





DPTO. QUIMICA )
ANALITICA, NUTRICION Y
BROMATOLOGIA

!" . FACULTAD DE FARMACIA
\'TN I\ E R 3] D\D Campus Miguel de Unamuno-37007
2 A N o Salamanca
P SALAMANCA Teléf.: 923 294537 — Fax: 923 294515

e-mail: nutr@usal.es

Julian C. Rivas Gonzalo, Catedratico de Nutricion y Bromatologia y M? Teresa
Escribano Baildn, Profesora Titular de Tecnologia de Alimentos de la Universidad de
Salamanca, directores del trabajo “Estudio analitico y de la funcionalidad de la fraccién
fendlica de Vitis vinifera L. cv. Graciano y su importancia en el color y la composicion
del vino”, realizado por Raul Ferrer Gallego para optar al titulo de Doctor,
AUTORIZAN la presentacion del mismo al considerar que se han alcanzado los

objetivos inicialmente previstos.

Salamanca, 20 de octubre de 2011

Julian C. Rivas Gonzalo M2 Teresa Escribano Bailén
























A Rebeca

siempre a mi lado












































































































Introduccion

CALCONAS

ANTOCIANIDINAS

FLAVAN-3-OLES

FLAVANONAS

)

Figura 1.3. Estructuras bésicas de los principales grupos de flavonoides.

FLAVONOLES

Los flavonoles son posiblemente los compuestos flavonoides mas abundantes en el
reino vegetal, exceptuando hongos y algas. Se caracterizan por la presencia de una
insaturacion entre los carbonos C, y Cs del anillo C y presentan un grupo hidroxilo en
posicion 3 de dicho anillo, que los diferencia de las flavonas (Figura 1.3). Muchos de
los flavonoles pueden encontrarse en forma glicosilada y/o acilada. La posicion mas
frecuentemente implicada en la glicosilacién es la 3, aunque también pueden darse en 5
y 7. El azlcar mas abundante es la glucosa, aunque también aparecen xilosa, ribosa,
fructosa y ramnosa o diglucdsidos como rutinosa. Los &cidos implicados en las
acilaciones son p-cumarico, ferdlico, caféico, p-hidroxibenzoico, gélico, acético y

malénico.

Los flavonoles de la uva se encuentran principalmente en el hollejo (34) aunque

también se han detectado en pulpa (35) y hojas, pero no en semillas (36). En uvas se
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encuentran principalmente como heterdsidos de quercetina y miricetina y en menor
medida de kaempferol e isorhamnetina (37). Los mayoritarios de las uvas son el 3-
glucésido de quercetina y el 3-glucuronido de quercetina. (34, 38-41). Durante la
vinificacién, se hidroliza parcialmente y pueden encontrarse en el vino como aglicones
libres. La acumulacién de estos compuestos en las uvas depende en gran medida de su

exposicién a la luz (42-44).

R3 FLAVONOLES R3’ R4’ Rs’
Ry N
Miricetina OH OH OH
o .
oH R's Quercetina OH OH H
Kaempferol H OH H
OH Isorhamnetina OH OCHs H

OH [e)

Figura 1.4. Estructura bésica de los flavonoles mayoritarios.

El contenido de flavonoles de la uva depende de su estado de desarrollo y de
factores genéticos y ambientales. El perfil de flavonoles y dihidroflavonoles se ha
sefialado que podria ser usado en la caracterizacion taxondmica del cultivar (45, 46). En
este sentido se pensaba que los cultivares blancos no poseian ningdn flavonol metilado
pero se han detectado pequefios contenidos de isorhamnetina glucésido en hollejos (36).
Los derivados de laricitrina, miricitina y siringetina parecen ser especificos de cultivares
tintos (46), aunque se ha detectado miricetina en algunas Muscadinias (Vitis rotundifolia
Michx.) (47). El contenido en flavonoles, es generalmente superior en cultivares blancos
que en tintos (36, 46).

Se ha puesto de manifiesto que el contenido de flavonoles esta muy influido por la
exposicién a la luz solar (39, 43, 44), de acuerdo con su papel como protectores frente a

la radiacion ultravioleta (42-44).

Desde un punto de vista organoléptico, estos compuestos tienen cierta influencia en

el amargor de los vinos (48) pero también pueden influir en la sensacién de astringencia
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(49). Ademas contribuyen al color del vino tinto y a su estabilizacion debido a que se

comportan como buenos copigmentos (50, 51).

FLAVAN-3-OLES

Los flavan-3-oles son compuestos fendlicos hidrosolubles con grados de
polimerizacion variable y que, en general, tienen capacidad para precipitar alcaloides,
gelatina y otras proteinas. Son el grupo mas comun de taninos que existe en nuestra
dieta. Se consideran ingredientes funcionales, con efectos beneficiosos para la salud y se

encuentran en frutas, vegetales y productos derivados (52).

La estructura de estos compuestos se representa en la Figura 1.5. Poseen dos
carbonos quirales, en las posiciones 2 y 3 que dan lugar a la existencia de derivados 2R,
3S (trans) y sus correspondientes isémeros 2R, 3R (cis), en cuyo caso se antepone al
nombre el prefijo epi- (epicatequina, epigalocatequina, etc). En raras ocasiones la
configuracion del carbono 2 es S y en este caso se antepone el prefijo enantio- (ent-). La
ausencia de prefijo indica la existencia de la configuracién 2R, 3S. Los flavan-3-oles se
pueden encontrar en la naturaleza como tales o como derivados metilados, glicosilados

0 como ésteres, por ejemplo con el acido galico.

R FLAVAN-3-OLES R R, Rs
or (+)-catequina H OH H
H _ .
~ oH (-)-epicate quina H H OH
|"Re (-)-epicate quina 3-galato H H 0-G
Ri
! (+)-galocatequina OH OH H
oH (+)-epigalocatequina OH H ol
(+)-galocatequina 3-galato OH 0-G H
= OH
o) (-)-epigalocatequina 3-galato OH H 0-G

Figura 1.5. Estructura del &cido géalico y de los monémeros de flavanoles encontrados

en uvas.
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Los flavanoles pueden polimerizar entre si, originando taninos condensados que
tienen la capacidad de dar lugar a antocianidinas por calentamiento en medio acido

mineral, por lo que también se les denomina proantocianidinas.

Segin den lugar en su hidrélisis a cianidina, delfinidina o pelargonidina se

distinguen entre procianidinas, prodelfinidinas y propelargonidinas respectivamente.

Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades bésicas elementales que entran a
formar parte de su estructura, en oligbmeros (dimeros, trimeros, tetrdmeros y
pentameros) y polimeros, a partir de cinco. En la uva, los oligémeros pueden ser de
proantocianidinas homogéneas, es decir, compuestos formados Unicamente por
catequinas o por galocatequinas, o bien no homogéneas, constituidas por unidades de

catequina y galocatequina conjuntamente.

Los enlaces interflavanicos, entre las unidades monémeras que constituyen las
proantocianidinas, pueden producirse entre el carbono 4 del anillo C de la subunidad
superior y el 8 de la inferior 0, menos frecuentemente, el 6 de la unidad inferior. En el
caso de los compuestos dimeros, las proantocianidinas que presentan este tipo de
enlaces se denominan proantocianidinas de tipo B. Existen también dimeros Ilamados
de tipo A, que presentan una doble union interflavanica, ademas del enlace carbono-

carbono, poseen otro enlace de tipo éter entre C2-C7 6 C5.

En la nomenclatura, el enlace interflavanico se indica entre paréntesis con los
nimeros de los 4tomos que intervienen en el enlace y su direccién, por ejemplo:

epicatequina-(4 - 8)-catequina.

Los flavanoles se encuentran en varios tejidos de la planta de vid, incluyendo las
partes lefiosas (53), las hojas, los tallos (54, 55) y el fruto. En las uvas son
particularmente abundantes en semillas y hollejos encontrando principalmente
derivados de catequina, (-)-epicatequina 3-O-galato y galocatequina (56). Es bien
conocido que las proantocianidinas de los hollejos estan constituidas por catequinas y
galocatequinas (57), mientras que las semillas presentan sélo derivados de catequinas
(58, 59). Otra caracteristica de la composicién de los flavanoles de las semillas de uva
es la presencia de derivados galoilados, que siempre tienen lugar en la unidad de
epicatequina. Aunque se ha detectado catequina 3-O-galato (60) y galocatequina 3-O-

galato en algunas variedades no viniferas (61).
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Estos compuestos estan implicados en importantes sensaciones organolépticas
como el color y la astringencia y también pueden contribuir en el amargor (49).

Aspectos que estan desarrollados en el capitulo 4.

ANTOCIANOS

Son pigmentos pertenecientes al grupo de los flavonoides. En la naturaleza se
encuentran en tejidos vegetales, donde son responsables de una amplia variedad de
colores: naranja, malva, rojo, rosa, violeta y azul. Se encuentran en las vacuolas
celulares de flores y frutos, fundamentalmente, aunque también se pueden encontrar en
distintas partes como hojas, tallos y 6rganos de almacenamiento. Dentro de las vacuolas
se encuentran en unos organulos delimitados por una membrana, conocidos como
antocianoplastos que se forman durante la sintesis de estos pigmentos. En el caso de las
uvas, estos organulos se localizan en las células del hollejo, en las 3 6 4 primeras capas

del hipodermo.

Estructuralmente los antocianos se encuentran presentes en forma de heterdsidos,
cuyo aglicon, derivado del ion flavilio o fenil-2-benzopirilio, estd hidroxilado y
metoxilado en diferentes posiciones. El aglicon esta unido a una o varias moléculas de
azucar, las cuales pueden estar aciladas con diferentes acidos organicos. La presencia de
los grupos hidroxilos y de las moléculas de azlcar, hace que estos compuestos sean
bastante solubles en agua, metanol y etanol. Los glicdsidos de las antocianidinas se

denominan antocianinas o antocianos.

El ion flavilio, es un ion oxonio en el que el oxigeno estd cargado positivamente.
Los iones oxonio suelen ser poco estables, pero en el caso del ion pirilio, el caracter
aromatico les confiere estabilidad. La estructura del ion flavilio es en realidad la de un
hibrido de resonancia, en el cual la carga positiva se encuentra deslocalizada, resultando
en distintas estructuras del tipo oxonio-carbonio (Figura 1.6). La deficiencia electronica

del catidn flavilio le confiere una elevada reactividad.
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+
o o +
\ — e,
—_—
/ /
Forma oxonio Forma carbonio

Figura 1.6. Estructuras en equilibrio del ion flavilio o fenil-2-benzopirilio.

Aungue se han descrito 25 antocianidinas monoméricas (62) el 90% de los
antocianos presentes en la naturaleza contienen alguna de las seis antocianidinas mas
comunes (pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina) y el
resto, estdn formados por antocianidinas de estructuras ligeramente diferentes (3-
desoxiantocianidinas, antocianidinas metiladas y antocianidinas hidroxiladas en
posicion 6). En la Figura 1.7 se muestra la estructura de las antocianidinas mas
comunes y se puede apreciar que éstas se diferencian por la sustitucion del anillo

aromatico B.

R ANTOCIANIDINAS Rs’ Ry Rs’
3
R, Pelargonidina H OH H
4
Cianidina OH OH H
+
OH O -
= e AN . Delfinidina OH OH OH
5
Peonidina OCH; OH H
\ /
H Petunidina OCH;, OH OH
OH Malvidina OCH;s OH OCH,

Figura 1.7. Estructura de las seis antocianidinas mas frecuentes en la naturaleza.

Aunque los azlcares que pueden encontrarse unidos a las antocianidinas son
diversos, en las uvas la glucosa es el azticar mayoritario, habiéndose descrito también la

presencia de galactdsidos en vinos (63, 64) aunque siempre en concentraciones mucho
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menores que sus glucosidos correspondientes. En los antocianos de las uvas, las
posiciones frecuentes de unién del azicar a la antocianidina son la 3 y la 5. Los
antocianos mayoritarios en especies viniferas son los 3-monoglucésidos estando
ausentes los 3,5-diglucésidos mientras que en algunas especies no viniferas los
mayoritarios son los 3,5-diglucésidos. El contenido en diglucdsidos se ha utilizado para

diferenciar entre uvas viniferas e hibridos y para detectar adulteraciones en vino.

Como se dijo anteriormente, los azlcares de los antocianos pueden estar acilados,
es decir unidos mediante enlaces tipo éster a acidos organicos. Entre los agentes
acilantes que pueden estar ligados a la molécula, se encuentran los &cidos
hidroxicinamicos (cafeico, p-cumarico, ferdlico y sindpico), que pueden a su vez
presentar restos de azlcar adicionales, acidos hidroxibenzoicos (p-hidroxibenzoico,
galico, vainillico, siringico y protocatéquico), acido acético y algunos &cidos
dicarboxilicos, como malénico, malico, oxalico y succinico (65, 66). Incluso se han
descrito antocianos que llevan unidos una molécula de azlcar a la cual se le une un
grupo acilado, que a su vez lleva otra molécula de azlcar unida (67) y también

antocianos que llevan cadenas de tipo azlcar-grupo acilo-azicar grupo acilo (68).

En uvas y vinos, los &cidos acético y p-cumarico son los mas frecuentes,
encontrandose también antocianos acilados con acido cafeico, aunque en cantidades

bastante menores que los anteriores.

La estructura juega un papel fundamental en la estabilidad de los antocianos asi
como en el color que expresan. Debido a su ndcleo flavilio, deficiente en electrones,
pueden sufrir con cierta facilidad alteraciones de su estructura por la accion de
diferentes agentes. La estabilidad de los antocianos aumenta con el nimero de metoxilos
en el anillo B y disminuye con el ndmero de hidroxilos. Asi, entre las antocianidinas
mas frecuentes en la naturaleza, la malvidina es la mas estable, seguida de peonidina,
petunidina, cianidina y delfinidina. En general, son méas estables en condiciones &cidas.
La glicosilacién y la acilacion de los azlcares también incrementan la estabilidad y por
eso, los diglucésidos son mas estables que sus correspondientes monoglucésidos (69-
71).
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La estabilidad de los antocianos, también se encuentra influida por factores
relacionados con el medio como la temperatura, el pH, la luz y la presencia de bisulfito,

acido ascérbico, metales y enzimas.

La actividad B-glucosidasa es responsable de la ruptura de los enlaces glucosidicos
de los antocianos-3-glucésidos liberando antocianidinas, mas inestables y rapidamente

degradadas y produciendo pérdidas de color en el vino (72).

