partir del cual se puede percibir su olor desagradable, que
recuerda a la laca de unas (Ribéreau-Gayon et al., 1982). El
contenido de acetato de efilo disminuyd significativamente por

efecto de los tratamientos.

Los ésteres etilicos fueron los predominantes en el grupo de los
ésteres, y excluyendo al acetato de etilo, el mds abundante fue el

octanoato de etilo, que posee un caracteristico aroma afrutado.
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Este compuesto excedid su UPO solo en los vinos de la cosecha
2016, especialmente en los procedentes de los tratamientos T2 y T3,
donde su contenido aumentd significativamente en relacion con el
control. Se observd que los vinos con mayor contenido de dcido
octanoico también tuvieron altos contenidos de octanoato de etilo.
En este grupo de ésteres, el hexanoato de etilo, que excedid su UPO
en todos los vinos, fambien aumentd en los vinos de los fratamientos,
y como en el caso anterior, también fue mds abundante en los vinos
que tuvieron mayor contenido de dcido hexanoico. Teniendo en
cuenta el valor de aroma (VA), que es la relacion entre la
concentracion de cada compuesto y su UPO (Francis and Newton,
2005), los vinos de los tfratamientos con agua ozonizada tuvieron un
VA mds alto para el octanoato de etilo y hexanoato de etilo que

sus respectivos vinos control.

Los ésteres butirato de etilo y decanoato de etfilo no fueron
influidos por los tratamientos sino por el ano de cosecha, ya que el
butirato de etilo excedié su UPO en los vinos de 2107 pero no en los
de 2016, y el decanoato de etilo excedié su UPO en los vinos de
2016, pero no en los de 2017. El dihidrocinamato de etilo y el
vainillato de efilo no excedieron su UPO correspondiente y no

mostraron un comportamiento claro en funcién de los tratamientos.

En general, se observdé un aumento en el contenido total de
ésteres etilicos en los vinos procedentes de uvas cuyas cepas fueron
tratadas con agua ozonizada, destacando los vinos de 2016 con

contenidos mds altos que los de 2017.

Excluyendo al acetato de eftilo, el acetato de isoamilo fue el
Unico compuesto del grupo de los acetatos que excedié su UPO en
todos los vinos. El acetato de 2-fenilefilo fue influido por los

tfratamientos de manera similar al 2-feniletanol, es decir, los
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contenidos mds altos se alcanzaron en los vinos derivados de los

tratamientos T2 y T3 y los mds bajos en los vinos del fratamiento T4.

Los terpenoides constituyen la parte de la fraccion del aroma del
vino que proviene de las uvas, por lo que son los compuestos
responsables de su tipicidad varietal. Su contenido total disminuyd
con respecto al control en todos los vinos de los tratamientos con
agua ozonizada. Ninguno de los terpenoides analizados excedid su
correspondiente UPO, aunque se sabe que, entre los compuestos
qgue componen esta familia quimica, existen sinergias que pueden
mejorar el aroma que proporcionan al vino (Francis and Newton,
2005). La p-ionona y el nerol no se vieron afectados por los
tratamientos, pero los demds terpenoides variaron segun los
tratamientos y el ano de cosecha. El farnesol destacd por ser el mas
abundante, pero se observé una clara disminucion de su contenido
por efecto de los tratamientos con agua ozonizada,
independientemente de la estrategia de aplicacién. Se aprecid el
efecto de la anada en el nerolidol, porque su contenido en los vinos
de 2016 casi duplico los de 2017. Este compuesto no varid por efecto
de los fratamientos en la cosecha de 2016, pero en 2017 aumentd
conrespecto al control, especialmente en los vinos procedentes del
tratamiento T4. El citronelol no se vio influido por los fratamientos en
los vinos de 2016, pero disminuyd en 2017. El geraniol fue el Unico
terpenoide analizado que aumentd claramente su contenido por
efecto de los fratamientos, independientemente de la estrategia

de aplicacion, y la geranil acetona en cambio, disminuyo.

El conjunto del aroma varietal de los vinos estd formado, ademds
de por la fraccidon libre, que consiste en compuestos voldtiles,
especialmente Cé (1-hexanol) y terpenoides, por ofra fraccidén no

volatil de naturaleza glucosidica cuyas agliconas son compuestos
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voldtiles. La fraccion no voldtil mencionada anteriormente, forma
parte de los precursores aromdticos y ha sido determinada
globalmente en este trabajo mediante el pardmetro IPAv (Tabla 34).
En general, se observa que los tratamientos produjeron una
disminucion en los vinos del conjunto de aromas varietales, tanto

liores como en forma de precursores.

A la vista de los resultados discutidos anteriormente, se ha puesto
de manifiesto que la composicion quimica y el color de los vinos se
ve influida tanto por el ano de cosecha como por los tratamientos
con agua ozonizada. En el Ultimo caso, los resultados apuntan a una
diferenciacién de acuerdo con el nimero de aplicaciones
realizadas (o intensidad de la aplicacion), independientemente de

la estrategia utilizada.

6.2.1.5. Andlisis discriminante de los vinos Cabernet Sauvignon

Al igual que en el caso de las uvas, para minimizar el efecto del
ano de cosecha y comprender mejor cuales fueron los metabolitos
mds afectados por los fratamientos con ozono, se realizd un andlisis
discriminante agrupando los vinos en fres grupos: grupo C (vinos
control C2 y C3), grupo BI (vinos de los tratamientos T2 y T4, de baja
intensidad de aplicacién) y grupo Al (vinos de los tratamientos T3 y

15, de alta intensidad de aplicacion).

Se redlizaron varios andlisis discriminantes  utilizando los
pardmetros de mayor influencia en la calidad del vino, agrupados
por compuestos procedentes del metabolismo secundario de la vid
(fendlicos y aromas varietales), del metabolismo fermentativo
(alcoholes, ésteres y dcidos) y pardmetros enoldgicos cldsicos de los
que se suelen medir en bodega, incluyendo los colorimétricos. Se

observé que la separacion completa de las muestras se logrd
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cuando se realizaron cuatro andlisis discriminantes: en el primero
usando pardmetros enoldgicos y colorimétricos como variables
diferenciadoras, en el segundo utilizando todos los compuestos
fendlicos, en el tercero usando los aromas varietales (compuestos
cuarto usando los compuestos

Cé vy terpenoides) y en el

fermentativos (alcoholes incluyendo el glicerol, ésteres y dcidos).

En el primer caso, se obtuvieron dos funciones discriminantes (F),
de las cuales F1 explico el 84% de la varianza, mientras que F2

explico el 16% de la misma (Tabla 40).

Tabla 40. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
pardmetros enoldgicos y colorimétricos de vinos Cabernet Sauvignon.

,, % de % Correlacion
Funcion Autovalor
varianza acumulado candnica
1 212,2440 84,3 84,3 0,998
2 40,3510 15,7 100,0 0,988

En la Tabla 41 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.

Tabla 41. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcién
1 2
Grado alcohdlico 8,492 -9,397
pH 1,159 6,012
A420 16,841 -10,439
A620 -24,250 13,379

Las variables con la mayor contribucidon en F1 y F2 fueron las

absorbancias a 620 y 420 nm, el grado alcohdlico y el pH.

En la Figura 40 se observa la separacion de las muestras con el

andlisis discriminante.
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Figura 40. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los pardmetros enoldgicos y
colorimétricos de vinos Cabernet Sauvignon. C: grupo control; Bl: grupo

de tratamientos de baja intensidad; Al: grupo de tratamientos de alta
intensidad.

En el segundo caso, se obtuvieron dos funciones discriminantes,
de las cuales F1 explicd el 80% de la varianza, mientras que F2

explico el 20% de la misma (Tabla 42).

Tabla 42. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
compuestos fendlicos de vinos Cabernet Sauvignon.

., % de % Correlacion
Funcion Autovalor
varianza acumulado candnica
1 683,635a 80,2 80,2 0,999
2 168,473a 19,8 100,0 0,997

En la Tabla 43 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.
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Tabla 43. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcion
1 2
Acido gdlico 23,196 15,903
(-) Epicatequina -22,583 -11,883
Malvidina 3-O-glucésido -6,206 3,524
Malvidina 3-(6"-t-cafeoil)-glucdsido 11,357 -4,246

Las variables con la mayor contribucidon en los coeficientes
discriminantes fueron dcido gdlico, (-) epicatequina, malvidina 3-O-

glucdsido y malvidina 3-(6"-t-cafeoil)-glucosido.

En la Figura 41 se muestra la separacion de las muestras con el
anterior andlisis discriminante.
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Figura 41. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los compuestos fendlicos de
vinos Cabernet Sauvignon. C: grupo confrol; Bl: grupo de tratamientos de
baja intensidad; Al: grupo de tratamientos de alta intensidad.
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Cuando se usaron los aromas varietales como variables de
discriminacion, se explico el 100% de la varianza con dos funciones,
la F1 contribuyd con el 92% y F2 con el 8%. Las variables mdas
importantes fueron farnesol, nerolidol, geranil acetona y citronelol
(Tablas 44 y 45).

