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Presentation

Spain is one of the greatest producers of wine in the world and although
winemakers and wine experts are continuously tasting and making sensory descriptions
of wines, rarely, there is a parale work of anaysing the quantitative chemical
composition of each one of them with the purpose of finding the compounds most likely

responsible for eliciting each taste or oral sensation.

The present PhD thesis has been developed within the research area of:
Enological Sensory and Chemical Science at the University of La Rioja, which is aimed
at gaining an accurate knowledge about the chemical components that are sensory active
in wine, with the fina purpose of providing, with rational criteria, useful tools for its

control, improvement and future adequacy to the demanding wine market.

Among the many aspects to be studied, this work has been particularly focused
on the study of wine phenolic compounds from two different points of view, one the
study of the in-mouth sensory properties of red wines and their correlation to their
chemical composition, and two the study of the effect of a plant growth regulator on

grapes and wines phenolic composition and also on wines organoleptic characteristics.

At the beginning of this PhD dissertation it was known that the wine phenolic
compounds are important quality parameters of wines since they contribute to their
organoleptic profile, particularly color, astringency and bitterness. However, the
relationship between the sensory evaluation and the nonvolatile composition of wines,
especially of red wines, is a critical subject in current oenologica research. This thesis
provides new knowledge concerning the sensory active compounds most responsible for
eliciting bitterness and astringency. In this context, the effect that may have the low
molecular weight phenols on the in-mouth perception of the high molecular weight
phenols and vice versa have been studied. The other aim of this PhD thesis was to prove
the effect of an experimental plant growth regulator, Prohexadiona of calcium, applied
to vineyards for yield control. So far, this product had been used on fruit trees but very
few studies had focused on its application on the vineyards, being unknown the
influence of this compound in the phenolic composition of Tempranillo and Grenache
grapes and wines, and therefore their impact on wine organol eptic properties. Moreover,
a comparative study has been carried out highlighting the effect of this product and the
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effect of manual cluster thinning, technique widely used in viticulture for regulating
vine yield production.

For better understanding, the present dissertation is structured into five different

sections as follows:

* Presentation and Aims. A brief presentation justifying the topic studied and
the general and specific goals proposed during this scientific work are presented.

* General Introduction. This section takes into account a brief presentation
of the different family of phenolic compounds, highlighting the important role of these
compounds in the organoleptic properties of wines, including a thorough description of
the different molecules most responsible for eliciting each taste. Besides of this, the
different viticulture practices followed in the vineyards to improve the presence of
phenolic compounds together with the methods applied to analyse these compounds are
also described.

* Chapters. The main text of the dissertation is divided into subtopics and
organized in five chapters in which are detailed and discussed the work carried out
during these years. Each chapter includes an introduction, the methodology used, the

results found with the subsequent discussion and conclusions.

In Chapter 1, young and aged red wines proanthocyanidins were characterized
by means of MALDI-TOF MS and thiolysis. To achieve this goa, wines were
fractionated with the purpose of obtaining separately the proanthocyanidin material
from the low molecular weight compounds. In this chapter, the qualitative and
quantitative content of condensed tannins bringing together the sensory analysis of the

wines was studied.

In Chapters 2 and 3, young wines and their fractions, containing
proanthocyanidins and low molecular weight compounds, were sensory described.
Correlations between the sensory data (taste and ora sensations) and the chemical
composition were performed, being able to identify the main compounds responsible for
eliciting sourness, astringency and bitterness in these wine fractions. Different taste
interactions were also pointed out. Once these two wine fractions had been sensory and
separately evaluated, in Chapter 4, a wine deconstruct and reconstruct methodology
was developed in order to obtain reconstituted wine samples, bringing together both

4
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fractions, showing these reconstituted wines sensory properties similar to the reference
wines. To achieve such goa, the fractionation was applied to a set of red wines
exhibiting marked differences in taste and/or astringency. Furthermore, in Chapter 5is
tackled the effect of two different types of cluster thinning, manual and chemical, on the
phenolic composition of grapes and wines, respectively, in comparison with control
vines.

*+ Global conclusions. The most relevant conclusions drawn out of each
chapter are presented.

* Appendix. Additional tables and figures are shown in this section to extent
and facilitate the final comprehension.
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Objetivos

Por las razones expuestas en la presentacién de esta memoria se aborda el

presente trabajo, cuyos principales objetivos son:

Evaluar la técnica de MALDI-TOF MS para la determinacién del grado medio

de polimerizacién de procianidinas de vinos tintos.

» Evaluar las propiedades organolépticas en boca de fracciones no-volatiles
obtenidas de vinos tintos y obtener relaciones con las caracteristicas sensoriales

de los vinos.

» Estudiar la implicacion de los compuestos no-voléatiles, en especial de los
compuestos polifendlicos, en las caracteristicas sensoriales de las fracciones y

vinos.