En la degradacién térmica de los antocianos, la inestabilidad de la forma abierta de
la calcona conduce a una ruptura de la molécula (73, 74). De esta forma, se obtienen
como productos principales 2, 4, 6-trihidroxibenzaldehido y un é&cido fendlico
correspondiente al ciclo B de la antocianidina, acido siringico, si se trata de la

malvidina.

La tasa de degradacién de los antocianos aumenta con el incremento de la
temperatura. El proceso de degradacion térmica se ve también influenciado por el pH

del medio, siendo méas acusado a valores de pH mas altos.

Algunos autores han encontrado que la radiacion luminosa acelera la degradacion
de los antocianos, probablemente debido a la existencia de reacciones de tipo
autooxidativo (75). El efecto degradativo de la luz parece ser independiente de los
efectos del pH y de la temperatura (76, 77) y es despreciable cuando los valores de ésta
son elevados (78). Los diglucésidos acilados presentan mayor estabilidad que los

monoglucosidos ante la luz.

Los iones bisulfito (HSO3") se unen sobre las posiciones 2 ¢ 4 del cation flavilio,
originando un aducto incoloro. Esta reaccién ocasiona una decoloracion de los
antocianos, pero también les aporta estabilidad, ya que el complejo es menos sensible a
procesos de hidratacion y polimerizacion, al tener ocupadas las posiciones reactivas.
Esta reaccidn es reversible en grado variable y depende de la naturaleza del antociano y
del pH. Cuando el medio se acidifica (pH 1), el aducto se disocia a la sal de flavilio
original y SO, libre. Los compuestos que tienen la posicién 4 ocupada no pueden unirse

al SO,, sobre todo cuando existen sustituyentes voluminosos.

La presencia de acido ascérbico en disoluciones de antocianos produce un efecto

deletéreo. En presencia de oxigeno, ambos tipos de compuestos se degradan
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mutuamente. EI mecanismo exacto por el que el acido ascérbico induce la degradacion
antocianica no esta bien establecido, aunque parece estar ligado a su autooxidacion, ya

que la reaccidn se inhibe en atmdsfera inerte y en presencia de otros antioxidantes.

Los antocianos que poseen un grupo ortodihidroxilo en el anillo B pueden formar
complejos con diversos metales di- o trivalentes, como el estafio, cobre, aluminio y
hierro, dando lugar un desplazamiento batocromico en el espectro de absorcion, que da

lugar a una coloracién azulada.

En disolucién acuosa, los antocianos existen en forma de cuatro estructuras basicas,

en equilibrio, en funcion de su pH:
« cation flavilio (AH")
* anhidrobase quinoidal (A)
 pseudobase carbinol (B)
 pseudobase calcona (C)

La cantidad relativa de cada una de las formas estructurales, que coexisten en
equilibrio, esta en funcion del pH del medio. Las distintas formas estructurales de los
antocianos y los mecanismos de transformacion en funcion del pH han sido establecidos

mediante estudios cinéticos, termodindmicos y técnicas espectroscopicas (79).

A pH é&cido la forma que predomina es la forma protonada (cation flavilio AH™)

que es de color rojo.

A pH acido pero cercano a la neutralidad y en medio no acuoso, la forma
predominante es la anhidrobase quinoidal (A), que posee un color azulado-
violaceo.

A pH comprendido entre 3 y 6, en medios acuosos, se forman las pesudobases
carbinol o formas hemiacetalicas, que son incoloras y provienen de la reaccién de
hidratacion de la molécula a través de la cual se fijan grupos —OH en posicion 2 6
4.

En equilibrio con las formas hemiacetéalicas estdn las formas abiertas o

pseudobases calcona, incoloras o ligeramente amarillentas.
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La interconversion entre estas cuatro formas tiene lugar segiin se muestra en la
figura siguiente.

OH H OH
Ry
HO. OH o- HO.
RO
Calconas
=
R,
OH o

Figura 1.8. Transformaciones estructurales de los antocianos.

ACIDOS FENOLICOS

Los acidos fenolicos junto con los estilbenos (resveratrol), los fenoles volatiles y
algunos compuestos heterogéneos (lignanos y cumarinas) son los compuestos fenélicos

no flavonoides que se encuentran en uvas y vinos. Los acidos fendlicos pueden ser de
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tipo benzoico (C6-C1) y de tipo cinamico (C6-C3) diferenciandose por el patron de
sustitucion en el anillo bencénico, fundamentalmente se encuentran en el vino y en las

uvas como acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos.

COCH

ACIDOS R, R, R R,
HIDROXIBENZOICOS

Gélico H OH OH OH
Gentisico OH H H OH
p-Hidroxibenzoico H H OH H
Protocatéquico H OH OH H
Salicilico OH H H H
Siringico H OCH; OH OCH;
Vanillico H OCH; OH H

Figura 1.9. Estructura de los acidos hidroxibenzoicos del vino.

En la uva la mayor parte de los acidos benzoicos se encuentran combinados con
azucares o, en el caso del &cido galico, formando ésteres con los flavanoles. El acido
salicilico y el gentisico se encuentran en cantidades traza, sin embargo el galico puede
alcanzar concentraciones superiores a 100 mg/L en vino tinto (25). El &cido galico junto
con su dimero, el acido elagico y otros acidos benzoicos como el siringico y el vanillico
pueden encontrarse en la madera de roble y ser cedidos al vino durante el periodo de
envejecimiento (80).
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En la uva, los acidos cinamicos se encuentran en las vacuolas de las células del
hollejo y, en menor medida, en las de la pulpa, generalmente en forma de ésteres
tartaricos, denominados como &cidos cutarico, caftarico y fertarico en funcion del &cido
que provengan (p-cumarico, cafeico y ferdlico, respectivamente). En el vino estos
ésteres pueden hidrolizarse de tal manera que podemos encontrar formas libres y
combinadas. También podrian liberarse por hidrélisis de los anocianos acilados o por el
empleo de enzimas (81). El contenido de éstos &cidos en el vino es mayor que el de los

4cidos hidroxibenzoicos.

Desde un punto de vista organoléptico, estos compuestos no confieren al vino
ningun sabor ni olor. Sin embargo, son precursores de compuestos fenolicos volatiles

que si afectan al sabor y al olor de los vinos.

COORy
=
R, Ry
OH
ACIDOS HIDROXICINAMICOS R, R, R;
Cafeico OH H H
Caftarico OH H Acido tartarico
p-Cumarico H H H
p-Cutérico H H Acido tartarico
Feralico OCHj, H H
Fertarico OCH,4 H Acido tartarico
Sinépico OCH;  OCHg; H

Figura 1.10. Estructura de los acido hidroxicinamicos del vino.
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1.6  Biosintesis de los compuestos fendlicos

Los distintos tipos de antocianos, flavonoles y proantocianidinas que se encuentran
en las plantas vienen determinados por la actividad de diversas enzimas, que llevan a
cabo la hidroxilacion del anillo B de los flavonoides. Son varios los factores que afectan
la biosintesis, tales como nutricion, vigor, suelo, agua, reguladores de crecimiento,
ataque de microorganismos, presencia de heridas, luz, temperatura, altitud y humedad,
entre otros. La mayoria de estudios han sido realizados en especies modelo como
Arabidopsis thaliana Heynh. aunque muchos de estos factores también han sido
estudiados en Vitis vinifera L. (82, 83).

En uvas, no es habitual encontrar antocianos 4’-hidroxilados, aunque recientemente
se han determinado en algunos cultivares (84). Generalmente se acumulan antocianos
3’, 4’, 5’-hidroxilados (basados en malvidina, delfinidina y petunidina) y en menor
concentracion 3’, 4’-hidroxilados (basados en cianidina y peonidina). Por el contrario,
los flavonoles encontrados en uvas son predominantemente 3’, 4’-hidroxilados
(glucosidos de quercetina) y en menor cantidad 4’-hidroxilados (Kaempferol) y 3°, 47,
5’-hidroxilados (miricetina). Las semillas y los hollejos tienen diferente composicion de
proantocianidinas y generalmente no contienen proantocianidinas 4’-hidroxiladas
(afzelequinas). Todas las subunidades de proantocianidinas de las semillas son unidades
3’, 4’-hidroxiladas (catequina y epicatequina) mientras que las proantocianidinas de los
hollejos también contienen 3", 4°, 5’-hidroxilados (epigalocatequina). En la Tabla 1.3 se
muestra la acumulacion de los distintos tipos de flavonoides y su grado de hidroxilacion

en las distintas partes de la uva de acuerdo con diferentes autores (84-87).

Tabla 1.3. Acumulacion de flavonoles, antocianos y proantocianidinas (PAs) 4’-,

3'4’-,y 3°,4’ 5’ -hidroxiladas en uvas.

Flavonoides 4’ -Hidroxilados 3,4 -Hidroxilados 37,4 5 -Hidroxilados
Antocianos + + +
Flavonoles - + -

PAs holllejo - + +
PAs semilla - + -
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En la Figura .11 se muestra un esquema de las rutas biosintéticas de los diferentes
flavonoides, se puede observar una estrecha relacion entre la sintesis de antocianos y
proantocianidinas. La dihidroflavonol reductasa convierte los dihidroflavonoles en
leucoantocianidinas, que son intermediarios clave para la formacién de estos
compuestos. La leucocianidina 4-reductasa es responsable de la conversion de
leucocianidina en catequina, mientras que la leucocianidina desoxigenasa cataliza la
sintesis de cianidina. La epicatequina es producida a partir de la cianidina por la accion
de una enzima (antocianidina reductasa: ANR) la cual convierte la cianidina y
delfinidina en (-)-epicatequina y epigalocatequina, respectivamente. Por ello, la
cianidina y la delfinidina se consideran importantes intermediarios en la biosintesis de
proantocianidinas del hollejo y de las semillas (37). Se ha visto que la proporciéon de la
(-)-epicatequina y (+)-catequina viene establecida por la actividad de la calcona
sintetasa (CHS) (88). Por otro lado, la enzima flavonoide 3-O-glucosiltransferasa
(UFGT) tiene una alta importancia en la acumulacién de antocianos, catalizando la
glicosilacién de las antocianidinas (89). La antocianin O-metiltransferasa (OMT) puede
mediar la metilacion del los grupos hidroxilos dando lugar a los tres antocianos
metilados: peonidina, petunidina y malvidina (90). Finalmente, la acilacion es catalizada
por la accion de la antocianin-acetiltransferasa (ACT). Todas estas enzimas son
codificadas por diferentes genes, los cuales son responsables de la composicion en

compuestos fendlicos de la uva (54, 91-93).
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Figura 1.11. Representacion esquematica de la ruta biosintética de los flavonoides.
Ejemplos de diferentes hidroxilaciones en el anillo B de los flavonoides. Abreviaturas
de las enzimas implicadas: CHS:calcona sintetasa; CHI: calcona isomerasa; F3H:
flavanona 3-hidroxilasa; F3"5"H: flavonoide 3"-5"-hidroxilasa; FLS: flavonol sintetasa:
DFR: dihidroflavonol reductasa: ANS: antocianidina sintetasa; LAR:
leucoantocianidina reductasa; ANR: antocianidina reductasa; UFGT: flavonoide 3-O-

glucosiltransferasa. (adaptado de Bogs et al., 2006).

El desarrollo de la uva tiene lugar en dos fases sucesivas de crecimiento (94, 95).
Durante la primera fase, desde floracién hasta envero, se inicia el engrosamiento de la
uva y la formacion de la semilla. Durante esta fase, las proantocianidinas se acumulan
en el hollejo y en las semillas que todavia estan desarrollandose y se sintetizan los
flavonoles. En el hollejo, la sintesis de proantocianidinas se completa antes del envero,
mientras que en las semillas empieza después de la floracién y continda una o dos

semanas pasado el envero (54).
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La segunda fase de crecimiento comienza en el envero y se caracteriza
principalmente por la acumulacion de azicares, la disminucion de 4&cidos, el

ablandamiento de la baya y la acumulacién de antocianos (Figura 1.12) (54).

Fenilalanina
W AL
Acido cindmico
CaH
Acidop-cumérico
4cL
4-cumaroitCoA

W cHs
CalconaNaringenina
W cHi
Naringenina
FLS \/ F3'5H, F3H
FLAVONOLES <€— Dihidroflavonoles
AR \/ DFR
Catequinas €—————————— Leucoantocianidinas
_  aw ‘l/ ANSILDOX
Epicatequinas & AntomanldlnaNFGT
SINTESIS DE PROANTOCIANIDINAS SINTESIS DE ANTOCIANOS
Hallejos IS |
Semillas /T\ /T\
'T‘ ENVERO MADUREZ
FLORACION
-10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10

Desarrollo de la baya (semanas relativas al envero)

Figura 1.12. Ruta biosintética de los flavonoides durante el desarrollo de la uva.
PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: cinamato-4 hidroxilaxa; 4CL: 4-cumarato CoA
ligasa; el resto de abreviaturas estan en la figura anterior. (adaptado de Deluc et al.,

2008)

1.7 Fundamentos de la copigmentacion

La copigmentacién es el resultado de la estabilizacion de las formas estructurales
coloreadas de los antocianos en disolucién, lo que justifica el realce de su color.
Desempefia un papel importante en la expresién de una amplia gama de colores en

plantas, frutos, bayas, derivados de vegetales y productos alimenticios (96-98).
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La extension de la copigmentacion esta claramente influenciada por el pH, la
temperatura, la concentracién de sales, el disolvente, la naturaleza del antociano y la del
copigmento, la relacién molar entre ambos asi como la concentracion de pigmento (51,
99-108).

Son considerados como buenos copigmentos aquellos compuestos que contienen
nacleos aromaéticos y poseen cierta planaridad (109). Los acidos orgéanicos, los
aminoacidos, los flavonoides y los polisacaridos son algunos de los posibles
copigmentos (51, 110, 111). Algunos flavonoides resultan ser mejores copigmentos que
otros, la catequina y las proantocianidinas parecen ser peores que los flavonoles o los
dimeros de vinilcatequina (51, 104, 112).

Los complejos de copigmentacion forman estructuras verticales antociano-
copigmento que se estabilizan por puentes de hidrégeno. A través de este proceso se
protege al antociano de la hidratacién y por tanto se evita la formacion de las formas

hemiacetal (incoloras) y calcona (amarillentas).