Tabla 44. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
aromas varietales de vinos Cabernet Sauvignon.

., % de % Correlacion
Funcidon | Autovalor
varianza acumulado candnica
1 63,782a 92,0 92,0 0,992
2 5,555a 8,0 100,0 0,921

Tabla 45. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcién
1 2
Farnesol -10,596 0,892
Nerolidol 5,925 -0,668
Geranil acetona 3,355 0,620
Citronelol 2,546 -1,768

En la Figura 42 se observa la separacion de las muestras con el

anterior andlisis discriminante.
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Figura 42. Grdéfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los aromas varietales de vinos
Cabernet Sauvignon. C: grupo conftrol; Bl: grupo de tratamientos de baja

infensidad; Al: grupo de tratamientos de alta intensidad.

Finalmente, cuando en el andlisis discriminante se utilizaron los
compuestos fermentativos (alcoholes incluyendo el glicerol, ésteres
y dcidos) como variables discriminantes, se obtuvieron dos
funciones, F1 y F2, que explicaron el 81% y el 19% de la varianza,
respectivamente (Tabla 46). Las variables que mdas contribuyeron a
la diferenciacion fueron 2-feniletanol, glicerol, acetato de isoamilo
y decanoato de etilo en la funcién F1, y en la funcién F2 fueron 2-

feniletanol, decanoato de efilo, acetato de isoamilo y glicerol
(Tabla 47).
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Tabla 44. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon 1os
compuestos fermentativos de vinos Cabernet Sauvignon.

., % de % Correlacion
Funcidn | Autovalor
varianza acumulado canodnica
174,901a 80,6 80,6 0,997
2 42,1560 19.4 100,0 0,988

Tabla 47. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcién
1 2
Glicerol -11,484 -4,862
2-feniletanol -13,269 -13,170
Decanoato de etilo 6,150 9,425
Acetato de isoamilo 9.929 8,093

En la Figura 43 se muestra la separacion de las muestras con el
anterior andlisis discriminante.
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Figura 43. Grdfico en el que se muestra la separacion de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los compuestos fermentativos
de vinos Cabernet Sauvignon. C: grupo confrol; Bl: grupo de tratamientos

de baja intensidad; Al: grupo de fratamientos de alta intensidad.
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Por lo tanto, entre todos los metabolitos analizados, los
mencionados anteriormente por su mayor participacion en las
funciones discriminantes, son los mds afectados por la intensidad de
las aplicaciones con agua ozonizada. Entre ellos, destacd el dcido
gdlico, ya que es el dcido fendlico mds abundante y uno de los
antioxidantes mds potentes que se encuentran en los vinos, y la (-)
epicatequina.  Ambos compuestos se  enconfraron  en
concentraciones mas altas en los vinos del grupo Al que en los del
grupo Bl (Tabla 38) vy, solo la (-) epicatequina, se encontrd en
concentraciones mds altas en los vinos de los tratamientos que en

los del grupo C.

Los aromas varietales farnesol y nerolidol son sesquiterpenos
aciclicos con un precursor comun, el farnesil pirofosfato, que resulta
de la condensacion de dos moléculas de isopentenil difosfato y una
de dimetilalil difosfato, proceso que es catalizado por la enzima
farnesil pirofosfato sintasa (McGarvey and Croteau, 1995). Por su
parte, la geranil acetona estd relacionada con el nerolidol
enzimdticamente o por fermentacién de acuerdo con Yang et al.,
(2019). Por lo tanto, parece que la intensidad de los tfratamientos
con agua ozonizada influye de forma importante en el metabolismo
de los sesquiterpenos. El hecho de que los aromas fermentativos
también participen en la discriminacion de los vinos en respuesta a
la intfensidad de los fratamientos con agua ozonizada, indica que el
metabolismo de las levaduras también se ve afectado por el

numero de aplicaciones.
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6.2.1.6. Resultados mds concluyentes en los vinos Cabernet

Sauvignon

Los tratamientos con agua ozonizada influyeron en la
composicion quimica de los vinos. Todos los fratamientos
disminuyeron el grado alcohdlico y el contenido de glicerol y de
acetato de etilo en los vinos. Los tratamientos por riego (12) y
endoterapia (T4) disminuyeron el pH, el IPT y el IPAv, y produjeron
vinos con pardmetros de calidad cromdatica mds bajos, menores
contenidos en dcidos fendlicos, flavanoles, flavonoles vy

antocianinas que los vinos control correspondientes.

El tratamiento combinado de riego y aéreo (13) destaco por dar
lugar a vinos con los mejores pardmetros cromdticos, y con los
contenidos mds altos en antocianinas aciladas y no aciladas entre
todos los vinos estudiados. Ademds, también destacaron estos vinos
por un aumento del contenido en compuestos aromaticos, que fue
debido a la mayor concentracién de ésteres afrutados, ya que
tuvieron menores valores de IPAv y de contenido en terpenoides
que el vino confrol. El tratamiento combinado de endoterapia y
aéreo (T5) dio lugar a vinos con peor color, contenidos mds altos en
flavanoles y antocianinas aciladas, pero similar en voldtiles totales

que el vino control.

Por lo tanto, los vinos de cepas sometidas a los fratamientos mds
infensivos con agua ozonizada (T3 y T5) tuvieron mejores
caracteristicas que los de los tratamientos menos intensivos (T2 'y T4),
lo que sugiere que el efecto del agua ozonizada en la calidad del
vino depende mds de la intensidad de la aplicacién que de la

estrategia utilizada.
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6.2.2. Macabeo

Aligual que se hizo en los vinos Cabernet Sauvignon, la discusion
de resultados se hard de los vinos obtenidos en las cosechas de 2016
y 2017, ya que las uvas de la cosecha de 2015 se vinificaron de
forma diferente y, por lo tanto, los resultados entfre vinos no son

comparables.

6.2.2.1. Pardmetros enolégicos

Enla Tabla 48 se muestran los paradmetros enoldgicos que estiman
las caracteristicas quimicas globales de los vinos. Todos los vinos
mostraron una similar cinética de la fermentacion alcohdlica vy los
valores de los pardmetros analizados se encuentran dentro de los
rangos normales para vinos blancos de la zona de estudio (Garcia
et al., 2003).
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Se aprecid un significativo descenso del grado alcohdlico en
todos los vinos procedentes de los tratamientos, excepto en los vinos
del tratamiento T2. Esto puede deberse a un retraso en la
maduracioén de las bayas procedentes de los fratamientos en
relacién con el control ya que tuvieron un menor °Bé, excepto las
uvas de T2 (Tabla 31). Los demds pardmetros también se vieron
influenciados por los tfratamientos dependiendo de la cosecha 'y de

la estrategia de aplicacion con la disolucidn acuosa de ozono.

En los vinos de los tratamientos T2 y T3 se observd un descenso
significativo del pH y por tanto tuvo lugar un aumento de la acidez
total (AT) aunque este sélo fue significativo en los vinos T2. En
cambio, los tratamientos T4 y T5 aumentaron significativamente el
pH de los vinos y consecuentemente tuvo lugar una disminucién de

su AT.

Solo el fratamiento combinado T5 aumento el IPT, y el resto de los

fratamientos lo disminuyeron, especialmente T4,

El contenido en dcido ldctico permanecid dentro del intervalo
habitual de vinos blancos que no han hecho la fermentacion

maloldctica, como es el caso.

Se observd un descenso del contenido de dcido tartdrico en
todos los vinos, excepto en T2 en donde aumentd un 10%, lo cual
estd de acuerdo con los resultados de AT encontrados en sus uvas
(Tabla 31).

Todos los vinos fuvieron un contenido similar de azicares
reductores (glucosa y fructosa), por debajo de 2 g/L tras la

fermentaciéon alcohdlica.

El conftenido de fructosa fue mayor en los vinos de los

tratamientos T2 y T3 con respecto al control, y el de glucosa sélo en
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los vinos T3 fue mayor que en el control. En general se observa que
el contenido medio de glucosa siempre fue mayor al de fructosa en
las dos cosechas, aunque algo mayor en todos los vinos de 2016 (en
torno a 1,18 g/L en 2016 y de 0,96 g/L en 2017). Como
consecuencia, se obtuvo una ratio glucosa/fructosa superiora 1 en
todos los vinos, por lo que tal como se observd en los vinos de
Cabernet Sauvignon, se pone de manifiesto la preferencia de las

levaduras por la fructosa.

Los niveles de glicerol, que fue uno de los compuestos mds
abundantes de los vinos, se situaron entre 6,68 y 7,52 g/L. Su
contenido no estuvo influido por los tratamientos de 2016, mientras
que todos los tratamientos con agua ozonizada de la cosecha de
2017 lo disminuyeron en relacion con su correspondiente control, en
especial enlos vinos T5. No obstante, el contenido presente en todos
los vinos, controles y procedentes de los tfratamientos, fue en torno

a 7, que es lo habitual (Zhao et al., 2015).