= Evaluar la implicacién de las fracciones de bajo y alto peso molecular en el

perfil organoléptico de los vinos mediante:

1. La obtencion de vinos reconstituidos similares a vinos reales cuyas

Unicas diferencias procedan de la fraccion no volatil.

2. La correlacién con la composicion quimica no volatil, en especial la
composicién polifendlica.
3. La exploracion de interacciones sabor-sabor y sabor-astringencia.
» Determinar la influencia del aclareo manual de racimos y de la aplicacion de

prohexadiona de calcio en el perfil polifendlico de uvas y vinos y en las
propiedades organolépticas de los mismos.
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Introduccion

El vino es un producto agroalimentario que desde hace miles de afios ha tenido
un papel relevante en la cultura mediterranea, formando parte junto con el trigo y el
aceite de la llamada “triada alimentaria”. Desde entonces y hasta nuestros dias, el vino
se ha ido transformando en una bebida que engloba historia, cultura y alimento, siendo
un producto inmerso en la economia de muchos paises. Por ello, la evolucion de los
gustos de los consumidores se analiza periodicamente con el fin de entender y conocer a

qué se refiere el consumidor cuando denota un vino como un vino de ¢&lidad.

Citas como “La calidad en un vino es mejor comprobarla que definirla” (Pisani)
0 “La calidad de un vino es mejor comprobarla que demostrarla” (Poupon) hacen
reflexionar acerca de la importancia de la calidad atribuida al vino, considerado hoy en
dia como un producto heddnico, y del reto y la dificultad que supone para un endlogo la

elaboracion de un vino que cumpla las expectativas del consumidor.

El valor dado por los consumidores a un vino depende tanto de factores
extrinsecos como de intrinsecos. Lestrinsecos engloban multiples y variados
aspectos relacionados con el vino, pero no atribuidos a su degustacion, como son la
marca o el precio la etiquetd el origen del ving la variedatf, la afiadd, la forma de
la botella o color de la mism&; mientras que lotrinsecosincluyen valoraciones
realizadas durante su degustacion. Estas valoraciones se centran principalmente en la
ausencia de defectos organolépticos, en el equilibrio en boca o armonia entre sus
componentes y en el colbf*® Estos tres Gltimos parametros de calidad dependen en su
totalidad de la composicion quimica del vino y en particular, los dos ultimos
parametros, de la composicion polifendlica, compuestos sobre los que se centra el
estudio realizado a lo largo de esta tesis doctoral.
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1. COMPOSICION POLIFENOLICA

Los compuestos polifendlicos son considerados uno de los parametros de calidad
mas importantes de uvas y vin8s! Segln su estructura quimica, los compuestos
polifendlicos pueden ser divididos en dos grandes grupos: no-flavonoides (acidos

fendlicos y estilbenos) y flavonoides (flavonoles, flavanoles y antocianos).

| COMPUESTOS NO FLAVONOIDES | | COMPUESTOS FLAVONOIDES (C6-C3-C6) |
| ACIDOS FENOLICOS | | ESTILBENOS | | FLAVONOLES | | ANTOCIANOS
| FLAVANOLES |
C6-C1 | co-C3 | | c6-C2-Cs | /
Acidos Acidos Resveratrol | CATEQUINAS | TANINOS
benzoicos hidroxicindmicos CONDENSADOS

A. FENOLICOS
y ESTILBENOS \ _

FLAVANOLES

/

ANTOCIANOS / \ FLAVONOLES

Figura 1. Clasificacion de los compuestos polifendlicos y su ubicacion en la baya de uva.

Como se observa en laigura 1, en las bayas de uva los compuestos
polifendlicos se distribuyen principalmente en los hollejos y en las semillas (no-
flavonoides y flavonoides) y en menor proporciéon en la pulpa (no-flavonoides). Los
taninos condensados se localizan en el rdépdmientras que los antocianos se
aglutinan en el hollejo de la baya. Unicamente en variedades tintoreras como la Alicante

Bouchet, Pinot Noir y Gamay también se encuentran en la pulpa.

12
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A continuacion se hace una breve descripcion de los principales fenoles
presentes en uvas y vinos, de acuerdo con las revisiones realizadas por Cheyffer y col.

1.1. Fenoles no flavonoides

Son basicamente acidos fendlicos de dos tipos, los acidos hidroxicinamicos,
formados por un fenol que porta una cadena lateral insaturgdag)(@ los acidos
hidroxibenzoicos, formados por un fenol unido a una funcién acig€Q@OH). Otros
derivados no flavonoides son los estilbenos.

Acidos hidroxicinamicos los principales son los derivados de los &cidos
cafeico, cumarico y ferdlico, los cuales se encuentran esterificados con el acido tartarico
dando lugar a los acidos caftarico, cutarico y fertarico, respectivamente. Los acidos
caftarico y cutarico son los principales sustratos de la oxidacion enzimatica de los
mostos y quimica de los vinos. Sus productos de oxidacion, las quinonas, tienen una alta

reactividad y pueden participan en distintas reacciorfés.