Los efectos de la copigmentacion se han interpretado generalmente por los cambios
batocromicos e hipercromicos (51, 99, 113-115) que afectan al espectro de absorcion
visible en la solucién del pigmento (96, 116). Aunque también puede ocurrir un
desplazamiento en el equilibrio de las bases estructurales de los antocianos hacia las
formas incoloras induciendo una disminucion de la absorbancia en el espectro visible
(109, 117, 118).

1.8 Introduccién al estudio del color

El color del vino es un factor determinante, desde un punto de vista sensorial ya que
es el primer atributo valorado en la degustacién. Una simple observacion permite
conocer su estado, adelantando alguna de sus caracteristicas y contribuyendo a decidir
sobre su aceptacion o rechazo. A través del mismo se pueden deducir desde
caracteristicas obvias (tipologia, limpidez, brillo y presencia de sedimentos) hasta

algunas mas complejas, como el estado de conservacidn, evolucién e incluso la edad.

Generalmente se define por su intensidad, su vivacidad, su tonalidad y sus matices.

También se habla de la cantidad de color o capa, que es suficiente o insuficiente (alta o
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baja) comparandolo con los de su tipo y se suele expresar como vino cubierto o poco
cubierto. Se emplean una gran cantidad de términos comparativos (rojo cereza, rojo teja,
etc.) para intentar describirlo, si bien son meramente subjetivos. El color también puede
ser medido y valorado desde un punto de vista objetivo gracias a la aplicacion de la

colorimetria.

Desde un punto de vista fisioldgico, el color es una respuesta mental al estimulo
que una radiacion luminosa visible produce en la retina, y que el nervio éptico transmite
al cerebro. Es un concepto psicofisico al implicar un fenomeno fisico (la radiacion
luminosa visible) y un fendmeno psiquico (interpretacién por parte del cerebro de las
sefiales que los receptores de la retina reciben). No es, por tanto, una propiedad
intrinseca del objeto que refleja o transmite la radiacion luminosa, pues basta con
cambiar la fuente para modificar el estimulo producido. Depende, de la distribucion
espectral de la radiacién incidente, de la capacidad del objeto para transformarla y de la

fisiologia del observador.

Cuando la luz incide en el objeto, algunas de las moléculas que forman parte del
mismo son capaces de absorber parte de esa energia y de transmitir otra parte, de tal
forma que la luz que llega al observador serd una mezcla de las radiaciones no
absorbidas por ese objeto. Si el objeto es opaco, la luz no absorbida serd la luz reflejada

y si el objeto es transparente, la luz no absorbida sera transmitida a través del mismo.

Los receptores capaces de ser estimulados por la radiacién luminica transmitida por
el objeto se encuentran en la retina y se denominan conos. Sélo existen tres tipos de
conos distintos y se diferencian porque se estimulan con radiaciones luminosas de
distinta longitud de onda. Uno lo hace con radiaciones correspondientes a la region del
verde, otro con las del rojo y otros con las del azul. A partir de las sefiales de esos tres

tipos de conos el cerebro es capaz de interpretar todos los colores.

El estimulo cromatico estd compuesto por tres sensaciones bien diferenciadas: tono,
luminosidad y saturacion, que definen cualquier color. El tono o matiz, es un atributo
cualitativo y nos permite clasificar los colores en rojizos, azulados, etc. Esta relacionado
con las diferencias de absorbancia de la energia radiante a diferentes longitudes de onda.
La luminosidad o brillo es la caracteristica que permite clasificar un color como claro u

oscuro y considerarlo dentro de la escala de grises, entre el negro y el blanco. Es una
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medida relativa entre la luz reflejada y absorbida. Finalmente, la pureza o saturacion

determina para cada matiz su grado de diferencia frente al gris del mismo brillo.

La luz o radiacion luminosa es la parte de las radiaciones electromagnéticas que
estimulan el sistema visual humano. Estas radiaciones que logran estimular a los
receptores de la vision poseen longitudes de onda comprendidas entre 380 y 770 nm. La
radiacién luminosa que llega a la retina es una mezcla de luces de distintas longitudes de
onda y de distinta intensidad y sera el resultado de la incidencia de una luz de unas
determinadas caracteristicas sobre un determinado objeto y de la interaccion de la
misma con las moléculas del objeto susceptibles de absorber algunas longitudes de

onda.

Cada fuente de luz tiene un espectro de emision (representacion de la cantidad de
luz emitida a cada longitud de onda) caracteristico y ninguna fuente de luz es
equienergética, es decir no existe ninguna fuente que emita la misma cantidad de luz en
todas y cada una de las longitudes de onda que constituyen el espectro visible. Con el
objetivo de estandarizar las coordenadas de color y facilitar el intercambio y
comparacion de datos entre laboratorios, la Comision Internacional de la lluminacion
(CIE) recomienda para colorimetria general, utilizar unos estandares en la fuente de
iluminacion y también en el observador. Como fuente de iluminacion propone
distribuciones espectrales relativas (iluminantes) para varios tipos de fuentes: A, D65,
C, D50, D55, D75.

En la Figura 1.13 se muestra el espectro de emisién caracteristico del iluminante
D65, recomendado por la CIE, relacionado con la radiacion que emite un cuerpo negro a
la temperatura de 6500 K. Su luz emitida es parecida a la luz de un dia con el cielo

totalmente cubierto.
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Figura 1.13. Distribucién espectral de energia radiante del iluminante estandar D65.

Por otra parte hay que definir el observador estandar. En 1931 Guiad (119) obtuvo
medidas de la sensibilidad de los conos rojos, verdes y azules, de esta forma se definid
el estandar CIE 1931, conocido como observador de 2° cuyas propiedades definen las
funciones de igualacion de color (series de valores triestimulo espectrales de cada
estimulo monocromatico en un determinado sistema de estimulos primarios). En 1964

se definio el observador de 10° que tiene un campo visual mas grande (Figura 1.14).

50 cm

|l
[<
1.7¢cm .: @

@ Angulo visual 2

8.8cm @

Angulo visual 10°

Figura 1.14.0Observadores estandar CIE 1931y 1964.

La colorimetria estudia la especificacion numérica del color de un estimulo visual
definido fisicamente de manera que: estimulos con la misma especificacion y bajo las
mismas condiciones de observacion aparecen iguales para un observador con visién
normal de los colores, estimulos que aparecen iguales poseen la misma especificacion y
los nimeros que comprende la especificacion son funciones continuas de los parametros

fisicos que definen la distribucion de energia radiante espectral del estimulo.
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Conociendo la cantidad de luz transmitida a cada longitud de onda y sabiendo la
sensibilidad de cada uno de los conos, se puede saber la respuesta de cada cono a cada
longitud de onda. La sefial que estos conos envian al cerebro es la suma de todos los
estimulos que recibe, de tal manera que si se suman las respuestas de cada cono a las
distintas longitudes de onda se obtiene la sefial que envia al cerebro cada cono. Asi el
color queda definido por tres componentes (uno por cono) denominados valores
triestimulo, en cuya determinacion se tienen en cuenta los tres factores normalizados

que hacen posible el color.

La CIE ha propuesto distintos sistemas de representacion del color buscando uno
que refleje la sensacion visual percibida por el observador. De todos los propuestos, el

espacio CIELAB es el mas empleado en la actualidad y es recomendado por la CIE.

El espacio CIELAB es un espacio esférico (Figura 1.15) donde L* representa la
luminosidad, a* y b* la cromaticidad, h,, es el tono, y C,* el croma o colorido. La
luminosidad (L*) va de 0-100, de mas oscuro a mas claro, el tono (hy,) es el &ngulo de la
circunferencia y esta comprendido entre 0° y 360°, y el croma (Cy* ) es la distancia

entre el eje de la luminosidad y el estimulo en cuestion.

Figura 1.15. Representacion del espacio CIELAB.
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En toda disolucién, mediante un espectrofotometro, se puede conocer, para cada
longitud de onda, la relacién entre la intensidad de luz saliente (1) y la intensidad de la
luz incidente (lp). Esta relacion se llama transmitancia (T). La representacion de esta
relacion frente a la longitud de onda se conoce como espectro de transmisién y es
caracteristico de cada sustancia e independiente del espectrofotémetro empleado en la
medida. La transmitancia se relaciona con la absorbancia (A) a través de la siguiente
relacion: T=10" y la absorbancia se relaciona con la concentracion a través de la ley de
Lambert-Beer: A= -C:l, siendo la absortividad molar, C la concentracion de la

disolucién y | el paso 6ptico de la cubeta de medida, expresado en cm.
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Es sabido, entre los conocedores de este cultivar, que la maduracién de sus uvas
sufre grandes diferencias dependiendo de las zonas de cultivo y de las condiciones

climatologicas del afio.

La existencia de variaciones tanto cualitativas como cuantitativas en los
compuestos fendlicos dependiendo de la zona de cultivo ha sido objeto de estudio en
diversos cultivares (8-11). Un namero considerable de investigadores ha orientado sus
trabajos al entendimiento de la naturaleza de estos compuestos en las uvas y a los
factores que influyen en su biosintesis. De este modo, se ha comprobado que la
composicién fendlica esta influida por muchos factores: suelo (12), temperatura (13-
17), afiada (18-20), intensidad luminosa (21-24), précticas viticolas (25-35), estado de

desarrollo y vigor de la planta (23, 36-38), entre otros.

Por lo general, se acepta que el nivel de antocianos totales depende mas de factores
climaticos y culturales que del propio cultivar (8, 11, 39, 40). A pesar de ello, se tiende
a considerar que todo cultivar conserva una serie de caracteristicas en sus patrones
fendlicos y que los cambios como respuesta al clima pueden ser especificos de cada
uno (39, 41).

Durante la maduracién de la uva, la concentracién de procianidinas de la semilla
tiene normalmente su maximo en el momento de envero y después va decreciendo hasta
mantenerse relativamente constante en el momento de vendimia (31, 42-47). No
obstante, estas variaciones no son uniformes y dependen de los afios, encontrando
incluso alguna tendencia al aumento desde mitad de maduracién hasta la vendimia (20,
39). Por otro lado y de manera general, los antocianos de los hollejos se van
acumulando a lo largo de la maduracion hasta llegar a un maximo, para luego
disminuir. Algunos autores indican que la proporciéon de los distintos antocianos
permanece practicamente invariable (12, 48). Sin embargo, otros sefialan que no parece
ser asi, sino que las concentraciones de delfinidina, cianidina y petunidina alcanzan un
maximo antes que las de peonidina y malvidina. Estas variaciones estan relacionadas
con las distintas enzimas implicadas en su sintesis como la metiltransferasa (49) (ver
apartado biosintesis de los compuetos fendlicos). Otras enzimas como la acetil y p-
cumaroil transferasa estan implicadas en el contenido relativo de antocianos acilados y

no acilados, criterio que puede servir para diferenciar cultivares (50).
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En cuanto a las modificaciones que sufren los flavonoles durante la maduracién,
no parece existir una tendencia clara. Unos autores observan un aumento de quercetina-
3-0O-glucdsido con la maduracion mientras que otros no aprecian ninguna variacion, en
cuanto a quercetina-3-O-glucurénido y otros flavonoles también existen controversias
(51, 52).

En este contexto, nos parece interesante abordar el estudio de los cambios de
composicién fendlica que tienen lugar a lo largo de la maduracion en el cultivar

Graciano.

1.3) MATERIAL Y METODOS
1.3.1  Localizacion geogréfica

Se seleccionaron dos parcelas de Vitis vinifera L. cv. Graciano de acuerdo con la
experiencia del responsable de viticultura de bodegas Roda S.A perteneciente a la
D.O.Ca. Rioja. Estas parcelas presentan una alta homogeneidad individual pero elevada
heterogeneidad entre si en cuanto a caracteristicas de maduracién se refiere. Las
diferencias son debidas principalmente a las caracteristicas agro-climaticas de la zona
donde se cultivan. En la Figura 1.1 se presenta un mapa con las tres subzonas en las que
esta dividida la D.O.Ca. Rioja y la localizacién de los dos vifiedos de estudio. El vifiedo
1 se sit(la en una zona mas oriental, muy cerca de la Rioja Baja, dentro de la subzona
popularmente conocida como "Rioja Media". Esta zona tiene una influencia climatica
méas mediterranea que la zona donde se encuentra el vifiedo 2, de localizacién mas
occidental, que tiene una influencia casi atlantica. Ademas, la zona del vifiedo 2, cerca
de Haro (aprox. 500 m de altitud), estd mas elevada que la zona del vifiedo 1 (Logrofio)
y es generalmente una zona mas fria donde las uvas de Graciano, en ciertos afios, no
alcanzan la maduracion deseada. Los suelos de los vifiedos también presentan
caracteristicas diferentes, el del vifiedo 2 es de textura franca y nada pedregoso sin

embargo el del vifiedo 1 es aluvial, de canto rodado, mas ligero y calcareo.
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1.3.2 Toma de muestras

Las muestras de uva fueron recogidas a lo largo del periodo de maduracion, desde
envero hasta sobre-maduracién. En el afio 2008 se recogieron muestras en 7 puntos a lo
largo de la maduracion para el vifiedo 1 y en 8 puntos para el vifiedo 2. En el afio 2009
fueron 6 los puntos de muestreo para el vifiedo 1y 7 para el vifiedo 2. Las diferencias en
el nimero de puntos de muestreo por afio y parcela son debidas principalmente a la
cinética de maduracién. Segun el afio y la parcela, la maduracién es mas réapida y
acontece antes o por el contrario puede ser mas lenta y tardia. EI muestreo se realiz6 de
forma aleatoria recogiendo bayas en diferentes filas. Las cepas de los extremos de las
filas fueron descartadas por tener un mayor vigor y no ser representativas de la parcela.
Se recogieron bayas de las diferentes partes del racimo (hombros, punta, parte interna y

parte més soleada).

Vifiedo 2

Vifiedo 1

Cogrona h -
]

Nii'lﬂ M

Banos de Hrlnrln;
Rioja Cenlcero

LIS

L Rioja Alta
I Rioja Baja
[0 Rioja Alavesa

Figura 1.1. Mapa de las tres subzonas diferenciadas dentro de la D.O.Ca. Riogja y

localizacion de los vifiedos de estudio.
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1.3.3  Extraccién compuestos fenoélicos de las semillas

Las semillas fueron separadas de la pulpa y de los hollejos manualmente, después
fueron congeladas y liofilizadas. Se trituraron para obtener un polvo homogéneo, a 2
gramos de ese polvo se adicionaron 20 mL de MeOH/ H,O (75:25). Para favorecer la
extraccion se utilizé un homogeneizador (Polytron®). Después se ponian 15 minutos en
el bafio de ultrasonidos, se centrifugaban durante 10 minutos a 10.000 r.p.m y
finalmente se recogi6 el sobrenadante. Este proceso se realizd tres veces para asegurar
una extraccion completa. El sobrenadante obtenido se concentré en el rotavapor y se
llevo a un volumen final de 10 mL con H,O ultrapura. Finalmente, la muestra se filtro
(0.45 m) y se analiz6 por HPLC-DAD-MS. Cada una de las muestras se extrajo por

triplicado.