En cuanto al IPAv, no hubo diferencias significativas por efecto
de los tratamientos en los vinos de cada anada, si bien se aprecian
mayores valores de IPAv en los vinos de 2017, lo cual puede deberse
a que también estos valores fueron mayores en las uvas (Tabla 31).
Esto indica que los vinos de 2017 poseen mds precursores
aromaticos que los vinos de 2016, y por tfanto poseen una mayor
reserva de compuestos no olorosos, ya que permanecen intfactos,
es decir, sin liberar sus agliconas voldtiles durante la vinificacion. Por
el contrario, los vinos de 2016 tienen menos precursores aromaticos
que los vinos de 2017, lo cual puede deberse tanto a que sus uvas
tenian un menor IPAv, como también a que se han podido liberar
parte de las agliconas voldtiles durante la vinificacion, en una

mayor proporcion que en el caso de las uvas de 2017.
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Ademds, aunque los tratamientos de agua ozonizada
disminuyeron el IPAv de las uvas en relacidon con sus controles
correspondientes (Tabla 31), el proceso de vinificaciéon iguald la
presencia de precursores aromaticos en todos los vinos. Estos
resultados sugieren que los tratamientos en vina con agua
ozonizada pueden facilitar la extraccion de los precursores
aromdticos durante la vinificacion, o bien pueden aumentar la
liberacién de las agliconas voldtiles de los precursores en dicho
proceso. Estos hechos estdn de acuerdo con otros trabajos
realizados por Mencarelli and Bellincontro (2018), en los que se vio
como el ozono puede cambiar el perfil aromdtico de las uvas de
vinificacion y afectar la extractabilidad de compuestos, lo que
significa que el ozono podria modificar la pared y membrana
celular, aumentando su permeabilidad, y por tanto facilitar la

extraccion de compuestos aromdticos.

6.2.2.2. ParGmetros cromdaticos

En la Tabla 49 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a

los pardmetros cromdticos de los vinos Macabeo.
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Como se sabe, la absorbancia a 420 nm tambiéen expresa la IC y
la T de los vinos blancos. Los tratamientos con agua ozonizada
disminuyeron o no afectaron la A420 nm de los vinos, tal como

sugieren las A420 de las uvas.

En cuanto a los pardmetros CIELAB, los vinos de la cosecha 2016
tuvieron valores mds altos de b*, C* y tonalidad que los vinos de
2017, lo que significa que fueron mdas amarillos y puros que los de
2017. Ademds, los tratamientos disminuyeron b* respecto al vino
control, asicomo H* sélo en los de 2016, mientras que lo aumentaron
en los de 2017. Ademds, L* no varié por efecto de los tfratamientos
durante 2016 pero aumentd en 2017, lo cual sugiere vinos mds claros
en este segundo ano. Con respecto a la percepcion del color por
parte del consumidor, en comparacién con los vinos control
correspondientes, solo los vinos T4 y T5 podrian distinguirse por el ojo
humano ya que tuvieron un AEab*> 3 (Alcalde-Edn et al., 2019). Es
decir, el consumidor apreciaria vinos menos amairillos y mds claros
en los procedentes de los tratamientos T4 y T5 que en todos los

demds vinos.

6.2.2.3. Composicion fendlica

La Tabla 50 muestra el contenido de los principales compuestos
fendlicos de bajo peso molecular determinados en los vinos
procedentes de cepas tratadas con agua ozonizada y en los vinos

control.
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Se observa que los tfratamientos no afectaron al contenido total
de compuestos fendlicos, ya que sélo en el vino del tratamiento T3
se produjo un ligero descenso. Sin embargo, si que se vio un claro
efecto de la anada, ya que los vinos control de 2017 tuvieron un
contenido notablemente mas alto que los de 2016. Si tfenemos en
cuenta que en las uvas no encontramos diferencias significativas
enfre los compuestos fendlicos, es posible considerar que los
tfratamientos con agua ozonizada tampoco influyeron en su
extraccién durante la vinificacién, salvo en el caso de T3 que

disminuye.

Si profundizamos en la diversidad de los compuestos fendlicos
analizados, y tenemos en cuenta los diferentes grupos de
compuestos estudiados, vemos que predominaron los flavanoles,
seguidos por los dcidos y flavonoles. Se observd una influencia de la
anada en el total de acidos fendlicos ya que éste fue un 60% mayor
en todos los vinos de 2017 que en los de 2016, destacando el dcido
t-p-cutdrico como el compuesto mds influido. En los vinos de 2016 el
compuesto mds abundante del grupo de dcidos fendlicos fue el
siingico seguido por el t-p-cutdrico. El tratamiento T2 aumentd
significativamente los contenidos de dcido t-caféico y t-p-cutdrico,
en un 17% vy 9% respectivamente con respecto a los vinos control.
Por su parte los tfratamientos T4 y T5 aumentaron el total de acidos
fendlicos con respecto al control, debido al aumento significativo

en el contenido de dcido siringico.

Es importante indicar que los flavanoles encontrados en las uvas
estuvieron por debajo del limite de deteccién del método analitico,
y por ello no figuran en la correspondiente tabla (Tabla 32). El hecho
de que en todos los vinos los flavanoles sean los compuestos mds

abundantes, sugiere que la vinificacion ha sido de gran eficacia
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para su extraccion. En el grupo de los flavanoles, la (-) epicatequina
fue el compuesto mds abundante en los vinos de 2016 y la (+)
catequina lo fue en los vinos de 2017, siendo casi el doble que en la
anterior cosecha. Por lo que el efecto anada también estuvo
presente especialmente en el grupo de los flavanoles, aunque no
fuera percibido en el total del grupo. La (+) catequina se vio
afectada por los tratamientos con agua ozonizada, disminuyendo
en todos los vinos excepto en los del tratamiento T2. La mayor
disminucion se observd en los vinos del tratamiento T3, con un
descenso del 15%. La (-) epicatequina no se vio afectada por los
tratamientos T2 y T3 pero los tratamientos T4 y T5 la aumentaron
considerablemente, sobre todo T4. Por tanto, en este grupo de
compuestos se aprecia un efecto anada y un claro efecto de los
tratamientos en donde ha estado implicada la endoterapia

combinada o no.

También el efecto de la anada se observd en el contenido total
de flavonoles de los vinos, ya que los contenidos en todos los de
2017 fueron notablemente superiores a los de 2016. Es de destacar
que mientras que la quercetina 3-O-(glucurénido+glucdsido) fue el
flavonol mds abundante en los vinos de 2017, el kaempferol 3-O-

glucdsido lo fue en los vinos de 2016.

Los tratamientos T4 y T5 disminuyeron el contenido de todos los
flavonoles, el tratamiento T2 no influyd, mientras que el vino
procedente del tratamiento T3 mostrdé contenidos de flavonoles

significativamente mayores que el control, alrededor de un 3%.

6.2.2.4. Composicion aromatica

La Tabla 51 muestra los compuestos voldtiles mds importantes

enconfrados en los vinos agrupados por familias, asi como el umbral
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de percepcion olfativa (UPO) y los descriptores aromaticos de cada

compuesto.
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El contenido total de compuestos aromdaticos estuvo afectado
por la cosecha, ya que todos los vinos de 2016 mostraron
contenidos superiores a los de 2017. Pero ademds, se observd un
importante efecto de los fratamientos con agua ozonizada ya que
el fratamiento por riego (T2) aumentd el contenido total volatil de
los vinos, sin embargo, los tratamientos de la segunda cosecha (T4

y T5) lo disminuyeron significativamente.

Si tenemos en cuenta los distintos grupos de voldatiles analizados,
los generados durante la fermentaciéon fueron los mas abundantes,
destacando entre ellos los alcoholes, seguidos por los ésteres y los
dcidos. Los compuestos varietales, tales como los terpenoides,
fueron los que se enconfraron en menor concentracion, tal como
era de esperar ya que los vinos de Macabeo, en especial los
elaborados de forma tradicional, poseen bajos contenidos de
aromas varietales, destacando en ellos los aromas fermentativos
(Pineiro et al., 2006).

A nivel individual, el comportamiento difiere mucho de un
compuesto a otro ya que depende de la anada y del tfratamiento

con agua ozonizada utilizado en las cepas.