Acidos hidroxibenzoicosen vinos, el acido géalico es uno de los compuestos
monomeéricos mas abundantes, mientras que en las uvas se encuentra esterificado con
los flavanoles. Otros acidos hidroxibenzéicos, como el siringico, el vainillicopy el
hidroxibenzoico, se pueden encontrar en vinos que han estado en contacto con madera

de roble ya que proceden de la degradacion de la lignina de las barricas.

Estilbenos: entre los estilbenos destaca el resveratrol, que se encuentra en el
hollejo de la uva o en las pepitas, y que es producido por la vid en respuesta a un ataque
fungico?® El interés en la ingesta de este compuesto es debido a su actividad biolégica

antioxidante. Su estructura quimica se presenta en la Figura 2.

Figura 2. Estructura quimica del resveratrol.
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1.2. Fenoles flavonoides

En los vinos tintos, estos compuestos son mucho mas importantes por la gran
cantidad extraida de los hollejos y de las semillas durante la maceraciéon, a pesar de no

estar presentes en la pulpa.

Flavonoles: Son pigmentos amarillos y se caracterizan por poseer un enlace
insaturado entre el C2 y C3 y un grupo carbonilo en el C4, como puede observarse en la
Figura 3. Estos flavonoides pueden existir como agliconas y también bajo la forma de
glicésidos en la posicion C8.Los mayoritarios en la uva son la quercetina, la
miricetina y el kaempferol y los glicosidos mas comunes son la glucosa y la galactosa,
junto con el &cido glucurénicd.Se ha descrito la participaciéon de estos compuestos en

el color de los vinos tintos ya que pueden actuar como copigmentos de los anfcianos.

R, =H; B=H Kaempferol
R, = OH; BR=H  Quercetina
R, = OH; R=OH Miricetina
R,=0CH,;, R=H Isorhamneting|

Figura 3. Estructura quimica de los flavonoles y compuestos mayoritarios presentes en uvas.

Antocianos: Quimicamente, son glucosidos de nucleo flavilium polihidroxilados
y/o metoxilados. El nucleo flavilium comprende un anillo A que es un derivado del
floroglucinol encadenado a un anillo pirilo, el cual esta unido a un anillo fendlico B.
Los antocianos mayoritarios presentes en el gévigi® son la cianidina, peonidina,

delfinidina, petunidina y malvidind{gura 4).

14
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R;, R, = H, OH,OCH3
R = H, acetil, p — coumaril, cafeoil

Antocianos mayoritarios

R,= OH; R=H R=H Cianidina-3-gluctsido
R,=0OCH;; R =H R=H Peonidina-3-glucdsida
R,=OH; B =0OH R=H Delfinidina-3-glucésidg
R,=0OCH;; R, = OH R=H Petunidina-3-glucdsidd
R,=0CH;; R,=0CH, R=H Malvidina-3 glucésido

Figura 4. Estructura quimica de las antocianos mayoritarios presentes en Vitis vinifera.

Las formas agliconas, sin unién a una molécula de #2(ic& denominan
antocianidinas o antocianidoles y no se encuentran en forma libre en uvas y vinos ya
gue son muy inestables. Britis vinifera se encuentran unidos a una molécula de
glucosa ya que esta unién les otorga estabifil&kta glicosilaciérsélo se da en la
posicion 3 Figura 4). La molécula de glucosa puede estar acilada con acgtico,
cumaricoy cafeico en uvas tales como Cabernet Sauvignon, Tempranillo, Garnacha...,
aunque variedades como Pinot Neoio contienen antocianos aciladBsEspecies
americanas del génexbtis, como Vitis labrusca, Vitis riparia, Vitis rupestrig muchos

de sus hibridos contienen antocianos-3,5-diglucésidos.

Durante el envejecimiento del vino, los antocianos estédn involucrados en
reacciones de condensadi®nicloadiciori® y en asociaciones intra e intermoleculares
como la copigmentaciéft. Este conjunto de reacciones junto con el pH y el contenido

en SQ van a afectar a la expresion del color del vino.

Flavanoles: catequinas y proantocianidinas (taninos condensadd&)dos
estos compuestos tienen un esqueleto comun formado panitlos bencénicos Ay B
y un anillo heterociclico C, sin dobles enlaces, que contiene oxigeno. Este grupo esta

presente en la uva como monémeros y también en formas mas o menos polimerizadas,

15
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como oligébmeros, considerados uniones de 2-5 unidades de mondémeros y como
polimeros, cadenas largas de mas de 5 unidades de mondharssmonémeros se

conocen genéricamente como 3-flavanoles mientras que a los polimeros se les denota
como taninos condensados o proantocianidinas (PAs). El nombre de proantocianidinas
proviene de la propiedad que tienen estas moléculas de liberar antocianidinas si se

someten a calentamiento en medio acido por la ruptura de uniones intermonomeéricas.