1.3.4  Extraccién compuestos fenoélicos de los hollejos

Los hollejos fueron separados manualmente, esto se hacia cuando las bayas
comenzaban a descongelarse para conseguir unos hollejos con la menor cantidad de
pulpa posible. Se maceraban 10 g de hollejos en metanol acido (0.1% de HCI 12 M) a
una temperatura de -20°C, se recogian las diferentes fases metandlicas y se filtraban a
vacio para posteriormente incorporar un pequefio volumen de agua y evaporarlas en un
rotavapor. Para asegurar la maxima extraccién, este proceso se repitia entre 5-6 veces
hasta que no se extraia color de los hollejos. Finalmente el concentrado se redisolvia en
100 mL de agua ultra pura. El extracto acuoso se diluia 1:2 con HCI 0.1 M, se filtraba a
través de un filtro con tamafio de poro de 0.45 m y se inyectaba en el cromatografo.

Esta inyeccidn servia para determinar los flavonoles y los antocianos.

En el caso de la determinacion de flavanoles y &cidos fendlicos, previamente se
realizaba una extraccién en fase solida (SPE). Con este fin se cogia una alicuota del
extracto acuoso diluido y se realizaba dicha extraccién mediante cartuchos de
intercambio catiénico (Oasis® MCX). El cartucho era previamente acondicionado con 2
mL de metanol y 2 mL de agua ultrapura, después se cargaba con 2 mL del extracto
diluido. Para eliminar azlcares y otras sustancias polares se pasaban 4 mL de agua ultra
pura. Los flavanoles y 4acidos fendlicos eran eluidos con metanol. El eluato se

concentraba a vacio llevandolo hasta sequedad. Finalmente se redisolvia en 500 pL de
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agua Mili-Q. Se filtraba (0.45 pm) y se inyectaba en el cromatdgrafo. Las extracciones

en fase solida se realizaron por triplicado.

1.3.5 Analisis HPLC-DAD semillas

Los analisis se llevaron a cabo utilizando un cromatdgrafo Hewlett-Packard 1200
provisto de bomba cuaternaria y de un detector de diodos en circuito integrado y
acoplado a una estacion de tratamiento de datos HP Chem Station (Rev. B.04.01). Se
utilizé una columna de fase reversa Spherisorb  S3 ODS-2 C18, (4.6 x 150 mm, 3 um)
(Waters, Ireland) termostatizada a 25°C. La fase movil utilizada fue (A) 2.5% é&cido
acético, (B) acido acético (2.5%)/acetonitrilo (90:10, v:v) y (C) 100 % acetonitrilo. El
gradiente de elucion establecido fue de 0 a 100% de B en 5 min., de 0 a 15% de C en 25
min., de 15 a 50% de C en 5 min., finalmente isocratico en 50% de C durante 5 min. El
flujo de trabajo era de 0.5 mL/min y el volumen inyectado de 100 pL. Las longitudes de

onda establecidas como preferentes fueron 280 y 330 nm.

1.3.6  Andlisis HPLC-DAD hollejos

El equipo utilizado fue el mismo que en el andlisis de semillas (Hewlett-Packard
1200). Las condiciones cromatograficas para la determinacion de flavanoles y acidos

fendlicos de los hollejos fueron las mismas que las utilizadas para las semillas.

Para la determinacién de flavonoles y antocianos se utiliz6 una columna de fase
reversa Aqua C18 (4.6 x 150 mm, 5 ym) (Phenomenex, Inc.) termostatizada a 35 °C. La
fase movil utilizada es (A) 0.1% de &cido trifluoroacético, (B) 100% acetonitrilo de
calidad HPLC. El gradiente de elucién fue el siguiente: isocratico 10% de B durante 3
min., de 10 a 15% de B en 12 min., isocratico 15% de B durante 5 min., de 15 a 18% de
B en 5 min., de 18 a 30% de B en 20 min. y de 30 a 35 de B en 5 min. El flujo de
trabajo fue de 0.5 mL/min y el volumen inyectado de 100 yL. La longitudes de onda

establecidas como preferentes fueron 505, 520 y 360 nm.
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1.3.7  Andlisis de espectrometria de masas

El espectrémetro de masas utilizado fue un Finnigan LCQ (San José, CA) con una
fuente de ionizacion ESI y un detector de masas con trampa i6nica, controlados por el
software LCQ Xcalibur. El gas auxiliar y el envolvente era nitrégeno con flujos de 6 y
1.2 L/min, respectivamente. El voltaje de la fuente era de 4.5 kV y el voltaje del capilar
era de 28 V, la temperatura del capilar era de 270 °C. Los espectros fueron registrados
en modo positivo entre 150 y 2000 m/z. El detector de MS fue programado para realizar
una serie de 3 registros consecutivos: un registro completo, un MS? del i6n més
abundante en el primer registro y un MS® del i6n mas abundante del MS? usando una

energia de colisidn normalizada del 45%.

1.4) RESULTADOS Y DISCUSION
1.4.1  Condiciones climatoldgicas

La composicion fendlica de las uvas estd claramente influenciada por las
condiciones climaticas, para explicar las diferencias de contenido entre las muestras y su
evolucion durante la maduracion, es fundamental conocer la climatologia de la zona
donde han sido cultivadas. En la Figura 1.2 se muestra la temperatura media y la
pluviometria registradas en 2008 y 2009 en las regiones donde se localizan los dos
vifiedos estudiados. Los datos han sido proporcionados por Bodegas Roda S.A. (Haro,
La Rioja).
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Figura 1.2. Condiciones climatoldgicas de los dos vifiedos para cada afio de
estudio. (V1_08: vifiedo 1 en 2008; V1_09: vifiedo 1 en 2009; V2_08: vifiedo 2 en 2008
y V2_09: vifiedo 2 en 2009).

De forma general y atendiendo a las temperaturas, podemos decir que en el vifiedo
1 la temperatura es ligeramente mas elevada que en el vifiedo 2 a lo largo de todo el afio.
Observando el periodo que va desde brotacién hasta vendimia (abril-noviembre) se
puede apreciar que en el afio 2009 la temperatura media fue mas alta que en 2008 en
ambas parcelas. Pero sin duda, lo que mas llama la atencién es la pluviometria acaecida
desde final de abril hasta final de Junio en 2008. Se superaron incluso los 150 I/m? en el
mes de mayo lo que, como era de esperar, produjo un desborre y una brotacion mas

tardia de lo habitual que pudo afectar a la maduracion.

El afio 2008 se presentd como un afio atipico, de condiciones especiales, debido
fundamentalmente a las altas lluvias de primavera y al verano poco caluroso. En la zona
de Haro (vifiedo 2) ni siquiera se alcanzaron los 20°C de temperatura media en verano.
Estas diferencias en las condiciones climatoldgicas de ese afio también fueron
observadas por Meléndez et al., en estudios realizados sobre la misma zona (53). Sin
embargo el afio 2009 se puede considerar como un afio representativo de las Ultimas

décadas en la region.

Podriamos considerar las condiciones y el vifiedo 1 en 2009 como mas favorables
para alcanzar una madurez fendlica deseada y las condiciones y el vifiedo 2 en 2008

como mas desfavorables.
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La Figura 1.3 muestra el analisis de componentes principales realizado a partir de
los datos climaticos registrados en cada una de las zonas y para cada uno de los afios.
Los parametros considerados son humedad relativa media, pluviometria acumulada,
radiacién solar acumulada, temperatura media y velocidad del viento. La Figura 1.3
revela que sin duda se trata de dos zonas y dos afios de condiciones climaticas
diferentes. Ademas, en el gréfico se puede ver que la influencia de la afiada (PC 1) es
maés importante que la del vifiedo (PC 2), ya que la mayor variabilidad viene explicada
por el primer componente principal (55% frente al 28%). Asimismo las muestras de
2008 y de 2009 quedan claramente divididas por este PC 1. A su vez, el afio 2008 es
mas heterogéneo que el 2009 ya que las muestras estdn mas alejadas en el PC 1.
Siguiendo el mismo razonamiento en el PC 2, se observa que las variaciones dentro del

vifiedo 2 son mas grandes que en el vifiedo 1.

1.07 V109

0.5 V108

007 08

PC 2 (28%)

V209

T T T T T
-1.0 -05 0.0 0.5 1.0

PC 1 (55%)

Figura 1.3. Analisis de componentes principales de los datos climaticos. (V108:
vifiedo 1 en 2008; V109: vifiedo 1 en 2009; V208: vifiedo 2 en 2008 y V209: vifiedo
2 en 2009).

1.4.2  Composicion fendlica de la semilla durante la maduracion

En la Figura 1.4 se muestra el perfil fendlico caracteristico de un extracto de
semillas de Graciano registrado a 280 nm. Se identifican un total de 38 compuestos
fendlicos mediante HPLC-DAD-MS, de los cuales dos de ellos corresponden a &cidos

hidroxibenzoicos y el resto a procianidinas. En Tabla 1.1 se presentan los datos
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cromatograficos y de masas de compuestos identificados. Estos compuestos tienen su
maximo a una longitud de onda préxima a 280 nm con excepcion del &cido galico (Amax
272 nm) y del protocatéquico (Amax 260 y 294 nm). La identificacion se llevo a cabo
atendiendo a estas caracteristicas y por comparacion con patrones disponibles en el

laboratorio.

mAU |

2000

1500

Absorbancia 280 nm
C

1000

Figura 1.4. Cromatograma correspondiente a un extracto de semillas de Graciano.
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Tabla 1.1. Caracteristicas comatograficas y de masas de los compuestos fenélicos

identificados en semillas de Graciano.

Rt [M-H]* Fragmentos

Pico (min) (m/2) MS?2 Compuesto
1 7.41 171 Acido Galico
2 7.71 867 715, 697, 579, 291 Trimero (C2)
3 9.59 155 Ac. Protocatéquico
4 11.39 1155 Tetramero
5 12.35 579 427, 409, 291 Dimero (B1)
6 12.44 579 427, 409, 291 Dimero (B3)
7 12.91 867 715, 697, 579, 291 Trimero
8 13.52 867 715, 697, 579, 291 Trimero
9 14.03 291 165, 139, 123 (+)-Catequina
10 14.79 579 427, 409, 291 Dimero (B4)
11 14.99 579 427, 409, 291 Dimero (B6)
12 15.47 867 715, 697, 579, 291 Trimero
13 16.24 1443 723 Pentamero
14 16.42 579 427,409, 291 Dimero (B2)
15 16.84 1155 Tetrdmero
16 17.3 1731 867 Hexamero
17 18.36 1155 Tetrdmero
18 18.87 291 165, 139, 123 (-)-Epicatequina
19 20.16 731 579, 439, 409, 291 B2 3-O-galato
20 20.32 1307 Tetramero galoilado
21 20.77 867 715, 697, 579, 291 Trimero
22 21.93 867 715, 697, 579, 291 Trimero
23 22.69 731 427, 409, 579 B2 3"-O-galato
24 23.92 1155 867, 579, 291 Tetrdmero
25 24.04 1019 Trimero galoilado
26 25.77 1307 Tetramero galoilado
27 26.08 1883 Hexamero galoilado
28 27.12 1443 Pentdmero
29 28.22 1731 Hexamero
30 30.18 1595 Pentamero galoilado
31 31.02 1731 Hexamero
32 32.33 1171 Trimero digaloilado
33 33.47 443 291 Epicatequina 3-O-galato
34 35.84 883 745 Dimero digaloilado
35 36.18 1747 Tetrdmero digaloilado
36 37.05 1883 Hexamero galoilado
37 39.07 1019 Trimero galoilado
38 40.2 1307 Tetramero galoilado

Rt: tiempo de retencién; [M-H*] ion molecualr cargado positivamente, fragmentos obtenidos en MSZ.
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En la Figura 1.5 se representan las modificaciones a lo largo del periodo de
maduracion de la (+)-catequina y la (-)-epicatequina. En las semillas Graciano, al igual
que ocurre en otros cultivares, son los compuestos fendlicos mayoritarios (44, 47, 54-
57). De manera general se considera que el mondmero mayoritario en las semillas de
uva es la (+)-catequina (58, 59), sin embargo puede darse el caso, como sucede en
Graciano, que la (-)-epicatequina se encuentre en mayor concentracion que la (+)-
catequina (4, 5). Se puede ver que para el vifiedo 2 los valores de (-)-epicatequina son
durante todo el periodo de maduracion superiores a los de (+)-catequina mientras que en

el vifiedo 1 no se aprecian casi diferencias.

Por otro lado y atendiendo a la afiada se aprecia una clara influencia en el contenido
de los monémeros. De modo que en 2008, de condiciones climatologicas relativamente
frias (primavera muy lluviosa y verano poco caluroso), se obtienen valores mucho mas
altos que en 2009. A pesar de sufrir un descenso mas acusado en estos compuestos en el

afio 2008 no se llega a obtener valores tan bajos como en afios mas soleados.

Parece apuntarse que la relacién entre (+)-catequina y (-)-epicatequina podria estar
mas ligada al vifiedo mientras que su contenido total y evolucidn estaria mas unida a las

condiciones climatoldgicas del afio.

Los valores encontrados en el momento de vendimia estan comprendidos entre 1.2-
4.5 mg/g de semilla seca para catequina y entre 2.2-8.0 mg/g para epicatequina, segin
afio y zona de cultivo. Los valores minimos son cercanos a los encontrados por
Monagas y colaboradores para este mismo cultivar (1.3 y 3.2 mg/g de semilla seca

respectivamente) en el momento de madurez tecnolégica (5).
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Figura 1.5. Modificacidn de la concentracién de catequina y epicatequina a lo

largo de la maduracién en semillas de Graciano.

En el afio 2009 los oligdmeros no galoilados (Figura 1.6) se comportan de manera
muy similar en ambos vifiedos, los valores son parecidos a los obtenidos para el vifiedo
1 en 2008. A diferencia de los estudios realizados por otros investigadores en este
cultivar (5, 6), se encuentra una mayor concentracion de trimeros que de dimeros, salvo

en el caso del vifiedo 1 en 2008.