En el grupo de los dcidos, no se observéd un efecto significativo de
los fratamientos, y sélo los dcidos hexanoico y octanoico
excedieron su UPO correspondiente. No obstante, se aprecia un
significativo efecto de la anada en el contenido en dcido
decanoico ya que llegd a triplicarse en los vinos de 2017. La anada
también influyd en el dcido hexanoico, ya que se redujo
aproximadamente un 13% en los vinos de 2017. Sin embargo, el
contenido total de dcidos se mantuvo dentro de la normalidad en

vinos blancos.
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En el grupo de los alcoholes, los amilicos estuvieron muy
condicionados por la cosecha, ya que fueron aproximadamente
un 40% mdas altos en 2016 que en 2017, lo que estd relacionado con
las condiciones climdticas, ya que hubo una deficiencia de agua
en la etapa de maduracion de la vid en 2017. Con respecto a los
tratamientos, los alcoholes amilicos disminuyeron en los vinos T4
alrededor de un 15% respecto al control. Por ofro lado, los
tratamientos T3 y T4 influyeron en el contenido del 2-feniletanol ya
que su contenido aumentd cuando el agua ozonizada fue
aplicada combinando riego y aéreo (13) y disminuyd cuando fue
aplicada por endoterapia (T4). Cabe senalar que los vinos de los
tratamientos con el mayor niumero de aplicaciones (T3 y T5)
superaron el UPO de dicho compuesto cuyo aroma recuerda a las
rosas y a la miel. El 1-hexanol es el Unico alcohol cuyo origen es
principalmente varietal. Sus mayores contenidos se encontraron en
las uvas de los tfratamientos T2 y T3 (Tabla 33), y a ello se debe que
los contenidos mayores de este compuesto Cé se encontraran en
los vinos T2 y T3. El 1-hexanol proporciona un aroma negativo a los
vinos, que recuerda a la hierba cortada, sin embargo sus
concentraciones son muy inferiores a su UPO, por lo que no serd

percibido en ninguno de los vinos.

El éster mas abundante en todos los vinos fue el acetato de etilo,
y en todos ellos excedid su UPO. Posee un aroma afrutado cuando
se encuentra en los vinos por debajo de 80 mg/L, pero por encima
de este valor comunica un aroma negativo que recuerda al
pegamento (Piggott and Findlay, 1984). Por tanto, los contenidos
enconfrados de acetato de efilo en tfodos los vinos de este estudio
contribuyen al aroma positivo afrutado del vino. Sélo el fratamiento
T3 lo disminuyd significativamente con respecto al conftrol, pero los

demds tratamientos no le influyeron.
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Los ésteres etilicos fueron los predominantes en el grupo de los
ésteres, y excluyendo el acetato de etilo, el mds abundante fue el
octanoato de efilo, que excedid su UPO en todos los vinos, por lo
que participd en su aroma afrutado, pero no estuvo influido por los
tratamientos con agua ozonizada. Sélo cabe destacar que, en
comparaciéon con sus respectivos vinos control, el fratamiento T3
produjo vinos con un 40% mas de dihidrocinamato de etilo, T4
aumentd un 15% el hexanoato de efilo y T2 disminuyd un 37% el

contenido de decanoato de etfilo.

Excluyendo el acetato de efilo, el acetato de isoamilo fue el
unico compuesto del grupo de los acetatos que excedié su UPO en
todos los vinos, por lo que participd en el aroma con su
caracteristica nota afrutada a pldtano. No se vio influido por la
anada, pero se observd una tendencia a aumentar en los vinos
procedentes de cepas tratadas con un menor nimero de
aplicaciones de agua ozonizada (T2 y T4), y a disminuir en los de
cepas fratadas con un mayor nUmero de aplicaciones (T3 y T5). En
concreto, el fratamiento T4 aumenté alrededor de un 39% el

contenido de acetato de isoamilo.

El acetato de hexilo no sufridé el efecto anada, pero aumentd
significativamente (80%) en el vino T4, aunque no superd el UPO. El
acetato de 2-feniletilo estuvo influenciado por la anada, ya que los
vinos control de 2017 duplicaron su contenido en comparaciéon con
los de la cosecha de 2016 aunque no lo suficiente para que su

aroma participara en el del vino.

Los terpenoides confribuyen al aroma varietal de los vinos, vy
aungue no superen sus correspondientes UPOs, interaccionan entre
ellos produciendo un efecto sinérgico, por lo que pueden conftribuir

positivamente al aroma del vino con aromas florales. Parece
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observarse un efecto de la anada a nivel general, ya que los
contenidos de muchos de |os terpenoides analizados son inferiores
en los vinos control de 2017 que en los de 2016. Posiblemente la

escasez de lluvias en 2017 tenga que ver en el mencionado efecto.

En la cosecha de 2016 los vinos del fratamiento T3 tuvieron el
mayor contenido total de terpenoides, debido principalmente al
farnesol. En los vinos de la cosecha de 2017, el procedente del
tratamiento T5 tuvo el mayor contenido en terpenoides totales
debido al farnesol y geraniol. La ratio IPAv uvas/terpenoides fue en
los vinos de 2016: 0,094 (C2), 0,091 (T2) y 0,067 (T3), mientras que para
los vinos de la cosecha de 2017 fue: 0,165 (C3), 0,154 (T4) y 0,114
(T5).

Por tanto, los tratamientos mds intensivos (T3 y T5) con agua
ozonizada en las vinas, aumentaron la liberacion de terpenoides en

los vinos en relacidn con sus correspondientes controles.

Entre los volatiles analizados en los vinos, tal como se ha indicado
anteriormente, también el 1-hexanol tiene un origen varietal. La
ratio IPAv uvas/1-hexanol también muestra un comportamiento
paralelo al de los terpenoides, destacando los fratamientos T3 y T5
en los vinos de las cosechas de 2016 y 2017 respectivamente. A
diferencia de los terpenoides, el 1-hexanol tiene un elevado UPO
que no es superado en los vinos, por lo que no participa en la

percepcién del aroma.

En consecuencia, los fratamientos en donde fue mayor la
aplicacién de agua ozonizada, también fue mayor la presencia de
aromas varietales, 1o que sugiere que en ellos serd mds faciimente

percibida la fipicidad varietal.
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6.2.2.5. Andlisis discriminante de los vinos Macabeo

Aligual que en los vinos Cabernet Sauvignon, se realizd un andlisis
discriminante agrupando los vinos en tres grupos segun el nimero
de aplicaciones de agua ozonizada: grupo C (vinos control C2 y
C3), grupo BI (vinos de los fratamientos T2 y T4, o aplicaciones de
baja intensidad) y grupo Al (vinos de los tratamientos T3 y T5, o

aplicaciones de alta intensidad).

Se realizaron varios andlisis discriminantes utilizando todos los
pardmetros analizados, los que se suelen medir en bodega y los
derivados del metabolismo fermentativo. Se logré la completa
separacion de las muestras cuando se readlizaron dos andlisis
discriminantes. El primero usando los convencionales, colorimétricos
y azicares (pardmetros enoldgicos), y el segundo utilizando los

voldtiles fermentativos (incluyendo el glicerol).

En el primer caso, se obtuvieron dos funciones discriminantes, de
las cuales F1 explicod el 81% de la varianza, mientras que F2 explicd
el 19% de la misma (Tabla 52).

Tabla 52. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
pardmetros enoldgicos de vinos Macabeo.

., % de % Correlacion
Funcion Autovalor
varianza acumulado candnica
1 184,954a 80,9 80,9 0,997
2 43,7810 19.1 100,0 0,989

En la Tabla 53 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.
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Tabla 53. Coeficientes de las funciones discriminantes.

Funcion
1 2
Grado alcohdlico 16,126 1,058
Acidez total -2,801 6,353
Glucosa 2,794 6,270
b* -13,620 -4,484

Las variables con el mayor peso en F1 fueron el grado alcohdlico,
la coordenada b*, la acidez total y la glucosa, y en F2 la acidez

total, la glucosa, la coordenada b* y el grado alcohdlico.

En la Figura 44 se muestra la separacion de las muestras

proporcionada por el anterior andlisis discriminante.

20
(D Grupo ©
() Grupo BI
() Grupo Al
M Centroice de grupo
10—
BI
o .
(o]

(3] - o

[ - Al

5 m

=2 04 Yoo

=

=

[

C
10
-204
T T T T T
=20 -10 o] 10 20

Funcion 1

Figura 44. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los pardmetros enoldégicos de
vinos Macabeo. C: grupo conftrol; Bl: grupo de tratamientos de baja
intensidad; Al: grupo de tratamientos de alta intensidad.
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La aplicacidon del andlisis discriminante  empleando  los
compuestos fermentativos permitid la separacién de las muestras
mediante dos funciones discriminantes, de las cuales F1 explicd el
84% de la varianza y F2 el 16% (Tabla 54).

Tabla 54. Funciones discriminantes obtenidas cuando se emplearon los
compuestos fermentativos de vinos Macabeo.

., % de % Correlacion
Funcion Autovalor
varianza acumulado candnica
1 250,915a 84,0 84,0 0,998
2 47,7410 16,0 100,0 0,990

En la Tabla 55 se muestran los pardmetros con los valores

absolutos mds altos de los coeficientes discriminantes.