Existen dos grupos de proantocianidinas presentes en la uypaodtenidinas
formadas por catequina, epicatequina y epicatequina-3-galato prddslfinidinas
formadas por galocatequina, epigalocatequina y epigalocatequina-3-gradpia (5),
encontrandose estas ultimas en menor concentracion. Las unidades mondémeras se unen
entre si mediante enlaces covalentes C-C. Las uniones interflavanicas mas usuales son
las que se establecen entre el carbono 4 de una unidad flavanol y los carbonos 8 6 6 de
la otra. El enlace interflavanico de tipo C4-C8 esta favorecido respecto al C4-C6. La
estructura presentada por el dimero muestra cinco centros de asimetria que pueden dar
lugar tedricamente a 32 formas Opticamente activas. Los mejor representados son los
dimeros denominados de tipo B con enlaces C4-C8 (dimeros B1 a B4) 6 C4-C6
(dimeros B5 a B8). En la uva y el vino los taninos condensados mas abundantes son las

procianidinas formadas por la condensacion de unidades de (epi)-catequina.

Procianidinas: R=H
Prodelfinidinas: R= OH

Unidades Mayoritarias

(+)-catequin =H, ,ROH, R=H
(-)-epicatequina R=H, FRH, R=OH
(-)-epicatequina-3-galato R=H, ,RH, R=0-G
(-)-epigalocatequin .: R =0H, ;RH, R=OH

OH

0]
OH
G= —0O
OH
G = galato

Figura 5. Estructura de una proantocianidina en donde se representan las diferentes uniones de
tipo By los principales flavanoles presentes en uvas y vinos.

16
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Aunque menos frecuentes, existen también proantocianidinas que, ademas de la
unién C4-C8 6 C6, presentan un enlace adicional de tip$ étdre las posiciones C2-
C7 denominadas proantocianidinas de tipd-#y(ra 6). Este tipo de proantocianidinas

(PAs) suponen la pérdida de dos hidrégenos respecto de las PAs de tipo B.

Figura 6. Estructura quimica de una proantocianidina de tipo A.

Por tanto, las caracteristicas quimicas de las proantocianidinas (oligdmeros y
polimeros) vienen dadas por cuatro factores: a) naturaleza de las unidades constitutivas
(catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina), b) presencia del sustituyente
galato (galoilacion), ¢) namero de unidades mondmeras (grado de polimerizacion) y d)
tipo de union de las unidades monomeras (tipo A 6 tipo B). Debido a las distintas
posibilidades que se presentan dentro de cada factor y a las combinaciones posibles
entre factores, existen una gran diversidad de formas de proantocianidinas, ademas, la
distribucion de estos compuestos varia en funcion de las partes de la baya. Asi, las
proantocianidinas de los hollejos difieren de las encontradas en las semillas, en que las
de los hollejos contienen (-)-epigalocatequina, y poseen un mayor grado de
polimerizacion y una menor proporcion de subunidades galoiladas mientras que las de
las semillas poseen subunidades de (-)-epicatequina-3-galato, las cuales apenas se

encuentran en los hollejd$>°

17
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2. FACTORES DETERMINANTES DE LA COMPOSICION
POLIFENOLICA DE LAS UVAS

Los factores mas influyentes de los que depende la presencia y concentracion de
los compuestos polifendlicos en las uvas son: factores genéticos, ambientales o

edafocliméticos y culturald$(Figura 7).

/ COMPUESTOS \
POLIFENOLICOS

ESTADO DE et ESTADO
MADUREZ F. CULTURALES SANITARIO

Figura 7. Factores determinantes de la composicion fendlica de las uvas.

Cuando se habla de factores genéticos, en ellos se incluye tanto a la variedad
como al portainjerto. Al analizar el efecto de la variedad de uva, diversos estudios han
demostrado diferencias significativas en la composicion de antocianos, flavonoles y
flavanoles entre variedad&s’’*°Por su parte, los factores edafoclimaticos definen una
determinada zona geografica. Hoy en dia, el término francés “terroir”, engloba en su
definicion la influencia tanto del suelo como del clima de una region determinada. La
luz y la temperatura que caracterizan las diferentes zonas de cultivo también modifican
la biosintesis de estos compuestos ya que inciden directamente sobre la actividad