La tendencia de estos compuestos a disminuir a lo largo de la maduracion, es
menor que en el caso de los mondémeros y en ocasiones no se encuentran casi
diferencias entre el momento de envero y de vendimia. Para el vifiedo 2 en 2008 se
observan las mayores diferencias entre inicio y final de madurez, como ocurria con los

monémeros.

En el afio 2008 (climaticamente desfavorable) el vifiedo 2 sufre mas variacion que

el vifiedo 1 que se muestra mas regular.
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Figura 1.6. Modificacidn de los oligémeros no galoilados a lo largo de la

maduracién en semillas de Graciano.

En todos los casos, los tetrAmeros tienen menores concentraciones que el resto de
oligbmeros, entre 6-9% del total de compuestos fendlicos, valores similares a los

encontrados por Nufiez y colaboradores (6).

En la Figura 1.7 se muestra las variaciones de los compuestos galoilados a lo largo
de la maduracidn. Se puede ver una tendencia a la disminucion, mas acusada en el afio
2008. Al inicio de maduracién, los compuestos galoilados totales en 2008 presentan
valores muy superiores a 2009, sin embargo al final de la maduracién son muy similares

en todos los casos.
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Figura 1.7. Modificacién de los compuestos galoilados a lo largo de la

maduracion.

El porcentaje de compuestos galoilados en el momento de vendimia esta entre 31-
36% en 2009 y entre 21-26% en 2008, estos Ultimos datos son similares a los obtenidos
recientemente por Chira et al. en Cabernet sauvignon y Merlot (60) y proximos a los
encontrados por Nufiez et al. (15-20%) para este cultivar (6). Cabe destacar el alto

contenido de epicatequina galato obtenido en las primeras fechas para el vifiedo 2 en
2008.

En afios de condiciones climatoldgicas "normales” la maduracion de la semilla no
presenta grandes diferencias entre los vifiedos de estudio pero cuando el afio es mas
anémalo (ver condiciones climatologicas 2008) aumentan las diferencias entre los

vifiedos, siendo el vifiedo 2 en el que se observa mas irregularidad en la composicién
fendlica de la semilla.
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1.4.3  Composicion fenodlica del hollejo durante la maduracion
ANTOCIANOS

En la Figura 1.8 se puede ver un perfil caracteristico de los antocianos encontrados
en hollejos de Graciano. Las uvas de Graciano al igual que las de Garnacha, Mencia y
Merlot contienen altas concentraciones de peonidina-3-glucésido, superiores al 12% en
el momento de vendimia (61). La relacién peonidina-3-glucésido/malvidina-3-glucésido

puede servir como marcador para caracterizar el cultivar (7).

mAU

1200 -

1000 -

600

200 1

Figura 1.8. Antocianos identificados en hollejos de Graciano.

En la Figura 1.9 se puede observar la evolucion de los antocianos totales,
glucosilados y acilados (acetilados y cumaroilados) a lo largo de la maduracion.
Atendiendo a los antocianos totales, parece claro que hay un efecto de la afiada en la
concentracion de antocianos, como ya observaron otros autores (11, 28, 39, 62)

apreciando una mayor concentracion en 2009 que en 2008.

En la Tabla 1.2 se presentan las masas y sus fragmentos y algunas caracteristicas
cromatograficas de los compuestos antocianicos identificados en los extractos de

hollejos.
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Tabla 1.2. Caracteristicas espectrales de los antocianos identificados en hollejos

de Graciano.
Rt Amax [M-HT* Fragmentos
Pico Compuesto
(min) (nm) (m/z) MS?
1 17.2 277,342,524 465 303 Delfinidina-3-glucésido
2 20.4 279, 516 449 287 Cianidina-3-glucésido
3 22.3 277, 347,525 479 317 Petunidina-3-glucésido
4 26.8 280, 517 463 301 Peonidina-3-glucésido
5 28.8 277, 348, 527 493 331 Malvidina-3-glucésido
6 32.7 276, 346, 527 507 303 Acetato de Delfinidina
7 36.7 270, 529 521 317 Acetato de Petunidina
8 39.7 280, 522 505 301 Acetato de Peonidina
9 33.0 278, 350, 530 535 331 Acetato de Malvidina
10 33.2 282, 313, 531 611 303 Cumarato de Delfinidina-trans
11 40.4 282,328,534 655 331 Cafeoato de Malvidina-trans
12 42.6 284, 314, 524 595 287 Cumarato de Cianidina-trans
13 474 282, 313, 532 625 317 Cumarato de Petunidina-trans
14 44.3 280, 301, 535 639 331 Cumarato de Malvidina-cis
15 46.3 283, 313, 526 609 301 Cumarato de Peonidina-trans
16 46.7 282, 313, 532 639 331 Cumarato de Malvidina-trans

Rt: tiempo de retencién, ion molecular [M-H*] y fragmentos obtenidos en MS?
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En 2008, en la primera fecha de muestreo, la sintesis de antocianos todavia no
habia casi comenzado (aprox. 50% de envero) mientras que a esas fechas en 2009 ya
existia un 100% envero en ambos vifiedos. Parece l6gico indicar, por tanto, que afios
mas soleados pueden inducir a una acumulacién de antocianos méas adelantada. El
vifiedo y afio que inicialmente mostraba mayor concentracion de antocianos (vifiedo 1
de 2009) también mantiene, a lo largo de la maduracion, mayor contenido que el resto.
Parece apuntarse que, en Graciano, una temprana sintesis de antocianos favorece un
mayor contenido final de los mismos. Este hecho se ve posiblemente incrementado por

tratarse de un cultivar de ciclo largo.

En el momento de vendimia, la diferencia en el contenido de antocianos observada
entre los vifiedos, es mayor en 2008 que en 2009. Por otra parte, el vifiedo 1 presenta
diferencias entre afios de aproximadamente un 30% vy el vifiedo 2 de hasta un 90%, lo
que indica mayor variabilidad en este Gltimo. No obstante, sefialar que las variaciones

en el contenido de antocianos son habituales cuando se estudian afios diferentes (8, 39).

El contenido de antocianos, en el momento de cosecha, se encuentra entre 750
mg/kg y 2100 mg/kg de uva. Este Ultimo dato es proximo al valor medio encontrado
para este cultivar en el momento de cosecha, por Gonzélez-Manzano (1900 mg/kg) pero
inferior a los obtenidos por Nufiez et al. (2200-4300 mg/kg) (4, 7). Variacién que puede

ser debida a la zona de cultivo.
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Figura 1.9. Evolucion de la composicién antocianica de los hollejos a lo largo de la

maduracién en los afios 2008 y 20009.

Generalmente, el contenido total de antocianos alcanza un maximo a lo largo de la
maduracion para luego disminuir. Esto ocurre en la mayoria de los casos estudiados,
salvo en el vifiedo 2 en 2008 en el que existe tendencia a aumentar. Las uvas del vifiedo
1 presentan concentraciones de antocianos totales en ambos afios superiores a las del
vifiedo 2 y ademas su tasa de acumulacién es mayor. Por otra parte, si se compara el
descenso en el contenido en antocianos que se produce en los dos Ultimos puntos de
muestreo en los afios 2008 y 2009, parece apuntarse que cuando se alcanza un contenido

mas alto de antocianos la caida en sobremadurez es mas acusada.

En resumen, podemos decir que tanto en condiciones favorables como

desfavorables el vifiedo 1 tiene una mayor capacidad de sintetizar antocianos que el

vifiedo 2.

En cuanto a los compuestos acilados, parece que en 2009, de temperaturas mas

elevadas, se favorece la sintesis de cumaroilados y acetilados, lo que estaria en
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consonancia con los resultados obtenidos por Downey y colaboradores (13). Asimismo,
Spayd et al., observaron que las temperaturas mas frias disminuian la concentracion de
los mismos (15) y Nufiez et al. (7) indicaban que si bien la relacion entre los
cumaroilados y los acetilados puede servir para distinguir entre cultivares, esta relacién

esta claramente influenciada por las condiciones climaticas.

A la vista de estos resultados hay que considerar que el efecto del terrufio,
combinacion de suelo y clima, modifica la tasa de acumulacién de los antocianos e

implica que su concentracion final pueda variar acusadamente en este cultivar.

PROANTOCIANIDINAS

En cuanto al contenido en flavanoles, una diferencia fundamental entre las semillas
y los hollejos de uva es la presencia en estos Gltimos de galocatequinas y prodelfinidinas
derivadas, las cuales estan ausentes en la semilla. La acumulacion de proantocianidinas
en los hollejos parece ser independiente a la de las semillas pero en ambos tejidos su
sintesis es temprana. Algunos autores sefialan que alcanzan su nivel maximo cerca del
envero para después disminuir (43). Esta tendencia, como hemos apuntado

anteriormente parece clara en semillas pero no es tan evidente en hollejos (63).
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Figura 1.10. Perfil cromatogréfico de los extractos de hollejo registrado a 280 nm.
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En la Figura 1.10 se muestra un perfil cromatografico de extracto de hollejo

registrado a 280 nm. En la Tabla 1.3 se recoge la identificacion de los picos numerados

en la figura asi como las caracteristicas cromatograficas y de masas de los mismos. En

total

proantocianidinas.

han

identificado 13

compuestos,

la mayoria correspondientes a

Tabla 1.3. Identificacion de acidos hidroxibenzéicos y proantocianidinas del hollejo.

Rt [M-HT* Fragmentos
Pico Compuesto
(min) (m/z) MS?
1 8.3 171 Acido Galico
2 10.2 595 303, 288 Prodelfinidina Dimera
3 11.0 307 151, 139 Galocatequina
4 11.6 579 427, 409, 291 Dimero
5 135 579 427, 409, 291 Dimero
6 13.7 579 427, 409, 291 Dimero
7 14.0 185 Galato de metilo
8 15.0 867 715, 697, 579, 291 Trimero
9 15.7 291 165, 139, 123 (+)-Catequina
10 16.5 867 715, 697, 579, 291 Trimero
11 21.3 867 715, 697, 579, 291 Trimero
12 224 291 165, 139, 123 Epicatequina
13 27.3 579 427, 409, 291 Dimero

Rt: tiempo de retencion, ion molecular [M-H*] y fragmentos obtenidos en MS?
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En la Figura 1.11 se recoge la evolucién del contenido de procianidinas y
prodelfinidinas a lo largo de la maduracién. Se puede ver una mayor influencia de las
condiciones del afio que de la zona de cultivo, tanto en prodelfinidinas como en
procianidinas. En 2008 las procianidinas obtienen valores mucho mas elevados y con
una tendencia diferente a los de 2009. Su contenido aumenta a lo largo de la maduracién
y al llegar a la madurez tecnoldgica disminuye. Sin embargo, en 2009 el contenido
experimenta un ligero aumento al final de la maduracién. La tendencia observada en
2008 ocurre en los dos vifiedos; pero en el vifiedo 2, zona conocida como de
maduracion mas tardia, sucede algo después. Parece apuntarse que los afios en los que
se obtiene un alto contenido en antocianos, la concentracion de procianidinas del hollejo

es baja y viceversa.
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Figura 1.11. Contenido de procianidinas y prodelfinidinas del hollejo. V1_08: vifiedol
2008; V1_09: vifiedo 1 2009; V2_08: vifiedo 2 2008; V2_09 vifiedo 2 2009.

En el caso de las prodelfinidinas, existe un alto contenido en las muestras de 2009 y
ademas sufren un mayor aumento con la maduracién. Hay que recordar que en 2009 se
registraron temperaturas mas elevadas y una mayor acumulacion de horas de luz (ver
Figura 1.2). Estos resultados estarian en consonancia con otros estudios en los que se
puso de manifiesto que las bayas con mayor luminosidad presentaban un contenido mas
alto de prodelfinidinas (13, 64, 65).

Un alto contenido en prodelfinidinas podria, por tanto estar asociado a buenas

cosechas en cuanto a madurez fendlica se refiere.
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Figura 1.15. Evolucion de los acidos hidroxicindmicos (arriba) e hidroxibenzoicos

(abajo) durante la maduracion.

-79-



Bloque |

1.4.4  Estudio de correlacion de los compuestos fenoélicos de los hollejos

En la Figura 1.16 se muestran las matrices de correlacion de Pearson entre los
compuestos individualizados y agrupados por familias. La nomenclatura utilizada es la
siguiente: (1) procianidinas mondmeras; (2) procianidinas dimeras; (3) prodelfinidinas;
(4) é&cidos hidroxibenzoicos; (5) acidos hidroxicinamicos; (6) monoglucésido de
delfinidina; (7) monoglucésido de cianidina; (8) monoglucésido de petunidina; (9)
monoglucoésido de peonidina; (10) monoglucésido de malvidina; (11) acetato de
malvidina; (12) cafeoato de malvidina; (13) cumarato de cianidina-trans; (14) cumarato
de petunidina-trans; (15) cumarato de malvidina-cis; (16) cumarato de peonidina; (17)
cumarato de malvidina-trans; (18) antocianos glucosilados; (19) antocianos acetilados;
(20) antocianos cumaroilados; (21) antocianos totales; (22) derivados de miricetina; (23)
derivados de quercetina; (24) derivados de kaemferol; (25) derivados de isorhamnetina;

(26) flavonoles totales.

Se observan diferentes estructuras en las matrices de correlacion entre los
compuestos del hollejo a lo largo de la maduracién. En todos los casos las correlaciones
significativas (p < 0.05) son siempre positivas. En el afio 2008 las matrices son mas
parecidas entre si que en el afio 2009. La matriz mas diferente es la correspondiente al

vifiedol en 2009 donde el nimero de correlaciones es menor.

A pesar de las diferencias entre las matrices de correlacion se puede decir que todos
los compuestos fenolicos del hollejo van en el mismo sentido puesto que no se aprecian

correlaciones significativas negativas.
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Figura 1.16. Mapas de correlacion (Pearson) entre los compuestos fendlicos del

hollejo.

1.45  Estudio de correlacidon de compuestos fenolicos de las semillas

En la Figura 1.17 se muestran las correlaciones obtenidas entre la compaosicién
fendlica de las semillas. Los compuestos que se han correlacionado son los siguientes:
(1) procianidinas monémeras; (2) procianidinas dimeras; (3) procianidinas trimeras; (4)
procianidinas tetrameras; (5) procianidinas dimeras galoiladas; (6) procianidinas
trimeras galoiladas; (7) total de procianidinas galoiladas; (8) procianidinas totales; (9)
dimero B1; (10) dimero B3; (11) trimero EEC; (12) catequina; (13) dimero B4; (14)
dimero B2; (15) epicatequina; (16) B2 3-O-galato; (17) epicatequina 3-O-galato.