Tabla 55. Coeficientes de las funciones discriminantes.

. Finckn
1 2
Acido decanoico 13,140 6,044
Dihidrocinamato de etilo -8,533 -2,839
Octanoato de etilo -14,243 -5,582
Acetato de efilo -5,554 9,155

Las variables con los valores absolutos mds altos de los
coeficientes discriminantes en F1 fueron el octanoato de etilo, el
dcido decanoico, el dihidrocinamato de etilo y el acetato de etilo,
y en F2 el acetato de etilo, el dcido decanoico, el octanoato de

etilo y el dihidrocinamato de etilo.

En la Figura 45 se observa la separacion de las muestras

proporcionada por el anterior andlisis discriminante.
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Figura 45. Grdfico en el que se muestra la separacién de grupos
resultante del andlisis discriminante usando los compuestos fermentativos
de vinos Macabeo. C: grupo control; Bl: grupo de tratamientos de baja
infensidad; Al: grupo de tratamientos de alta intensidad.

Por lo tanto, la intensidad de las aplicaciones con agua
ozonizada tiene un efecto relevante sobre los pardmetros
seleccionados en los anteriores andlisis discriminantes. Entre ellos
destacaron el grado alcohdlico y la coordenada b*, para los cuales
anteriormente ya habiamos observado que el grado alcohdlico
presentaba un valor mayor en los vinos del grupo Bl que en los del
grupo Al (Tabla 48), y el pardmetro b* un mayor valor en los vinos
del grupo Al (Tabla 49). Es decir, los vinos de los tfratamientos T3y TS
(alta intensidad de aplicacion) ademds de poseer menor grado
alcohdlico que los demds vinos, también se diferencian por tener
coloraciones mds claras, aungue, este cambio de color por efecto
de los tfratamientos sélo seria perceptible para el consumidor en el

caso del vino T5, tal como se observd anteriormente (Tabla 49).
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En cuanto a los metabolitos fermentativos que separaron los tres
grupos de vinos, destacan el dcido decanoico, que triplicd su
contenido por efecto de la anada, y tres ésteres etilicos, entre los
cuales sélo se observaron diferencias entre fratamientos en el caso
de dihidrocinamato de eftilo y de acetato de etfilo. El primero de ellos
se encontré en mayores concentraciones en los vinos del grupo Al,
mientras que, por el contrario, acetato de etilo alcanzd sus menores

concentraciones también en los vinos del grupo Al (Tabla 51).

6.2.2.6. Resultados mads concluyentes en los vinos Macabeo

Al igual que en los vinos Cabernet Sauvignon, los tratamientos
con agua ozonizada influyeron en la composicion quimica de los
vinos, y los efectos observados estdn relacionados en mayor
medida con la intensidad de la aplicacién que con la estrategia

utilizada.

Entre los resultados obtenidos, los vinos procedentes de los
tratamientos de mayor intensidad de aplicacion (13 y T5),
destacaron por poseer el menor grado alcohdlico. También
disminuyeron el contenido en dcido tartdrico y dieron lugar a vinos
con coloraciones mdas claras (menos amarillas), aunque este
cambio de color sélo seria perceptible para el consumidor en el

caso del vino T5.

La comparacion del IPAv de los vinos con sus correspondientes
uvas, sugiere que los tratamientos pueden facilitar la extraccion de
los precursores aromdaticos durante la vinificacion, o bien aumentar
la liberacion de las agliconas voldtiles de los precursores. En
concreto, los fratamientos mds intensivos (T3 y T5) con agua
ozonizada en las vinas, aumentaron la liberacion de terpenoides en

los vinos en relacion con sus correspondientes controles, lo que
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sugiere que en ellos serd mas faciimente percibida la fipicidad

varietal.
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De los frabajos realizados en esta Tesis Doctoral, se derivan las

siguientes conclusiones:

1. Los pardmetros enoldgicos analizados en la uva y en el vino
dependen de la estrategia de aplicacion de agua ozonizada

y difieren segun la variedad estudiada.
En relacidn con las uvas, hemos observado que:

2. La mayor repercusion de los tratamientos tiene lugar en el
equilibrio azucar/acidez de las uvas, lo que sugiere que la
aplicacién de agua ozonizada produce un retraso en la

maduracion de las mismas.

3. La aplicacién de agua ozonizada a la parte aérea de la vid
mejora el potencial aromdtico y color de las uvas Cabernet

Sauvignon.

4. Los mejores resultados en los pardmetros de calidad de la uva
Cabernet Sauvignon, tanto a nivel fendlico y aromdatico como
en el color, se obtienen cuando se aplica el agua ozonizada
combinando el fratamiento de riego por goteo con la

aplicacién aérea.

5. La endoterapia produce un efecto supresor en la calidad de
la uva Cabernet Sauvignon, pero éste es menos negativo

cuando se combina la endoterapia con la aplicacion aérea.
6. Los tratamientos de baja intensidad (riego por goteo y

endoterapia) aumentan el contenido de precursores

aromaticos glicosilados de las uvas Macabeo con respecto a
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los tratamientos de alta intensidad (tratamientos combinados
de riego por goteo y aéreo y de endoterapia y aéreo), lo que

indica una mejora de la calidad aromdatica.

En relacion con los vinos, hemos observado que:

Todos los tratamientos con agua ozonizada disminuyen el
grado alcohdlico y el contenido de glicerol y de acetato de

etilo en los vinos Cabernet Sauvignon.

En los vinos Cabernet Sauvignon, los tratamientos de baja
intensidad disminuyen el pH, el contenido polifendlico, el
potencial aromdtico varietal, y producen vinos con baja

calidad cromdtica.

El tratamiento combinado de riego por goteo y aéreo da
lugar a vinos con los mejores pardmetros cromdaticos y con los
contenidos mds altos en antocianinas pormenorizadas en la
variedad Cabernet Sauvignon. Ademds, este tratamiento
también produce un aumento del contenido aromdtico en

dichos vinos.

10. Los vinos Macabeo resultantes de los tratamientos de mayor

11.

intensidad de aplicacion, poseen el menor grado alcohdlico,
bajos contenidos en dcido tartdrico y las coloraciones mds

claras.
La comparacion del potencial aromdtico varietal de los vinos

Macabeo con sus correspondientes uvas sugiere que los

fratamientos pueden facilitar la extraccién de los precursores
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12.

13.

aromdticos durante la vinificacidon, o bien aumentar la

liberacién de las agliconas voldtiles de los precursores.

En general observamos que los vinos de cepas sometidas a
los tratamientos mds intfensivos con agua ozonizada fienen
mejores caracteristicas que los de los tratamientos menos
intensivos, lo que sugiere que el efecto del agua ozonizada
en la calidad del vino depende mas de la intensidad de la

aplicaciéon que de la estrategia utilizada.

En definitiva, los resultados de esta Tesis demuestran que los
tratamientos del vinedo con agua ozonizada podrian
constituir una forma prometedora para mejorar la calidad de
la uva y del vino y al mismo tiempo reducir el uso de

fitoquimicos.
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9. ANEXO







Figura 1. Parcela de la variedad Cabernet Sauvignon.

Figura 2. Parcela de la variedad Macabeo.
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Figura 3. Imagen que muestra el marcaje de una cepa sana que va a ser
fratada en la variedad Cabernet Sauvignon.

Figura 4. Imagen que muestra el marcaje de una cepa sana “control” en
la variedad Macabeo.
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 AINeXe

Figura 5. Imagen del cédigo identificativo de una cepa sana que va a ser
fratada, de la variedad Cabernet Sauvignon (F: Finca Antigua; C:
Cabernet Sauvignon; s: sana; TA: fratamiento aéreo; 05: cepa 5-15).

Figura 6. Imagen del cédigo identificativo de una cepa sana “control” de
la variedad Cabernet Sauvignon (F: Finca Antigua; C: Cabernet
Sauvignon; s: sana; CN: confrol; 04: cepa 4-15).
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Figura 8. Imagen del primer fratamiento aéreo realizado sobre cepas de
la variedad Cabernet Sauvignon.
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Figura 9. Detalle de una hoja tras ser pulverizada con la disolucion acuosa
de ozono.

Figura 10. Imagen del segundo tratamiento aéreo realizado sobre cepas
de la variedad Macabeo.
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Figura 11. Imagen de la conexion del protofipo con el sistema de riego.

Figura 12. Imagen de la disposicion de la tuberia principal y los ramales
de riego por goteo en la parcela de la variedad Macabeo.
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Figura 13. Imagen del caudalimetro.

Figura 14. Imagen del mandmetro para controlar la presion de trabajo.
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Figura 15. Imagen del tercer tratamiento de riego por goteo con agua
ozonizada en Cabernet Sauvignon.

Figura 16. Imagen de la microperforacién de 1 cm en la planta.
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Figura 18. Imagen del adaptador de endoterapia.
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Figura 19. Imagen del primer tratamiento por endoterapia realizado sobre
una cepa de la variedad Cabernet Sauvignon.