fotosintética de la planfd*®

18
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En esta linea, son los factores culturales o practicas viticolas, los Unicos sobre
los que el viticultor tiene decisidén y control, una vez que la vid esta arraigada. Algunas
de estas practicas, como la poda en verde o el aclareo de racimos (eliminacion parcial de
algunos racimos de la cepa), han sido tradicionalmente empleadas en viticultura para la
regulacion de la produccién del vifiedo asi como para mejorar las condiciones sanitarias
y de maduracion de la uf4* En determinados afios con exceso de produccion, el
aclareo puede ser una practica util para reducir la cantidad de uva hasta los limites
maximos establecidos por cada Denominacion de Origen. Asi, el aclareo de racimos ha
sido descrito como una practica que mejora la calidad de las uvas, modificando algunos
atributos como el contenido de azlcares, pH, la acidez total, los aromas y el color
durante la maduraciéf:**“°°? Sin embargo, en ocasiones se ha observado que la
reduccion del rendimiento mediante el aclareo manual no conlleva una mejora en la
calidad de la uva, mostrando un mayor impacto los factores edafoclimaticos como la
temperatura y humedad del suéid® Es necesario subrayar que, en general, el aclareo
manual de racimos actua reduciendo Uunicamente el numero de racimos y solo afecta al
tamafno cuando se realiza un aclareo de partes del racimo. Ademas, el aclareo manual de
racimos es una técnica cara, debido al tiempo empleado y a la elevada cantidad de mano
de obra requerida, cuyos resultados pueden considerarse en muchos casos
irregulares’®* En Espafia, la labor de aclareo manual en vifiedos conducidos en
espaldera puede conllevar alrededor de 40-50 horas por héct@eaello, en los
altimos afios se ha intentado probar alternativas para reducir tanto el trabajo como el
coste de esta técnica, proponiéndose otras opciones como el aclareo me€amiebdo

aclareo quimicg®>"®

Los primeros resultados de aclareo mecanico en vifiedos en espaldera han
apuntado a la posibilidad de reduccion de la produccién de forma satisfactoria, con una
mejora de la calidad de la uva en concentracién de azucares, antocianos y polifenoles,
con tiempos de trabajo del orden de 60-90 minutos por hectéeael vino, se ha
observado un incremento en el grado alcohdlico, la intensidad colorante y el contenido

en polifenoles, asi como un aumento de la astringencia en el plano séfisorial.

En relacion con el control del rendimiento del viniedo mediante fitohormonas
(aclareo quimico), los principales estudios se han centrado en el grupo de las giberelinas

y del etilend®®®* En esta linea, el compuesto quimico prohexadiona de calcio (Pro-Ca),
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3-6xido-4-propionil-5-oxo-3-ciclohexanocarboxilato de calcio, se presenta como
alternativa a compuestos anteriormente utilizados. Este compuesto ha sido registrado
como Apogee® (27.5 % Pro-Ca) en Norte América para el empleo en manzanos y en
Europa como Regalis® (10 % Pro-Ca) en el caso de manzanos y perales. La utilizacion
de este compuesto en manzanos muestra su potencial en la reduccién del namero de

brotes, lo que se traduce en una disminucién en el tiempo dé&%poda.

La prohexadiona de calcio actua inhibiendo la biosintesis de las giberelinas, en
concreto, reduciendo los niveles de 38iberelina de gran actividad) y provocando asi
altas concentraciones de su precursopd@giberelina inactivaj>®* También interfiere
en el metabolismo de los flavonoides induciendo en arboles frutales una mayor
resistencia a bacterias y a hongbAdemas, presenta una gran ventaja al tratarse de un
producto de baja toxicidad y persistefitiadebido a un proceso muy rapido de
degradacion, sin constituir riesgo aparente ni en los consumidores ni en el medio

ambiente®’®®

Los primeros estudios que relacionan la vid con la prohexadiona de calcio
fueron llevados a cabo por Disegna y Token la variedad de uva Tannat. Estos
resultados apuntan a que la aplicacion de Pro-Ca produce un incremento en el contenido
alcoholico, una mayor intensidad colorante, un mayor volumen en boca y una mayor
intensidad aromatica, incrementandose el contenido de terpernos y norisoprenoides en
comparacion con los vinos testigo. Se ha estudiado el impacto de este producto en uvas
de variedades como Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay y Seyval
observandose una disminucién en el tamafio de Bady&n el caso de la variedad
Cabernet Sauvignon, la reduccion del tamafio de baya estuvo correlacionada con un
incremento en la intensidad colorante y en el contenido de antocianos y fenoles totales

de las bayas, pero estos autores no evaluaron los efectos finales erf’el vino.

En la variedad Tempranillo, la aplicacion de este producto en prefloracion
reduce el rendimiento de produccién, asi como el peso y el tamafio de las bayas. Los
vinos elaborados presentan un mayor contenido en polifenoles totales, taninos e

intensidad colorante y son mejor evaluados sensorialmente que los vinos testigo.
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Debido a la influencia del resto de factores viticolas previamente citados, a la
hora de demostrar los efectos de la aplicacibn en campo de un nuevo producto es
necesario realizar una investigacion que comprenda al menos 2 6 3 afos de trabajo y
enfocado al estudio de mas de una variedad. Por ello, la aplicaciéon de prohexadiona de
calcio en dos variedades mayoritarias de uva tinta, Tempranillo y Garnacha durante dos
vendimias consecutivas y el comportamiento de este producto tanto en uvas como en
vinos y en sus propiedades organolépticas ha sido abordado en el Caplituksta
memoria. Estos estudios llevados a cabo en comparacion con otra técnica de cultivo
ampliamente utilizada como es el aclareo manual, abren camino hacia nuevas
alternativas para controlar el rendimiento de produccién de forma satisfactoria, sin

incidir en el detrimento de la calidad.