Al igual que en el caso anterior, se obtienen matrices de correlacion diferentes,
siendo también mas parecidas las de 2008 que las de 2009. La matriz que corresponde al
vifiedol 2008 es la que presenta mas cantidad correlaciones significativas (p < 0.05). En
esta matriz también se aprecia el mayor nimero de correlaciones significativas

negativas, las cuales estan siempre asociadas al dimero B2. También esta asociado a
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este compuesto el resto de casos en los que aparece correlacion negativa. El vifiedol de

2009 al igual que ocurria en los hollejos, tiene menor nimero de correlaciones
significativas.
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Figura 1.17. Mapas de correlacion (Pearson) entre los compuestos fendlicos de la
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semilla.
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1.4.6  Andlisis de componentes principales de la composicion fendlica del

hollejo y de la semilla

Las Figuras 1.18 y 1.19 corresponden con el andlisis de componentes principales
de los compuestos fendlicos del hollejo y de la semilla respectivamente. La
nomenclatura utilizada es la siguiente: la letra V hace referencia al vifiedo 1 y la Z al
vifiedo 2. El nimero de la derecha hace referencia al punto de muestreo de mas verde a
mas maduro (1-8). EI nimero 2 que aparece a la izquierda de algunas letras indica que

se trata del afio 2009 la ausencia de éste nimero 2 indica que se trata del afio 2008.

V6

V7
Vs 5

\Z

V3

PC 2: 16.91%
N
M
N
~

Z6

2t

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6
PC 1: 58.44%
Figura 1.18. Analisis de componentes principales de los compuestos fendlicos del

hollejo durante la maduracién en los vifiedos de estudio.

En el gréafico de la Figura 1.18 arriba se pueden apreciar dos grupos bien definidos
que corresponden a los dos afios de estudio. Las muestras correspondientes a 2008 se
sitlan en la parte superior derecha del grafico y las de 2009 en la parte inferior izquierda
Dentro de estas agrupaciones y a lo largo del PC 1 se puede apreciar la evolucion
temporal de las muestras hacia la madurez (de derecha a izquierda). Los vifiedos siguen

pautas diferentes de maduracidn. Asi, se observa para los dos vifiedos que en el afio
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2008 existe una mayor variacién temporal que en 2009. Esto se pone de manifiesto en
una mayor distancia entre muestras situadas en los extremos (V1y V6 en 2008 y 271y
2V6 en 2009) en el afio 2008 que en el afio 2009. Tanto para 2008 como para 2009
parece que el vifiedo 1 (letra V) presenta una mayor variacion en los compuestos del
hollejo a lo largo de la maduraciéon que el vifiedo 2 (letra Z), ya que las muestras

aparecen mas dispersas.

En la Figura 1.19, correspondiente a la composicién fendlica de las semillas, se
diferencian dos agrupaciones. Una referente al vifiedo 2 en 2008 (arriba) y otra
correspondiente al resto de casos. Si atendemos a PC 1 podemos ver que las variaciones
en 2008 (letras Z y V) son mayores que en 2009 (letras 2Z y 2V). Asimismo, dentro de

cada afo, la variacion del vifiedo 2 (letra Z) es mayor que la del vifiedo 1 (letra V).
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Figura 1.19. Analisis de componentes principales de los compuestos fenolicos de

la semilla durante la maduracion en los vifiedos de estudio.
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Parece apuntarse que dentro de un mismo afio cuando la madurez fendlica en la

semilla se alarga, en el hollejo parece mas corta y viceversa (se aprecia mejor en el afio
2008).

La Figura 1.20 muestra los loadings del analisis de componentes principales
realizado con los datos de composicion fendlica (FlavaH: flavanoles del hollejo;
Ac.F.H: Acidos fendlicos del hollejo; FlavoH: flavonoles del hollejo; Ant: antocianos;
Flavas: flavanoles de la semilla), los datos tecnoldgicos de bodega (A.T: acidez total, d:
densidad y pH) y los parametros climaticos durante el periodo vegetativo (T%
temperatura media, P: pluviometria, Rg: radiacion solar acumulada).

Los resultados muestran una evidente oposicion del pH frente a la acidez total y de
la pluviometria frente a la radiacion solar y la temperatura.
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Figura 1.20. Loadings del PCA realizado a partir de datos de fendlicos, datos

tecnoldgicos y parametros climaticos.

Asimismo, se enfrentan el contenido en compuestos fenélicos del hollejo con los de

la semilla, siendo el enfrentamiento méas directo en los loadings de los flavanoles y de
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los acidos fendlicos. A la vista de los resultados expuestos, se pone por tanto de
manifiesto la diferencia entre la maduracion fendlica del hollejo y de la semilla. Esto
sugiere la necesidad de realizar una evaluacion independiente de la maduracion del
hollejo y de la semilla para determinar el momento éptimo de madurez fendlica de la

uva.

1.5) CONCLUSIONES

En condiciones climatoldgicas como las acontecidas en 2008 (primaveras lluviosas
y veranos poco calurosos), se sintetiza menos cantidad de compuestos fenolicos en el
hollejo y el contenido final de los compuestos fendlicos, en los extractos de semillas, es
mayor. Sin embargo, en las condiciones climatolégicas de 2009 la acumulacion de
antocianos en el cultivar Graciano se favorece y el contenido de procianidinas en los
extractos de semillas es menor. Estas Ultimas condiciones podrian estar asociadas a

priori a una buena "madurez fendlica’.

Un alto contenido en prodelfinidinas podria estar asociado a una buena madurez
fendlica ya que las uvas presentan un mayor contenido de estos compuestos cuando el
afio es de condiciones climaticas favorables (mayor temperatura y acumulacién de horas

de luz).

El contenido en flavonoles en Graciano estd mas influido por las condiciones

climatolégicas del afio que por su zona de cultivo.

En las regiones estudiadas, los afios en los que las condiciones climatoldgicas son
las habituales, se produce una menor variacion en los compuestos fenélicos de las
semillas que de los compuestos fendlicos del hollejo, a lo largo de la maduracion. Sin
embargo, en los afios de condiciones mas irregulares, las variaciones en las semillas

pueden ser incluso mayores que en los hollejos.

Este estudio muestra las diferencias de maduracién fendlica que existen entre las
semillas y los hollejos. Esto sugiere la necesidad de realizar una evaluacion
independiente de la maduracion del hollejo y de la semilla para determinar el momento

6ptimo de madurez fendlica de la uva.
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Influencia_de la composicién fendlica de las uvas de Graciano en el color vy la

composicién del vino.

2.1) OBJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo es conocer la influencia de la compaosicién
fendlica de las uvas de Graciano en el color y composicion del vino. El estudio se ha
realizado en dos afios consecutivos y se han elaborado cinco vinos con diferente
madurez fendlica, utilizando las mismas técnicas de vinificacién. La evolucion de los

vinos ha sido evaluada desde el final de fermentacion alcohélica hasta el embotellado.

2.2) JUSTIFICACION

Los compuestos fendlicos extraidos de los hollejos y las semillas tienen una
influencia trascendental en la calidad final del vino, debido a la alta implicacién en
aspectos fundamentales de calidad, como el color, la astringencia, el amargor y la

capacidad para envejecer.

Como hemos visto en el capitulo anterior y habia sido puesto de manifiesto en
bibliografia, la composicién fendlica del vino, estd determinada por el grado de
maduracion de la uva (67-74). Se ha comprobado que uvas con un grado de madurez
insuficiente tienen una menor extractabilidad de los antocianos y de las
proantocianidinas de los hollejos y una extractabilidad més alta de las proantocianidinas
de las semillas (75, 76). Asimismo, la heterogeneidad de la vendimia influye en la
composicion final del vino (77). Vendimias heterogéneas producen vinos mas
astringentes, amargos y de poco color, en definitiva de peor calidad. Igualmente ocurre

con una vendimia de grado de madurez insuficiente.

Como consecuencia, en las bodegas existe una alta preocupacion por conseguir una
“maduracidn fendlica” adecuada. Este hecho, estd ademas asociado en la actualidad a las
demandas de los consumidores que, en los Gltimos tiempos, buscan vinos con mas color,

mas cuerpo, tanicidad suave y aromas afrutados. Conocer el potencial fendlico de la uva
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es fundamental para decidir como modificar las condiciones durante la fermentacion
(duracion, frecuencia e intensidad de los remontados, temperatura), con el fin de obtener

las mejores cualidades en funcién del tipo de vino a elaborar.

2.3) MATERIAL Y METODOS
2.3.1 Muestras

Se han evaluado un total de cinco vinos (V9, Z9, V8, Z8, 2Z8) elaborados a partir
de las uvas estudiadas en el capitulo anterior. Los vinos corresponden a dos afios (2008
y 2009) y a dos parcelas (V = vifiedo 1y Z = vifiedo 2) y en uno de los casos (parcela Z,
afio 2008) a dos fechas de vendimia diferentes (Z8 y 2Z8). Durante su elaboracion y
crianza se realizaron cinco puntos de muestreo. Los puntos corresponden al final de la
fermentacién alcoholica (FA), descube (D), fin de fermentacion malolactica (FML), seis

meses en barrica (BAR) y un mes después del embotellado (EMB).

2.3.2  Anadlisis colorimétrico

Los espectros de absorcion fueron obtenidos con un espectofotémetro Hewlett-
Packard UV-visible HP 8452 (Palo Alto, CA, USA), usando una cubeta de cuarzo de 1
mm de paso 6ptico. Para los calculos colorimétricos se considerd el espectro visible
(380-770 nm) registrando a intervalos de = 1 nm. Siguiendo la directrices de la CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage) se utilizé el iluminante Dgs y el observador
estandar de 10°. Los parametros CIELAB (L*, a*, b*, C*,, hy) y CIELuv (s*y,) fueron
determinados usando el software original CromaLab (78) y referidos a una cubeta de 1
mm. La saturacién, (s*,, = C*,,/L*) fue incluida en los analisis colorimétricos porque es
considerada como el parametro que mejor se correlaciona con la saturacion visual

percibida no pudiendo definir una correlacion similar el espacio CIELAB (79).
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2.3.3 Medida de la copigmentacién

La magnitud del efecto de la copigmentacion se estimd mediante la diferencia de
absorbancias a 520 nm entre la muestra de vino (pH 3.6) a la que se ha afiadid
acetaldehido al 10% en proporcion 1:100 (Auer) Y una muestra de vino diluido 1:20
(solucién tamp6n) y multiplicada por el factor de dilucién, segin la ecuacién de Boulton
(80).

Porcentaje de copigmentacion = [(Acer- AZ)/ Asce] X 100

2.3.4  Elaboracién de los vinos

Los vinos fueron elaborados expresamente para este proyecto por Bodegas RODA
S.A. (Haro, La Rioja). Se planificé un disefio experimental con la intencién de obtener
la mayor homogeneidad posible durante la elaboracién y crianza en barrica. Los vinos
fueron elaborados por duplicado en depoésitos de acero inoxidable de 1200 litros de

capacidad.

Las uvas eran evaluadas durante la maduracién mediante los andlisis rutinarios de
la bodega (peso de la baya, acidez total, pH, intensidad colorante, etc.). Una vez
determinada la fecha de cosecha se vendimiaba de forma manual, en cajas de 18 Kg que
se transportaban rapidamente a la bodega. Se realizaba una seleccion y despalillado y

finalmente eran encubadas y ligeramente sulfitadas.

Se realizaron maceraciones pre-fermentativas de 4 dias de duracion a 14°C.
Durante la fermentacién (aproximadamente 7 dias) los depdsitos eran remontados con
aireacién mientras que durante la maceracién post-fermentativa (7 dias) los remontados
se hicieron sin aireacion. Después de este tiempo, los vinos fueron descubados a
barricas nuevas de roble francés de 225 L, de tostado medio. El periodo de crianza en
barrica fue de 12 meses y se realizé en una sala de barricas termostatizada. Se realizaron
trasiegos periddicos cada 4 meses, manteniendo el nivel de sulfuroso libre en 30 mg/L.

Finalmente el vino fue embotellado.
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2.4) RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1  Parametros enol6gicos

En la tabla siguiente se muestran los datos medios determinados en bodega del
mosto recién encubado. Como se puede apreciar, los mostos de partida presentan
diferencias en sus parametros enoldgicos. Cabe destacar la baja densidad de los mostos
procedentes de la parcela Z en el afio 2008 y el mayor grado alcohdlico que siempre
alcanzan los vinos de la parcela V frente a la Z. Estos datos estan en concordancia con
los resultados obtenidos en el Capitulo 1 donde se mostraba que las condiciones
climaticas de esta segunda parcela eran mas desfavorables. También se pone de

manifiesto el bajo pH de las muestras (3.1-3.5), caracteristico de las uvas de Graciano.

Tabla 2.1. Datos registrados en bodega del mosto recién encubado.

Muestras Z8 278 V8 V9 Z9
Densidad 1080.0 1081.0 1096.5 1104.5 1100.0
Ac. Total (g/L tartarico) 4.3 3.6 4.3 4.3 4.2
pH 3.2 3.5 3.2 3.1 3.3
°Baumé 10.7 10.8 125 13.7 13.2
SO, libre (mg/L) 31.0 13.0 255 27.0 255
Temperatura °C 20 20 18 20 14
FAN (mg/L) 193.9 184.8 149.8 129.0 140.0
Ac.Malico (g/L) 2.25 217 1.44 0.76 1.21
Ac.Tartarico (g/L) 6.06 5.55 4,58 11.27 4.75

2.4.2  Influencia de la composicidn fendlica de las uvas en el vino
ANTOCIANOS

En la Figura 2.1 se puede observar la evolucidon de los antocianos, tanto de las uvas
como de los vinos. En el gréfico de la izquierda (Figura 2.1) estdn marcadas las fechas
de vendimia (V9, 29, V8, Z8, 2Z8) para cada parcela y cada afio. Se puede apreciar que
el contenido de antocianos en el momento de cosecha es diferente en cada caso.

Logicamente, dicha variabilidad es consecuencia de las diferentes condiciones
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edafoclimaticas de las muestras (afios 2008 y 2009; parcelas V' y Z) y en el caso de Z8
frente a 278, del diferente momento de vendimia seleccionado para el estudio.

Antocianos vinos

Antocianos uvas
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Figura 2.1. Evolucion de los antocianos en uvas y vinos.