Figura 20. Imagen del segundo tratamiento por endoterapia realizado
sobre una cepa de la variedad Macabeo.
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RESUMEN
ﬂl empleo de ozono en el Sector Agroalimentario es cada vez mas demandado debido a su importante accidn biockds y a su rapida amnwwersiém
oxigeno, por lo que no deja residuos ni contamina &l medicambiznte. Por =lo, se usa mucho en postcosecha para reducir podredumbres y prolongar el
almacenamiento de frutas y verduras.

sy El obietivo de este trabajo fue estudiar =l sfecto de iones acuosas de ozono en cepas de la varedad Cabemet
‘Sawvignon. cultivadas en Castilla-La Manchsa a lo large de las cosschas de 2015, 20|8 ¥ 2017, sobre |3 calidad de I3 uva y del vino.

v Sz usaron diferentes estrategias de aphicaciin, =n |a que el czono fue generado en 2l propio vifledo. Se considerd tanto el estado fenclégico de la vid

chjeto da los tratamientos, el momento de |a apicacin y | parte d |s plants tratad (raices y parte adrez). La vendimia se realizs en & momento dptimo
de madurez tecnoldgica y los vings fueron segin &l sistema de &n finta.

v Los i afectaron 3 kos pi de las uvas y de los vinos de manera diferente segin la estrategia de aphcaciin. ngno de los
uatamlenlns influyd en el proeesn de fermentacion, sin embargo, tuvo lugar una disminucicn del grado ico de los vinos. El

conjunto
ri=go y aéreo aumentd |a concentracidn de antocianos totsles de las uvas, tanto fEI:IhVEn‘E como ddmineme emal'hles Los uatanlenms influyeran en el
pohencsal aromatico (IPAv) de las uvas y de los vinos, un

cuando las 52 enla
zona aérea y radicular.
, [ aemno | ,

ESTUDIAR EL EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS CON DISOLUCIONES ACUOSAS DE OZONO EN CEPAS DE LA VARIEDAD CABERNET
SAUVIGNON, CULTIVADAS EN CASTILLA-LA MANCHA A LO LARGO DE TRES COSECHAS CONSECUTIVAS. SOBRE LA CALIDAD DE LA UVA Y DEL
VIND

-

>

/ DESARROLLO DE LA NVESTIGACION

Tratamienin adrea i fiege | Vendimia ysama de
‘con agus aranizada i et

’/ \\

[ER——

. s os
ulwalm totales,  tarto
facimene  como  dificimerts
ea(nahlu Tarviticen aumentd casl
&l dobls el IPAv de las uvas
‘Cabernat Sauvignon.

[ Los tratemientos o Infuyeron
an el process de fermentscion.

[ Los tratamiantos disminuysron
@l graco sicohdlico de los vinos.
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EFFECT ON GRAPE AND WINE QUALITY OF THE OZONATED Beteri
sisom ~ WATER USED IN VINEYARDS TO CONTROL WOOD DISEASES %

sermrano de la Hoz, K.

ampayo, A.'*; Garcia-Martinez, M.2; Tolosa, V.%; sanchez-Marfinez, 1.F.%; Mufioz, R.*; Alonso, G.L%; salinas, MR.** .I‘T“‘A""
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INTRODUCTION OBJECTIVES

* Ozone is o powerful oxidant with @ high biocidal power ana therefore is increasingly used in the vineyard to To evaluate the effect of OZONATED WATER
control the sanitary status of grapevines [1]. applied to grapevines on:

* Wood diseases, that are caused by pathogenic fungi, are one of the main probiems of vineyards.
-+ Ozonated water to combot them? — INNTER-ECOSANVID 2015 PROJECT

THE VISUAL SYMPTOMS OF WOOD DISEASES

= For this purpose, from 2015 to 2017, gifferent water ies have been camed out
over more than 1700 vines of different varieties of while and red cullivars from Castila-La Mancha Spanisn
region, which had different cegrees of development of the disease.

GRAPE AND WINE QUALITY

= The effect of ozonated water applied to grapevines on grape and wine quality is stil unknown and therefore
its evalugtion has been another main objective of this project [2].

MATERIALS AND METHODS (2015-2018)

(7) FORMATION OF THE
L) consormum

INNTER ECOSANVID 2015

(3" SELECTION OF PLOTS, VISUAL EVALUATION OF HEALTH STATUS AND LABELLING OF

~~ DESIGN AND DEVELOPMENT OF PROTOTYPES
€] \2) Grarevines

./ FOR OZONATED WATER TREATMENTS

Tempnarilo %7
PIONEER - wvihocling 1w Lm of OZONE ' =3 = = - '
50lh o s rrcwrren of the SANTARY l l l
Cotemet sarignon
STADYS OF VINETARDS, ircd o6 —h
GRALTY OF GRAPES AND Wies e Incidoge  Medumsuge  Advasced sage | WTHOUTDBZASE
s 40 ot gl 20K stymetand oo o wewil | % ot wepal

WTH DezAsE

C) VISUAL EVALUATION OF HEALTH STATUS

SPRAYING IRRIGATION ENDOTHERAPY

~ —~
\5) GRAPE QUALITY ANALYSIS ‘\Z) WINEMAKING

ﬁ“ Enclogical parometers

THE VISUAL SYMPTOMS

GRAPE AND WINE QUALITY (extroct of the results of red varfeties) THE OZONATED WATER TREATMENTS:
OF WOOD DISEASES 2] T T PR o
L of IMPROVED hrwated plants WINE * improved the visual appearance of piants affected
omprrec 1o conol (cnbeced siarts)
) by wood diseases.
= 75 - = gid not modify the development of the aicoholic
g o - fermentation, but aoffectea the phenolic ana
E E E aromafic content of the grapes ana wines in @
e o c 1w - et m aifferent way depending on the appiication strategy
CABEINET SASVIGHON: and the varnety of grapes.
Mom I 0% of e Sachd TMeces plosk 1 ach et e e ckccre g dierences Smong YeGash S Sorhd e o e 5340
hvwed dinics eppesuancs o b ety chds L T R Bazed on this project experiences, some commercial systems

have been launohed, using ozonated water fechnoiogy.

[1] Raio, A., Felicioni A, Fenl, V., Carboni C. [2015]. Prove o difeso
infograta del vighoto con ocqua axniiala ed elefolat. Premo
Negionale SIVE “C. VERSNI.

wo (oA | [— m
- Gevarrmant (ICCAR and cofianced by
o 1 B of Crriored o o Y2t

o convac! grarded by the Conl
. I ot Ermpknrant rebite ong

[2] Sainas. MR, Semono de ka Hor K. GercloMartinez, M., Sdncher
Marter, JF. Campayo, A, Tokacain, A., Alonso, GL (2017). Enbloges, 91
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LA ENDOTERAPIA COMO UNA NUEVA FORMA DE APLICAR | merreig:
AGROQUIMICOS EN EL VINEDO. LE
@)\ TRATAMIENTO EN TEMPRANILLO CON AGUA OZONIZADA ':é
Sanchez-Martinez, J.F. (1), Semapo De L3 Hoz K (2), Garcia-Martinez, M. (1), Campayo, A. (1, 2), Alonso, G.L. (1), Salinas, M.R. (1).

(1) Universidad de Castilla-La Mancha, E.T.S. de Ingenieros Agronomos y de Montes, Avda. Esparia s/n. 02071, Albacete.
(2) BetterRID (Better Research, Innovation and Development, S.L), Crta. Las Pefias, Km 3.2, Campo de practicas-UCLM, 02071 Albacete.

kortes.serrano@betterrid.es
ANTECEDENTES
)\
* La endoterapia es una técnica utilizada para tos fit ios en lefi +COTl -
pero que no se ha adaptado a la viticultura. INNTER ELOSAN\:‘TD 2015
* Consiste en la inyeccion de agroquimicos direc en el si vascular de la
planta. DCHoP we
* Asimismo, el ozono es un poderoso oxid de accidn i diata que no produce 'y o = o Vialcon
residuos debido a su rapida trasformacidn en oxigeno. —E| Finch ANTIGUA
* Reci te se ha di trado que sus disoluciones acuosas recuperan vides
afectadas por el decaimiento atribuido a las enf dades de la mad I
OBJETIVOG i

DESARROLLAR UNA METODOLOGIA PARA LA APLICACION DE AGROQUIMICOS EN EL VINEDO MEDIANTE ENDOTERAPIA
Y EVALUAR EL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGUA OZONIZADA SOBRE LA CALIDAD DE UVAS DE LA VARIEDAD