21



Introduccion

3. IMPORTANCIA DE LOS COMPUESTOS
POLIFENOLICOS

El analisis cualitativo y cuantitativo de los compuestos polifendlicos resulta
relevante debido a la importancia que suscita su estudio en dos disciplinas de trabajo
bien diferenciadas. Por una parte estos compuestos generan interés en el ambito de la
medicina por las propiedades beneficiosas que reportan en la salud humana mientras
que en el ambito de la enologia el interés surge de las cualidades organolépticas que

estos compuestos imprimen a los vinos.
3.1. Importancia de los compuestos polifendlicos en la salud

Los polifenoles son los compuestos bioactivos antioxidantes mas abundantes que
ingerimos en nuestra dieta ya que estan presentes en multitud de alimentos como frutas
y hortalizas y en bebidas como vino, té y café. Ademéas de sus propiedades
antioxidante§¥’* poseen propiedades antimicrobianas y anticarcinogéhitas.
También son conocidos los efectos de estos compuestos en la reduccidn de

enfermedades cardiovasculares, conocido como la “Paradoja frafc&sa”.

Los efectos beneficiosos podrian estar relacionados con la galoilacion de
catequinas y con la presencia de unidades de galocatequinas en extractos fiaturales.
Por lo tanto, se considera a la galoilacion y a la polimerizacion importantes factores
estructurales con capacidad antioxidante y propiedades antitumorales, aunque todavia

no se puede confirmar una correlacion directa entre estructura y funcion.
3.2. Importancia de los compuestos polifendlicos en el vino

Los compuestos polifenélicos juegan un papel primordial en las caracteristicas
organolépticas y en la calidad de los vinos ya que participan en el color, en el sabor y en
las sensaciones en boca, siendo, en gran medida, responsables del amargor, astringencia,

cuerpo y equilibrio de los vinds.

Asi, losécido fendlicos sin caracteristicas organolépticas particulares en cuanto
a olor y sabor, son precursores de los fenoles volatiles, compuestos producidos por la

accion de ciertos microorganismos (levaduras del género Brettanomyces y bacterias) y
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presentes tanto en vinos blancos como en tintos, con incidencia considerable en las

caracteristicas aromaticas de los vinos obtenidos.

Los antocianosconstituyen la familia de compuestos directamente responsables
del color de las uvas y del color de los vinos tintos jovenes. Tanto los flavonoles como
los flavanoles participan en el color a través de reacciones de copigmentacion y/o
condensaciof® Estudios realizados por Vidal y &lconfirman que los antocianos
también participan en el incremento de la percepcion en boca, otorgando mayor cuerpo
a los vinos. Cheynier y cbt.trabajando con vinos de la variedad Cabernet Franc han
observado como una mayor proporcion de antocianos respecto a taninos da lugar a
vinos méas equilibrados sensorialmente y mas suaves al pabadaes y cof> han

mostrado la participacion de la malvidina-3-glucésido en el sabor amargo.

Los flavonoles tanto glicosilados como sus agliconas, han sido descritos como
amargo&®’sin embargo, estudios realizados por Hufnagel y Hoffiaescriben a los
flavonoles glicosilados como compuestos astringentes pero no amargfiavaoeles
contribuyen a propiedades sensoriales tales como astringencia, amargor yctiefpo.

Los flavanoles interactian con proteinas y polisacéaridos, y participan activamente en la
estabilizacién del color durante la vinificacién y criafiz&egun diversos estudios, la
astringencia y el amargor dependen de las caracteristicas estructurales de las
proantocianidinas, como el tamafio molecular, la composicibn monomérica y el grado
de galoilacién. Asi, a medida que aumenta el grado de polimerizacién y el porcentaje de
galoilacién parece aumentar la sensacion de astring@riéi@especto al amargor, esta
sensacion gustativa es causada principalmente por mondmeros y oligdbmeros de
flavanoles y su intensidad también aumenta con el grado de galoffagiénlo tanto,

el conocimiento de la composicién polifendlica del vino y en concreto de la
composicion estructural de las proantocianidinas resulta esencial para la definicion de

sus caracteristicas sensoriales.
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4. SENSACIONES GUSTATIVAS Y TACTILES EN VINOS.
COMPUESTOS IMPLICADOS.