De forma general, observamos que, en el momento de cosecha, las muestras que
presentan un menor contenido de antocianos en las uvas (2Z8 y Z8) también tienen una
menor cantidad en los vinos recién fermentados (FA). La parcela Z del afio 2008, en sus
dos fechas de vendimia, presenta los menores contenidos de antocianos en uvas. Sin
embargo, la parcela Z en 2009 es la que contiene la mayor cantidad de estos compuestos
en el momento de cosecha, aunque esto no tiene equivalencia en el vino (vinos
procedentes de V8 y V9 presentan mayor contenido). Al comparar el contenido de
antocianos de las uvas y del vino (en vendimia y FA, respectivamente) se obtuvo que las

muestras V9 y Z8 eran las que mejor habian cedido estos compuestos, seguidas de V8.

Se ha postulado que la madurez celular de la uva depende principalmente de la
fecha de vendimia (81, 82) y que la extraccion de antocianos aumenta con el tiempo de
maduracién de la uva como consecuencia de la degradacion de la pared celular por
enzimas pectoliticas (83, 84). En este estudio, al finalizar la fermentacion alcohdlica
(FA) todos los vinos, a excepcion de 2Z8, parece que habian extraido el maximo de
antocianos posible ya que en el descube presentan igual o menor contenido de los
mismos. Sin embargo, en 2Z8 sigue aumentando el contenido en antocianos hasta el
descube (D), lo que podria estar ligado a su tardia fecha de cosecha (5 de noviembre) y

por tanto a una mayor degradacién de estructuras celulares que favoreceria la liberacion
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de antocianos. Por otro lado, tampoco se aprecia una relacion clara entre la facilidad de
extraccion y la cantidad de azucar acumulada en la uva, lo que estaria en consonancia

con los resultados obtenidos por otros autores (82, 85).

En cuanto a la evolucién del vino, observamos que en todas las muestras hay
tendencia a disminuir el contenido de antocianos a lo largo de la vinificacién, situdndose
a niveles similares en el punto de embotellado (EMB). Esta disminucion es méas acusada
en los vinos que tenian un mayor contenido inicial. Han sido, por tanto, més inestables

en este periodo de tiempo.

En la Figura 2.2 se puede observar un descenso muy acusado de los antocianos
monoglucosidos no acilados. Las muestras V9 y V8 son las que experimentan un
descenso mas acusado. El vino V9 pasa de casi 900 mg/L a cerca de 200 mg/L y el vino
V8 de aporximadamente 800 mg/L a 200 mg/L. En las muestras correspondientes al
vifiedo V, se extraen buena cantidad de antocianos, pero resultan inestables con el

tiempo.

En cuanto al contenido en antocianos acetilados y cumaroilados también desciende
a lo largo del muestreo, si bien, de forma menos acusada. De forma general, parece
apuntarse que los antocianos no acilados son menos estables que los cumaroilados y
estos a su vez, menos que los acetilados. Asimismo, al establecer la relacion entre el
contenido de estos compuestos en uvas (comparar con figura 1.9) y el contenido en
vino, parecia apuntarse una mejor extractabilidad de los compuestos acetilados frente a

los cumaroilados.

Monoglucésidos Cumaroilados Acetilados
1000 150: 150:

§~~~~~_§\

mg/L vino

Figura 2.2. Evolucion de los antocianos monoglucésidos, cumaroilados y acetilados en

el vino.
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FLAVONOLES

La diferencia en el contenido en flavonoles de las muestras en el momento de
cosecha es menor que en el caso de los antocianos (Figura 2.3). Como hemos visto en
el capitulo anterior, la maxima variacién de estos compuestos viene dada por la
influencia de la afiada que va a repercutir considerablemente en el contenido final de los

vinos.

Un alto contenido de flavonoles en las uvas no siempre conduce a contenidos
elevados en el vino. Por ejemplo, en el caso de V8 a pesar del bajo contenido en las
uvas, el vino presenta un alto contenido relativo, por lo que proporcionalmente se ha
extraido mas cantidad que en el resto de los casos. Por un lado y de forma general,
parece que la extractabilidad relativa de antocianos y flavonoles es similar, pero en
ocasiones, como en el caso de V8, la extraccién de flavonoles esta ligeramente mas
favorecida en relacién a la de antocianos (Figura 2.1 y Figura 2.3). Hay que sefalar
que en V8 se observo una buena cesion de antocianos de las uvas al vino, si bien mucho

menos importante que la que se observa para el caso de los flavonoles.

Flavonoles vinos

Flavonoles uvas

Y i -&- 78
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Figura 2.3.Evolucidn de los flavonoles en uvas y vinos.

En los flavonoles, al igual que ocurre en los antocianos, tampoco parece existir una
relacion entre la facilidad de extraccion y el contenido de azlcar en la uva. Al igual que

ocurria para los antocianos, la muestra 2Z8, a diferencia del resto, continda extrayendo
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flavonoles hasta el momento del descube. Como se sefialé, esto podria estar ligado a su

fecha mas tardia de vendimia.

Por otra parte, sefialar que los flavonoles parecen ser compuestos poco reactivos ya
que durante la vinificacién y el envejecimiento en barrica son muy estables y su

contenido sufre pocas modificaciones.

FLAVANOLES

En cuanto a las catequinas y proantocianidinas, es bien sabido que su concentracion
en el vino viene determinada tanto por su contenido en semillas como en hollejos. Hay
que tener en cuenta que la extraccion de las procianidinas de las semillas esta
condicionada por la presencia de alcohol (75, 86) y que su extraccién apenas tiene lugar
en las primeras fases de la fermentacion, sino cuando se alarga el proceso de maceracion

post-fermentativa.

Algunos autores han realizado ensayos con maceraciones de hollejos y de semillas
de diferente grado de madurez y bajo diferentes grados alcohélicos (86, 87). Se ha visto
que a medida que aumenta el grado de madurez del hollejo se incrementa la cantidad de
taninos cedida al medio y lo mismo ocurre cuando se alarga la maceracion, hasta un
momento a partir del cual se estabilizaba. Con las semillas se ha visto algo similar, a
medida que aumenta el tiempo de maceracién, se extrae mas cantidad. Sin embargo,
cuanto mas verde esta, hay un mayor aporte de tanino. En disoluciones modelo, se ha
estimado que con maceraciones largas (tres semanas) se puede llegar a obtener hasta un
70% del tanino procedente de la semilla de uvas verdes y un 50% con uvas maduras
(87). En los ensayos realizados por Gonzéalez-Manzano (86) tras una semana de
maceracion la contribucion de la semilla madura al total de flavanoles era del 82% y

sobrepasaba el 90% cuando la maceracion se alargaba 3 semanas.

Procianidinas

El contenido de procianidinas en hollejos es menor que en semillas. A pesar de

esto, las del hollejo son una fuente importante en el vino debido a su facil extraccién (5,
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74), por lo que, representan un componente muy importante en las caracteristicas

organolépticas del vino (88).

En la Figura 2.4 se muestra el contenido de procianidinas de la semilla y del
hollejo en el momento de vendimia, ademas del contenido y evolucién de estos
compuestos en el vino. El alto contenido de procianidinas del hollejo en 2008 no se ve
reflejado en los vinos elaborados ese afio, puesto que al final de alcohélica (FA) tienen
menor cantidad que los de 2009 (especialmente V8). Es posible que se haya dificultado
la extraccion desde el hollejo debido a la peor maduracién que hubo en 2008 frente a

2009 (ver capitulo anterior).

Atendiendo a las semillas, a pesar de existir una concentracion similar en todos los
casos en el momento de vendimia, es posible que el aporte al vino no haya sido el
mismo, debido a las diferencias en cuanto a madurez de la uva. Asi, es posible que en
2008 las semillas que eran mas verdes hayan liberado taninos durante la maceracion
post-fermentativa, hasta el descube (D) y esta sea la causa del aumento en el contenido

de procianidinas en los vinos V8 y 278 en esa etapa (Figura 2.4).

Procianidinas uvas Procianidinas vino  -&- Z8
2.59 " 0 228 r 40 15004 . \2\;;’8
o 2,01 Z \'B -
il 0 L

T T T T
FA D FML BAR EMB

hollejos semillas

Figura 2.4. Contenido de procianidinas en hollejos y semillas en el momento de

cosecha y su evolucion en el vino.

En cuanto a la evolucién de las procianidinas a lo largo de la vinificacion, durante
el periodo de crianza observamos que todas las muestras tienen una tendencia a
disminuir. Esto es probablemente debido a la combinacion o adsorcion de estos

compuesto fendlicos con solidos, proteinas o incluso con levaduras y bacterias lacticas.
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También puede deberse a una posible oxidacion o polimerizacién con otros compuestos
(74, 89). La disminucion es mas acusada en las muestras con un contenido inicial mas

alto, al igual que ocurria con los antocianos.

En la Figura 2.5 se puede observar con mas detalle la evolucién de estos
compuestos agrupados por su grado de polimerizacion desde monémeros hasta trimeros.
Al establecer la relacion entre el contenido de mondmeros, dimeros y trimeros de
procianidinas en uvas (ver figura 1.6) y el contenido en vino al final de fermentacién
alcoholica, parecia apuntarse una mejor extractabilidad de los trimeros frente a los

dimeros y de éstos frente a los monémeros.

Cabe destacar el aumento de trimeros que se observa en la muestra correspondiente
al momento de descube, lo que podria indicar una cesioén de estos compuestos durante la
maceracion post-fermentativa. Probablemente, la fuente de estos compuestos sean las
semillas. Por una parte se postula que la liberacién de los flavanoles de la semilla se
produce principalmente en esta etapa de la vinificacién y por otra, como se ha sefialado
anteriormente, el contenido de trimeros en las semillas de Graciano es elevado (ver
figura 1.6).

En cuanto a la evolucion de estos compuestos, los mondmeros sufren menor
variacion que los dimeros y estos a su vez menos que los trimeros, lo que parece indicar,

que estos Gltimos sean mas reactivos y/o mas labiles.

Mon6meros Dimeros Trimeros

T T T T T T T T 0 T T T T T
FA D FML BAR EMB FA D FML BAR EMB FA D FML BAR EMB

Figura 2.5. Evolucion de las procianidinas en el vino segun su grado de

polimerizacion.
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Prodelfinidinas

En ocasiones, el contenido en prodelfinidinas se ha utilizado como marcador para
determinar el contenido de taninos del vino que procede de la semilla y del hollejo.
Asumir esta hipétesis es arriesgado porque la extraccion de los compuestos fendlicos
puede variar segun la estructura de cada familia y dentro de estas segin su grado de
polimerizacion (90). Ademas, la cantidad de prodelfinidinas cedidas al vino no siempre
es proporcional con su contenido en uvas (Figura 2.6). Asi, la muestra V9 cede
proporcionalmente mayor cantidad de prodelfinidinas que la muestra Z9 y las muestras
de 2008 ceden hasta un 65% mas de estos compuestos. Los datos sugieren que la
extractabilidad de prodelfinidinas tampoco estaria en relacion con la madurez
glucosidica ya que las muestras del afio 2008 tenian menor contenido en solidos
solubles (Tabla 2.1). Las muestras de maduracion mas larga (2Z8 y Z8),
independientemente de su contenido en soélidos solubles, podrian tener mas facilidad
para liberar prodelfinidinas, ya que a mayor tiempo de permanencia en el vifiedo, las
uvas presentan mayor degradacion de la pared celular (83, 84). Esto también parecia

apuntarse anteriormente en el caso de los antocianos y los flavonoles.

Prodelfinidinas hollejo Prodelfinidinas vino
81 5001 a4 78
278
o 6 400- -e- V8
% o Vo
_q:) N s 300 -— 79
° =~
= D 200+
=) €
E 2-
IiLI 100
0‘ T i C T T T ) \J
2 L° q:\;b 2 ® FA D FML BAR EMB

Figura 2.6. Prodelfinidinas del hollejo en el momento de cosecha y su evolucion en el

vino.

La extractabilidad de las principales familias de compuestos fendlicos no parece
estar relacionada directamente ni con su contenido total ni con la cantidad de azlcar de
la baya, por tanto deben existir otros factores que facilitan o dificultan la misma. Entre

ellos debe considerarse la dureza del hollejo, el grosor y su facilidad para dilacerar (91,
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92). En este sentido, algunos estudios bibliograficos (82, 92), sefialan que el contenido
de azlcar de la baya esta directamente relacionado con el grosor del hollejo y este a su

vez tendria una relacion indirecta con el porcentaje de extraccion.

Hay que recordar que en 2009, la maduracién estuvo favorecida con respecto a
2008 debido a las condiciones climatolégicas y que su contenido en azlcar era mayor
(ver tabla 2.1). En la muestra 2Z8 que permanecié méas tiempo en la vifia y por tanto
seguramente presentara una mayor degradacion de la pared celular de los hollejos,

podria enmascararse este efecto.

En relacion a la evolucion de las prodelfinidinas en los vinos, parece apuntarse una
disminucion con el envejecimiento. Se observa que los vinos que tenian un contenido
mas alto al inicio de la vinificacion descienden rapidamente mientras que los vinos con

menor contenido inicial lo mantienen durante mas tiempo.

ACIDOS FENOLICOS

Segun la bibliografia, el contenido en acidos fendlicos presenta gran variabilidad
dependiendo del cultivar, el clima, las condiciones de maduracién, etc. Por tanto, no es
de extrafiar que se encuentren grandes diferencias entre las concentraciones publicadas

para diferentes tipos de vino.

Entre los &cidos hidroxibenzoicos, el acido galico suele ser el mas abundante
seguido del acido protocatéquico. Entre los hidroxicindmicos el acido trans-caftarico es

predominante, llegando a representar un 50% del total de estos acidos (93).

En la Figura 2.7 podemos observar que las muestras de 2009 tienen contenidos de
acidos hidroxibenzoicos mas bajos que de hidroxicinamicos, lo que esta de acuerdo con
los datos encontrados en bibliografia (93). Sin embargo, en 2008 los contenidos de
hidroxibenzoicos son mucho mas elevados que los de hidroxicinamicos, lo que podria
ser achacado a las condiciones climatoldgicas de ese afio. A lo largo de la vinificacion,
el contenido de acidos hidroxibenzoicos parece menos estable, al menos en las muestras
correspondientes a 2008. Por otro lado, el aumento que se aprecia en los &cidos

hidroxicinamicos puede ser debido a la hidrdlisis de otros compuestos del vino. Asi,
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otros autores habian observado un incremento del acido trans-p-cumérico durante el

envejecimiento del vino, asociado a la desaparicion de antocianos cumaroilados (94).