JIEMPRANILLO
1. CEPAS MUERTAS 2. CEPAS VIVAS VENDIMIA
SEGUIMIENTO DH
2 MADURACION
- - a PUNTO OPTIMO
] n _ e X T
(o] DETERMINACION DE DESARROLLO DE  ESTUDIO DELA OPTIMIZACION DE
3 i ANALISIS CALIDAD
(a) 38 TR:!\TAMIENTOS CON AGUA OZONIZADA EN Péé‘::"kﬁgs
(@] ELVINEDO ADURES
E ‘& T';ff;"égﬂgs FENOLICA
E ALAMEDA DE CERVERA 0ZONO GSI:_II_NIUERADO N Aﬁmﬁé
(CIUDAD REAL)
v
SISTEMA DE TRATAM]EN'I;O POR CALIDAD DE LA UVA Q
ENDOTERAPIA EN EL VINEDO : 2
%  EQUIPO AUTONOMO ¥ . I I I:
> MOVIL : | 48 )
AHORRO DE - MADUREZ m
PRODUCTOS § I . I PEPITA o
TRATAMIENTO x
SOSTENIBLE PARA EL PR D
MEDIO AMBIENTE o 9

-~ CONCLUSION-(-
LA METODOLOGIA DE ENDOTERAPIA DESARROLLADA EN VINEDO SUPONE UNA INTERESANTE
ALTERNATIVA A LA APLICACION DE AGROQUIMICOS, COMO EL AGUA OZONIZADA EN DISOLUCION

ACUOSA.
eae AGRADECIMIENTOS: A Ia financiacion recibida en el proyecto INNTER ECOSANVID 2015 (FEDER-CDTI, EXP: !\\lull'l":'“!ll:'
00033437/ITC-20151026) en el marco INNTERCONECTA-CDTL) NS
e .3 s
P

A 3



@W(/‘A contribuciones E

®UCLM The irrigation of Cabernet Sauvignon vines with

UBNREDAD BF DTIGA -G MARCRR
~ ozonated water affect the chemical composition
ris
- of wines
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i
@The policy of Sustginakiity implies ﬁ oing new sirategies ond proctices fo reduce fhe use of

H pes\':clde& as they hove o negafive impoct on the environment

' and human health.

i To study the effect of ozonated water !
4 Among the products that can replace the pesticides used in vificulture, one of the most inferesting is:

: ozone as an agueous solufion, forits proven efficacy in fungal dissases of the vine, and i gh the inigation system |
g because it can be considered as ecological since it does not generate residuss. M
E@There is o lack of information on the effect of czonoted waoter on grapes pre-harvest, and therefore, such on the quality of the wines. '

effect i= unknown on the ability of gropes to make wine. One of the possicle ways fo use czone in the
wvineyord is through the imigofion systemn, which is o simple way of opplicotion dnce irigation i
|mp|emented in most of the wne'yurds of warmer climate areas.

[Z] MATERIALS AND METHODS
Grapes of 1the Cabemet /g

15 vines were usedfurencl:\\

Sauvignon variefy grown in treatment and another 15 for
Casfila-la  Mancha  (Spain) the conirol essay. \
during the harvest of 2016 were .
used.
‘\ I\ Treatment
W’nes(cnnlml T“IundTZ]wereploduced\\ / \\
ﬂ duplicate from harvested grapes at the Wine quality analysis: B -
oplimum tecfmobgml ripening. Enclogicol parameters e
AVt Chromafic paremeters F oo
Phenolic compaunds — -
Free aroma compounds.
Three applications were
made in Tl and six
applicafions in T2 (three
imigafions and three /
v _— sprayed)
d AN /

CONCLUSIONS

e with water a
! decreass in the alcohel degres and in the {N:ios:,
| and glycerol content.

Enological paramesers

BEEEEW

!4 Thers was an increase in the FT, the absorbonce at
520 nm and in the calour infensity of wines, when the |
freaiment usad wes T2 and o decrease with T1. H

. % An important increase of the anthocycrins wm
i Y = . ! observed in the wines from T2,

S 7! [T n—r H

L i% Both treafments increased the confent of fee !

wvolafiles. The IPAv was lowest in wines from treatments, |

such suggesing a more important releaz= of |

: .. i oglyconesin such wines. i
[ I | | II & | Theref with wter where the |

{application is mode combining inigation and spraying. |
inat anly would have an effect an the healfh of fthe vine, ©

i = = 5 s T - = ! but could alsa produce wines with kower alcahal content,
ERToE befter colour and o differenficted aromafic prafile.
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Influencia de Ia aplicacion de disoluciones acuosas de ozono en vifia sobre la

calidad de la uva y del vino
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RESUMEN

Les resultados que se MUESTran 500 un pequafio avan-
ce del efecto de la aplicacion de disoluciones acuasas
de ozono en vifia sobre la calidad de Iz uva y de sus
vinos, Resultan del proyecto INNTER ECOSANVID
2015, cuya principal finalidad es impulsar una nueva
estrategia ecoldgica para mejorar el estade sanitario
de las vifias, con essecial atencién en las enfermeda-
des de madera. Los resultados en relacian con |a sani-
dad no seran difundidos hasta finalizar el proyecto,
aungue cabe sefialar que el estada sanitario de la vid
se vio notablements mejorada par las tratamientos, y
fue incluso se han recuperada plantas clasificadas con
afeccion extrema de enfermedades de la madera.
Ademds, como han puesto de manifiesto los resulta-
dos que se exponen en este trabajo, podemaos afirmar
gue los tratamientos realizades con disoluciones
acunsas de ozono no influyen en los pardmetros eno-
Idgicas cldsicos de uvas ni de sus vinos. 5in embargo,
se observa un incremento importante en determina-
dos polifenoles y aromas varietales, en especial de los
que estan implicados en una mejor calidad del ving,
que es dependiente de la variedad de uva, de la afiada
y del tipo de tratamiento. Todo ello sugiere que el
empleo de ozono no solo puede ser eficaz para mejo-
rar el estado sanitzrio del vifieda, sino que también
mejoraria |a calidad de las uvas y de los vinos.

INTRODUCCION

En este trabajo se presentan algunos resultados obte-
nidos sobre el efecto en la calidad de la uva de la apli-
eacidn en vifias de disoluciones acuosas de ozena,
frute del proyecto titulado “Intervencion ecoldgica
para mejorar el estado sanitario de las vifias y su efec-
to en la calidad de las uvas y sus vinos”, perteneciente
al Programa FEDER INNTERCONECTA (CDTI, EXP:
00093497/ITC-20151026), que se estd desarrollando

46 [ REVISTA ENOLOGOS

desde julio de 2015 y que finalizard en 2017.

Diche proyecto es financiado por el consorcio interre-
gional de empresas formado por DCOOP-BACO (coor-
dinador), FINCA ANTIGUA, VIALCON Y NUTRICON-
TROL, y cuenta con el apoye cientifico-técnica de los
grupos de investigacion de la Cdtedra de Quimica Agri-
cola de la E.T.5.1. Agrénomos y Montes de Albacete
{Universidad de Castilla-La Mancha, UCLM), del Servi-
cio de Diagndstico y Asistencia Fitosanitaria del Insti-
tuto Tecnico Agrondmico Provincial de la Diputacién
de Albacete (ITAP), y con la empresa BetterRID (Better
Research, Innovation and Development, 5.L], spin-off
de la UCLM.

Tiene como objetivo impulsar una nueva estrategla
ecolbgica que mejore el estado sanitaria de las vifias,
con especial atencidn en las enfermedades de made-
ra. Dicha estrategia se basada en la construccion de
diferentes prototipos de aplicacion de disoluciones
acuosas de ozono, evaluando su repercusion en la cali-
dad de las uvas y sus vinos; su acrénimo es INNTER
ECOSANVID 2015,

El ozano es una farma natural del exigeno, y su forma
trigtdmica se genera a partir de tres moléculas de oxi-
geno mediante una reaccidn endotérmica y no espon-
tanea en condiciones estandar. Es parcialmente solu-
ble en agua, y como ocurre con la mayaria de los
gases, aumenta su solubilidad si disminuye la tempe-
ratura. Las fuerzas de atraccion entre los tres dtomos
de oxigena son muy pequenias, por lo que s muy ines-
table. Tlene un elevado potencial redox que la hace un
poderoso axidante quimico, de ahi su potente accign
germicida y su rdpida descomposicidn en oxigeno. Su
principal caracteristica es que se consume inmediata-
mente en el proceso y no deja residuos toxicos, pro-
piedad Gnica del ozane denominada autodescom posi-
cidn (Langlais et al., 1991). Su corta vida media no per-
mite su almacenamiente y distribucién como cual-
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Oenological characteristics of Vitis vinifera L. Cabernet Sauvignon grapes
from vineyards treated with ozonated water

M.M. GARCIA-MARTINEZ', A. CAMPAYO'?, J.M. CAROT?, K. SERRANO DE LA HOZ?, M.R. SALINAS
' and G.L. ALONSO'

" Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos y Montes, Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete 0207 |, Spain;
2 BetterRID (Better Research, Innovation and Development), Albacete 02071, Spain; * Departamento de Estadistica
Aplicada e Investigacién y Calidad de Operaciones, Universidad Politécnica de Valencia, Valencia 46022, Spain
Corresponding author: Professor M. Rosario Salinas, email rosario.salinas@uclm.es

Abstract
Background and Aims: Ozonated water has been used in vineyards to reduce the use of pesticides because of its presumed
efficacy in the control of fungal diseases and the absence of residues. The aim of this study was to evaluate the effect of
ozonated water treatments on the composition of grapes.
Methods and Results: Ozonated water was applied to grapevines of Vitis vinifera cv. Cabemet Sauvignon throughout the
season. Several application strategies were used, namely, spraying, irrigation, irrigation combined with spraying, endo-
therapy and endotherapy combined with spraying. The effect of the treatments varied with the season and also with the
application strategy.
Conclusions: The combination of irrigation and spraying of ozonated water produced a significant increase in the colour of
grapes and an improved phenolic concentration and aromatic potential. Endotherapy and irrigation had a negative effect on
grape composition; however, grape composition improved significantly when these strategies were combined with spraying.
Significance of the Study: Ozonated water treatments in vineyards can improve the colour, phenolic concentration and
aromatic potential of grapes while at the same time redudng the use of phytochemicals.