Las sensaciones gustativas ampliamente aceptadas como sabores son: dulce,
acido, amargo y salado. En la literatura aparece también descrito un quinto sabor, el
unami, traducido como “carnico”, “sabros’En el vino, tanto el sabor salaft®*>%
como el unanif no juegan un papel relevante ya que no tienen ningin impacto
sensorial. Es por ello, que a lo largo de este apartado, soélo resaltaremos los compuestos
quimicos que estan implicados en la percepcion de los sabores dulce, acido y amargo y

en la sensacion tactil astringencia.

4.1. Dulzor

El dulzor es un atributo esperado en vinos dulces pero no especialmente
importante en vinos secos. El sabor dulce de los vinos se ha atribuido principalmente a
la presencia de glucosa y fructdsa@ue son los dos azlicares mayoritarios presentes en
las uvas, siendo notablemente inferior el contenido en otros azucares como la
sacaros& Se ha comprobado que el poder edulcorante de la fructosa es mas de dos
veces superior al de la glucdSasin embargo, ambos azlcares parecen ser sélo
responsables del sabor dulce en vinos dulces, ya que no juegan un papel importante en
vinos secos. En un estudio llevado a cabo con un set de veinticuatro vinos tintos secos,
se observé que el atributo dulce estudiado no era util para clasificar los vinos, ya que
todos fueron evaluados con puntuaciones muy simitaresto es debido a la baja
concentracion de glucosa 0.2 - 0.8 g/L y de frutosa 1.2 g/L encontrada en vinos secos.
Ambas concentraciones se encuentran por debajo del umbral de percepcion detectado
para estos compuestos, el cual es de 3.2 y 1.8 g/L para glucosa y fructosa,
respectivament® Ademas, en ese estudio, el dulzor no estuvo correlacionado ni con
los azucares reductores (glucosa y fructosa) ni con el contenido en etanol. El etanol ha
sido descrito como un compuesto ligeramente dulce en disoluciones sintéticas con un
contenido bajo en etanol, entre un 2 - #% sin embargo, a las concentraciones en
las que se suele encontrar en el vino (>10 % v/v) potencia el amargor y resulta ardiente

al paladar®®
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Hofmann y cof® en un estudio sensorial realizado a partir de los compuestos no
volatiles identificados en un vino seco, anotan como compuestos sensorialmente dulces,
seis aldosas y cetosas (fructosa, glucosa, arabinosa, galactosa, xilosa y ramnosa), ocho
alditoles (glicerol, 1,2-propanodiol, inositol, manitol, arabitol, erititrol, sorbitol y ribitol)

y seis aminoacidos (L-prolina, L-alanina, glicina, L-metionina, L-serina y L-treonina).
Sin embargo, de todos ellos, Unicamente la L-fructosa y el glicerol presentan un impacto
sensorial en el dulzor del vino de estudio, es decir, la concentracion de estos dos
compuestos es superior al umbral de percepcion o factor DoT (Dose-over-Threshold)
(cociente de la concentracion del compuesto entre su concentracion umbral de
percepcion sensorial). Ambos compuestos también estuvieron implicados en la
percepcion del sabor dulce en otro estudio llevado a cabo con vinos Bfér@oss
compuestos, como la glucosa, el 1,2-propanodiol, el inositol y la L-prolina podrian
jugar también un papel en el dulzor del vino ya que sus concentraciones se encuentran

cercanas al umbral de percepcidn.

4.2. Acidez

Los acidos organicos son los compuestos que intervienen en la acidez del vino
aportando frescor y un estimulo agraddBleaunque en exceso de concentracion
pueden resultar desagradables en Bbéste es el caso del acido tartarico, acido
mayoritario en los vind&®, que a altas concentraciones (> 5 g/L) provoca un intenso y
desagradable sabor al vif.Ademas, el 4cido tartarico presenta un bajo umbral de
percepcion, encontrandose en vinos en concentraciones en torno a 10 veces superiores a
su umbral de percepcidf. El acido tartarico junto con el malico y el citrico,
procedentes todos ellos de las uvas, son los principales responsables del sabor acido de
los vinos. Ademés de contribuir a la acidez, al acido malico se le han atribuido notas
“verdes” y “duras”, las cuales son reducidas en el transcurso de la fermentacion
malolactica, al transformarse el acido malico en laEtipmporcionando un sabor acido
“agradable” o “suavé®® mientras que el acido citrico ha sido descrito como
“refrescante™®® Los otros dos &cidos procedentes de la fermentacién alcohdlica, acido
aceético y acido succinico, contribuyen en menor medida a la acidez aportando un
caracter o sabor suplementafidAsi, la presencia de acido succinico podria potenciar

el amargor de los vind$® Por otra parte, el &cido acético en concentraciones inferiores
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a 300 mg/L proporciona una complejidad deseable al vino, tanto en el aroma como en el
sabor mientras que en concentraciones superiores presenta un sabor agrio, confiriendo a
los vinos un aroma desagradatfieSin embargo, hay otros &cidos como el &cido
fumarico y el acido piravico, que al encontrarse en pequefas concentraciones, no tienen
un impacto sensorial en la acidez del vino. Lo mismo ocurre con los acidos glutamico,
isocitrico y aconitic8® De acuerdo a estos datos, un estudio publicado por Hofmann y
col %8 mostré que en un vino tinto seco, el 4cido L-tartarico y el acido D-galacturénico
son estimulantes importantes del sabor acido, seguidos del acido acético, succinico, L-

malico y L-lactico.