Acidos Hidroxibenzoicos Acidos Hidroxicinamicos
150 150
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Figura 2.7. Evolucién de los &cidos fendlicos en el vino.

A tenor de los resultados obtenidos en este estudio de la influencia de la
composicién fendlica de las uvas en el vino, se puede apuntar que la facilidad de
extraccion de los compuestos fendlicos de las uvas no esta relacionada con su contenido
total y tampoco tiene una relacion directa con su madurez glucosidica. Asimismo, la
extraccion de algunos compuestos fenélicos puede estar favorecida frente a la de otros.
Parece apuntarse, que los afios que alcanzan una buena madurez fendlica, la extraccion

de antocianos y procianidinas es mejor que la del resto de compuestos fendlicos.

2.4.3  Estudio de correlacion entre la composicion fendlica de las uvas y de

los vinos

En la Figura 2.8 se muestra una tabla resumen de las correlaciones entre uvas, vino
joven y vino envejecido. De una forma visual, se aprecia que los compuestos fenélicos
de las uvas, en el momento de cosecha, apenas tienen correlacion entre si, salvo entre
los flavonoles y las prodelfinidinas. También se aprecia que no existen correlaciones
entre los compuestos fendlicos de los vinos jévenes. Entre los envejecidos s6lo hay una

correlacion positiva entre el contenido de prodelfinidinas y acidos fendlicos.
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El mayor nimero de correlaciones se obtiene entre los compuestos fendlicos del
vino joven y del vino envejecido. Atendiendo a los distintos grupos de compuestos
fendlicos, existe una fuerte correlacion entre el contenido de antocianos de las uvas y
del vino envejecido, lo que indica que, a pesar de las fuertes pérdidas de estos

compuestos a lo largo de la elaboracion, un mayor contenido en uvas finalmente se

refleja en el vino embotellado.

Las procianidinas del hollejo y de las semillas no estan correlacionadas con las
procianidinas de los vinos, indicando que existen ciertos factores (lignificacion de la

semilla, relacion mosto/semillas, etc.) que afectan a la presencia de procianidinas en el

vino.

Uvas

of~jo|a]slw|vl -

Vino
joven
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Vino
envejecido
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Correlacion de Pearson UVAS

positivas Prodelfinidinas
1-09 Procianidinas hollejo
09-08 Procianidinas semilla
No significativo Acidos fenélicos
Antocianos
Flavonoles
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Figura 2.8. Matriz de correlacion entre las principales familias de compuestos

fendlicos determinadas en uvas, vino joven (fin de alcohdlica) y vino envejecido.
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2.4.4  Estudio colorimétrico del vino

En este apartado se estudian los parametros colorimétricos definidos en el espacio
CIELAB considerando también la saturacion visual del espacio CIELuv. La
luminosidad es un parametro que juega un importante papel en cuanto a la prediccion
del potencial del vino para envejecer, de forma que ha sido puesto de manifiesto, que los
vinos que presentan una baja luminosidad, tienen buen potencial para envejecer (95).
Observando la Figura 2.9 se puede ver que los vinos V9 y Z9 mantienen una baja
luminosidad en comparacion con los de 2008, lo que podria indicar un mejor potencial
para envejecer. Los vinos de 2009 son vinos mas oscuros y con mayor cantidad de color
y en igualdad de otros atributos, podrian ser considerados como vinos de mejor calidad.
Este apunte concuerda con los datos obtenidos en el andlisis sensorial que se muestra
mas adelante. La muestra 2Z8 se vendimi6 mas tarde que Z8 con la finalidad de obtener
una mayor madurez fenélica, pero si bien inicialmente el vino de 2Z8 era mas oscuro

tiende a igualarse con Z8 posteriormente.

Asimismo, se ha visto que durante un apropiado periodo de envejecimiento esta
coordenada no sufre variaciones importantes ni siquiera cuando tiene lugar una pérdida
en el contenido total de pigmentos (96). En este estudio ocurre algo similar, ya que una
pérdida alta de antocianos (ver figuras 2.1 y 2.2) no se corresponde con un mayor

aumento de la luminosidad.

El tono es un parametro muy importante en la calidad del vino, de hecho, vinos
tintos con tonalidades anaranjadas indican un exceso de envejecimiento y de oxidacion
e incluso nos conduce a cuestionar su calidad ya que podrian haber comenzado a
deteriorarse. Los vinos estudiados presentan diferencias en la tonalidad sélo en las fases
iniciales de la elaboracion. En la fase de barrica, éstas todavia se mantienen, pero

después de ser embotellados todos tienden a presentar tonos muy parecidos.

La saturacion visual percibida viene reflejada por el parametro s*,, definido como
el cociente entre el croma y la luminosida del espacio CIELuv. En las muestras
estudiadas este parametro present6 los valores mas altos en las correspondientes al afio
2009, fundamentalmente en las muestras del vino V9. Por tanto este vino es un vino méas

cubierto o con mas capa concordando también con los datos de cromaticidad (C*y,).
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Figura 2.9. Parametros de color a pH del vino (A) y a pH 3.6 (B).
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Figura 2.10. Evolucidn de los parametros CIELAB a* y b* a lo largo de la

elaboracion. Fin de la fermentacidn alcohdlica (1); descube (2); fin de la fermentacion

malolactica (3); seis meses en barrica (4); embotellado (5).

En este trabajo se estudia el vino desde su elaboracién hasta su embotellado, sin

considerar el envejecimiento en botella. En esta etapa “joven™ del vino se aprecian
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variaciones tanto en el parametro a*, como en el b* (Figura 2.10). EIl primero presenta
una clara disminucion a lo largo del tiempo, en todos los vinos estudiados, lo que puede

ser interpretado como una cierta pérdida de pureza del color rojo.

En relacién al parametro b*, cabe destacar los valores elevados de las muestras del
vino V9 correspondientes a las etapas iniciales de vinificacién cuando son obtenidos al
pH propio del vino. En estas etapas, cabria esperar obtener valores mas bajos y
préximos a los encontrados en el resto de las muestras ya que el contenido en antocianos
es todavia muy alto y su expresion de color elevada, maxime cuando el pH de la
muestra tomada al final de la fermentacidn alcoholica es menor que el de las otras
muestras (pH 3.1 frente a pH 3.4-3.7 del resto). No obstante, como es légico, el vino es
un medio complejo en el que otros compuestos presentes también pueden afectar al
color. Se ha intentado esclarecer el hecho sefialado observando las graficas de
composicién fendlica (Figuras desde 2.1 hasta 2.7) sin poder llegar a una explicacion,
por lo que tal vez el fendbmeno se deba a la presencia de otro tipo de compuestos

presentes en el vino.

El parametro b* no presenta una tendencia clara en el periodo de tiempo estudiado.
Las muestras correspondientes a los vinos Z8 y 278 aumentan ligeramente (4 unidades
CIELAB en ambos casos) mientras que las de los vinos V8, Z9 y V9 tienden a

disminuir.

Parece apuntarse que esta etapa del vino (desde fin de alcohdlica hasta
embotellado), que es cuando se da la mayor pérdida de pigmentos, estd mas relacionada
con una disminucion de a* que con las variaciones sufridas en el parametro b*.
Finalmente, es de sefialar que de forma general el color de los vinos en la fase de

embotellado, expresa todavia matices de juventud.

Se han calculado las diferencias de color entre los vinos con la siguiente ecuacion:
*»=[( L*)? + ( a*)? + ( b*)*]"? (Tabla 2.2). En general, el ojo humano es capaz
de discriminar entre dos colores cuando E*,, 1.0 unidad CIELAB (97), pero en el
caso del vino, segin Martinez et al., (98) al observarlo a través de un cristal
estandarizado la discriminacion es peor y la tolerancia aceptable para un 0jo humano no

entrenado es de aproximadamente E*,, 3.0 unidades.
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El color del vino con copigmentacion se ha obtenido a partir de los espectros de
absorbancia de los vinos después de eliminar el efecto del sulfuroso mediante la adicion
de acetaldehido en exceso. El color te6rico del vino sin copigmentacion fue
reconstituido a partir del espectro de absobancia del vino después de diluir 20 veces con

vino sintético (pH 3.6) y multiplicar por el factor de dilucién.

En la Figura 2.12 se muestra los espectros de absorcién de los vinos estudiados
(V8, Z8, 278, V9, Z9) con copigmentacion y sin copigmentacion (teérico). También se
expone el porcentaje de copigmentacion considerando todo el espectro visible (% area),
el porcentaje de copigmentacion segun Boulton a 520 nm (% copig), las diferencias en
el tono y las diferencias porcentuales de croma y luminosidad del espectro tratado con
acetaldehido (con copigmentacion) frente al diluido y reconstituido (sin

copigmentacion).

Es bien sabido que el porcentaje de copigmentacion es mayor en los vinos jovenes
que en los envejecidos. En nuestro estudio vemos que los vinos presentan valores
maximos de un 46% de copigmentacion al final de la fermentacion alcohdlica y de un
25% después de ser embotellados. La pérdida de la copigmentacion no es igual para
todos los vinos. Asi, el vino V9 presenta el mayor descenso en el valor del porcentaje de
copigmentacion, 67%, frente al vino Z8 que muestra un descenso del 29%. Esto podria

indicar una evolucién mas rapida del primero.

En cuanto a las dos formas de valorar el porcentaje de copigmentacién, la medida
segun Boulton parece estar ligeramente sobrestimada frente a una medida en la que se
considera el espectro entero. No obstante, las dos medidas presentan pocas diferencias
cuando los porcentajes de copigmentacion son bajos (10-20%). Sin embargo se
encuentran diferencias de hasta un 18.7% cuando la copigmentacion estd mas

establecida, generalmente en las fases iniciales de la elaboracion.

Para cada vino, las variaciones en los pardmetros cuantitativos de color
(luminosidad y cromaticidad) son mas altas en la etapa de final de fermentacion
alcohdlica (% copigmentacién mas elevado) que en la etapa de embotellado (% de
copigmentacion mas bajo). No obstante, este fenémeno implica cambios cualitativos
(variaciones de tono) mas importantes en las etapas finales (embotellado) que en etapas

iniciales.
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Figura 2.12. Espectros de absorcion de los vinos con copigmentacién y sin copigmentacién al final de la fermentacion alcohdlica (a) y en

embotellado (b). Porcentaje de copigmentacion considerando todo el espectro visible (% de area), porcentaje de copigmentacion a 520

nm (% copig) e incremento de los parametros CIELAB.



Capitulo 2

2.45  Anadlisis sensorial de los vinos

Los vinos fueron evaluados por un panel de catadores, el cual estaba compuesto por
seis expertos. Todos ellos son miembros de la bodega y tienen una alta experiencia en la
cata de este tipo de vinos. El andlisis sensorial se llev6 a cabo, en la sala de catas de la

bodega, mediante catas a ciegas.

Los vinos, de forma general, fueron valorados como bastante &cidos, caracteristica
tipica de Graciano. Los de 2009 fueron mejor valorados por el panel de catadores que
los de 2008. Hay que sefialar que en nuestros estudios observamos que los vinos de la
cosecha 2009, ademas de tener mejores cualidades colorimétricas, también contenian un

mayor contenido en compuestos fenolicos.

Entre los vinos de 2008, el correspondiente a la muestra Z8 resulté ser el peor
valorado. Segun el panel de catadores se trataba de un vino muy rustico, sencillo, ligero
y poco agradable de beber. En nuestros andlisis observamos que este vino contenia el
menor contenido de antocianos y flavonoles. También tenia un bajo contenido en

prodelfinidinas y procianidinas monémeras, dimeras y trimeras.

El vino correspondiente a 2Z8 también era un vino rustico, tanico, simple, secante,
con notas herbaceas, aunque algo mas complejo que el anterior. Si observamos los
graficos de composicion fendlica, se puede apreciar que este vino tiene una composicion

muy parecida al anterior.

El vino V8 fue el mejor de ese afio, era un vino mas equilibrado, con una estructura
correcta, algo falto de volumen pero con notas peculiares que caracterizan a este
cultivar. Este vino presentaba la mayor concentracion de prodelfinidinas y de forma
general, su contenido en compuestos fendlicos era proximo al de los vinos de 2009.

Sobre todo en el caso de los antocianos y los flavonoles.

En cuanto a los vinos de 2009, los dos eran muy parecidos entre si, presentaban
exceso de acidez pero buenas y peculiares notas aromaticas a fruta madura, regaliz,
tinta, minerales y frutos secos. Segun el panel de catadores, eran casi demasiado
especiados. El panel de catadores también sefialé que el vino Z9 tenia algo menos de

color (en concordancia con los parametros CIELAB de nuestro estudio). Asimismo, se
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calific6 como mas equilibrado y amable que V9, aunque este Gltimo era mas

concentrado y con mas volumen.

2.5) CONCLUSIONES

El contenido de los compuestos fendlicos de las uvas afecta claramente a las
caracteristicas del vino, como era de esperar. Si bien la fecha de vendimia ejerce una
evidente influencia en los vinos, las condiciones climatoldgicas del afio son
fundamentales para la definicion de la calidad global del mismo. Asi, de manera
general, los vinos monovarietales de Graciano presentan mejores caracteristicas

organolépticas cuando su contenido en compuestos fenolicos es mayor.

La facilidad de extraccion de los compuestos fendlicos de las uvas no esta
relacionada con su contenido total y tampoco tiene una relacion directa con su madurez
glucosidica. Asimismo, la extraccién de algunos compuestos fendlicos puede estar
favorecida frente a la de otros. Parece apuntarse, que los afios que alcanzan una buena
madurez fenolica, la extraccion de antocianos y procianidinas es mejor que la del resto

de compuestos fendlicos.

Los vinos de Graciano elaborados a partir de uvas de composicion fenolica
diferente presentan evidentes diferencias de color, aunque tienen tonalidades parecidas.
Los parametros cuantitativos y cualitativos del color estdn correlacionados con la
copigmentacion, de tal forma que una mayor copigmentacion implica mas cantidad de

color en el vino, menos luminosidad y variaciones significativas en el tono.

En cuanto a las dos formas de valorar el porcentaje de copigmentacién, la medida
segn Boulton (520 nm) parece estar ligeramente sobrestimada frente a una medida en
la que se considera el espectro visible entero (380-770 nm). No obstante, las dos
medidas presentan pocas diferencias cuando los porcentajes de copigmentaciéon son

bajos.
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