Keywords: colour, endotherapy, irrigation, phenolic substances, spraying, volatile
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Ozonated water applied in grapevines is a new agronomic practice that affects the chemical

quality of wines

M. Mercedes Garcia-Martinez®, Ana Campayo®®, Natalia Moratalla-Lopez?, Kortes Serrano de la

Hoz®, Gonzalo L. Alonso®, M. Rosario Salinasa*®

Universidad de Castilla-La Mancha, E T 81 Agrénomos v Montes, Catedra de Quimica Agricola,
Avda. de Espafia s/n, 02071 Albacete, Spain.

tBettertRID (Better Research, Innovation and Development, S.L.), Carretera de Las Pefias (CM-
3203), Km 3.2, Campo de Practicas-UCLM, 02071 Albacete, Spain.

*Corresponding Author: (Tel:+34967599210, Fax:+34967509238, e-mail: Rosario. Salinas@uclm.es).

ABSTRACT

The application of ozonated water in vineyards 1s recently used to control vine diseases but there
are not enough studies on its influence on wine quality. The objective of this work was to evaluate
the effect that different ozonated water treatments had on the chemical composition of Cabernet
Sauvignon wines. For two consecutive harvest seasons, four types of treatments were used through
different application strategies: irrigation (TI), endotherapy (TE), irrigation and spraying (TIS), and
endotherapy and spraying (TES). All the treatments decreased the alcoholic degree (7.3%) and the
contents of glycerol (11.5%) and ethyl acetate (26.8%). Wines from TI and TE had the lowest
polyphenol content and varietal aroma potential index (IPAv). Moreover, TI produced wines with
better volatile composition and TE wines had the highest total esters. On the other hand, TIS and TES
increased the total polyphenolic compounds 1in wines by 26.2% and 6.5%, respectively. In short,
treatments with ozonated water can be managed at the discretion of the winegrower in order to provide

wines of differentiated chemical quality.

Keywords: Ozonated water; Cabernet Sauvignon; Colour; Phenolics; Volatiles; Wines.
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@ la idad, s st i redusir |2 aplicacion de productas itarios y s apuests par la implantacion de una estrategia de lucha inteagral contra m&mﬁuh
wid, en especial las de madera. El ozone s un biacida que no contaming medioambientalments y no genera residuos, a diferencia de la mayoria de los productos fitosanitarios
actualments empleadas en el vifiedo.

v En lo que respecta al cultiva de la vid para vinificscién, Raia et sl [1], demastraron que les tratamientas con agua oeonizada en hajas y racimes estimularon el sistema inmunitaric
de la planta y redujeron el impacto del uso de plaguicidas. Los estudios prefiminares que se han hecho en vifias indican que los tratamientos con disoluciones acuosas de ozano
mejoran el estada sanitaris general de la vid, pera no se sabe a qué nivel puede afectar a la calidad de la uva.

W Este trabajo tiene como abjetive estudiar el efecta sabre el potencial aromtics de las uvas Cabernet Sauvignen (variedad tinta) y Macabeo |variedad blanca) que han sufrido un
" as eapas eon dicha disol

WP En caca parcels de cada variedad se identi pl distintos gradas de afeceidn sanitaria, en especial de e enfermedades de s maders, y s clasificaran segin el avance
de dlicha enfermedad, Se hicitran diferentes tipas i tratamisntas con [ dsoluctn de czono {por riega y combinanda riego y aéreo) y se analizd el indice de potencisl aramdtics
warietal (|PAv] e v Macabi 1 dia dee | vendimia.

uwias Cabernet Sauvignon con respecta a las uvas control, aungue por el contraris disminuys en las uvas Macabea.

[

ESTUDIAR EL EFECTO DE LA APLICACION DE OZONO EN VINA SOBRE EL POTENCIAL ATICO DE LAS UVAS € Y MACABEQ. ]

tl IPAy se analizt confarme al métoda de Serrana de la Haz et al. [2] y se observd que b aplicacitn del tratamiento conjunte de riego y aéren auments casi el doble el IPAW deh)

DE LA INVESTIGACION

Trakamienta aérea con i i Vendimiia y tama de
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RESULTADOS / ) CONCLUSIONES N
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@ la actualidad, se esth intentande reducir b aplicacidn de preductss fitosanitarios y se apuesta por ks implantacian de una estrategia de lucha integral contra enfermedades de la
vid, en especial las de madera. El azona es un biocida que na contaming medicambientalmente y no genera residues, & diferancia de la mayeria de los productos ftosanitarics
actualmente empleados en el vifiedo.

AW En 1o que respecta al cultive de ta vid para vinificacian, Raio et al. [1], que las i agua azonizada en hojas ¥ raci i ol sistemsa i
det |3 planta y redujeron el impacts del uss de plaguicidas. Los estudios preliminares que se han hecha en vifias indican que los tratamientos con dissluciones acuosas de azong
mejoran el estads sanitario ge I wid, pero abe o qué nivel puede afectar & la calidad de la uva.

WP Este trabajo tiene came sbijstiva estudiar el sfects sohre ol patencial aromiticn de ks uvas Cabernet Sauvignan (variedad tinta) y Macabes (variedad blanca) gue han sufrida un
tratamienta en ks cepas con dicha disalucion.

v En cada parcela de cada variedad se identificaran plantas con distintos grados de afeccitn sanitaria, en especial de las de la madera, y i in el
de dicha enfermedad. Se hicieron diferentes tipos de tratamientas con la disolucion de azana (por fego y combinanda riego y aéreo) y se analizs ol ndice de Potencial Aromitica
varietal {IPAv) de las uvas Cabernet Sauvignan y Macaben en el dia de la vendimia,

uvas Cabernet Sauvi alas par el i en ks uvas Macsheo,

p \

ESTUDIAR EL EFECTO DE LA APLICACION DE OZONO EN VINA SOBRE EL POTENCIAL AROMATICO VARIETAL {IPAv) DE LAS UVAS CABERNET SAUVIGNON
Y MACABEQ.

DESARR DE LA INVESTIGACION

(EI 1PAw se analizd conforme al métada de Serrana de I Hoe et al. [2] y se abservd que la aplicacian del tratamienta eanjunta de riega y aéres aumentd casi el doble el IPAy u?

Vendinia y toma de
Muestras

RESULTADOS f ) CONCLUSIONES N
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i
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2 varizdad Macabeo, tanto por
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&= INTRODUCCION @ OBIETVO
; “ El empleo de czono en el Sector Agrogimentarnio jpor elo 52 Usa mucho en postcosecha pang reducir
H 25 cada vez mds demandade debido a 5w podredumbnes y prolongar £ aimaocenamiento de Estudiar el efecto de la aplicacidn de |

' importante accién biscida frutos y werdiuras. _ -
i wna disolucidn acvosa de ozono
@ Enfre ios productos que pueden reemplozar los pesficidas ufiizados en wificutturg, uno de Ios mds
! interesantes es: '
b &l ozono en disolucidn ocvosa, por su eficacia probada en enfermedadas flngicas de la vid
¥ porque puede considerarss ecokigico ya que NO genera residuos.

en la colidad de los vinos

a lo largo de los cosechas de 2016 y |
2017. i

;@ En difversos frabajos se ha observado que los fratamientos con agua ozonizada en hojas ¥ racimes de vid
pueden estimular & sistema inmunitaric de la planta, pere no 52 han enconfrade estudios que traten de
su efecto en lo composicién quimica de los vinos.
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CONCLUSIONES
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de aplicacidn.

@Nnguno de los fratamientos infiuyd en el
| proceso de fermentacién, sin embargo. fuvg !
lugar una disminucidn del grado alcohdlico de i
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