Los acidos fendlicos hidroxicinamicos y benzoicos, al poseer una funcion
carboxilica son descritos como acidos, sin embargo, su presencia en concentraciones
inferiores a su umbral de percepcion los excluyen de la contribucion a este sabor en el
vino. 2 verette y col*? han comprobado como la adicién de acido cafeico y de sus
ésteres al vino en una concentracion de 150 mg/L no modifica la percepcién de la
acidez. Preys y cdf* tampoco han observado ninguna correlacién entre el atributo
acidez y la presencia de &cidos fendlicos. Ademas, los &acidos benzoicos han sido
descritos como amargos, dulces, astringentes y picantes, a distintos niveles, en funcién

de su estructurd?

4.3. Amargor

Expertos en alimentacion reconocen la dificultad de encontrar un nivel 6ptimo
de amargor para cada persona, ya que la respuesta al sabor amargo y el umbral de lo que
es aceptado o no varia enormemente de una persona 8 bos.umbrales de
percepcién para el sabor amargo son extremadamenté'b&jdssiendo la quinina
detectada en concentraciones de 25 umol/L y ciertas toxinas son aun detectadas en
concentraciones inferiores. A pesar de ello y por cuestiones genéticas, en torno a un
25 % de la poblaciéon no es capaz de detectar el sabor altamente amargo que denotan
compuestos sintéticos como la feniltiocarbamida (PTC) y el 6-n-propiltiouracil
(PROP)*"M8 Diversos test®'??se han propuesto con el fin de determinar aquellos

catadores capaces de percibir el amargor de los que no lo son.
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Al igual que en la cerveza o en el café, en el vino tinto se espera un cierto grado
de amargor, el cual se suele relacionar con un compuesto deseable en estas bebidas:
acidoo-lupulico o cafeina, respectivamefité?****Por el contrario, en vinos blancos,
el amargor es considerado un atributo indesédbMumerosos estudios sefialan a los
compuestos polifendlicos responsables de aportar este atributo en lo¥Aries*
Compuestos polifendlicos monoméricos, como las agliconas de los flavonoles
(miricetina y quercetina) y como los flavanoles (catequina) han sido denotados como
amargos 32’ Algunos flavonoles también han sido descritos amargos al 5 % de
agua/etandf®, sin embargo, estudios realizados por Hufnagel y Hoffatescriben a
los flavonoles glicosilados como compuestos astringentes pero no amargos. La
percepcion del amargor puede variar en funcion de la polimerizacion de los taninos e
incluso de la estereoquimica del compuesto. Asi, Peleg® ltah demostrado como la
(-)-epicatequina es mas amarga que el estereoisbmero (+)-catequina y que ambos son
mMAas amargos que una procianidina dimera y ésta a su vez que una procianidina trimera.
Por el contrario, Hufnagel y Hofma¥irhan detectado umbrales de percepcién para el
amargor inferiores en el caso de procianidinas dimeras y trimeras, estando en torno a
400 - 500 umol/L que en el caso de los monémeros (+)-catequina y (-)-epicatequina,
cuyos umbrales sensoriales son 1000 y 930 pumol/L, respectivamente.

Un estudio llevado a cabo con vinos blancos elaborados con y sin el contacto de
los hollejos y de las pepitas y con adicion de antocianos revel6 que la puntuacion dada
al atributo amargo estaba correlacionada con la mayor parte de lo compuestos fendlicos,
pero especialmente con las proantocianidinas y con los fenoles polifti@riesgndo
de acuerdo con otros resultados previ®s$* En esta linea, un estudio centrado en la
reconstitucion cuantitativa de la fraccién no volatil de un vino®ecombinando el
aislamiento de los compuestos con el analisis sensorial, engloba como compuestos
potencialmente amargos a dos flavanoles mondmeros (catequina y epicatequina), a
cuatro dimeros (B1, B2, B3 y C1) y a siete ésteres de los acidos fendlicos (éster etilico
del &cido galico, éster etilico del acido p-cumarico, éster etilico del acido siringico, éster
etilico del &cido vanillico, éster etilico del acido cafeico, éster etilico del &cido ferulico,
éster etilico del acido protocatéquico). A pesar de presentar todos estos compuestos
concentraciones 10 veces inferiores a su umbral de percepcion, se ha sido descrito que
el amargor puede estar inducido por concentraciones por debajo del umbral de

percepcion sensorial tanto de los ésteres de los acidos fenélicos como de los flavanoles.
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Por el contrario, los fenoles poliméricos de més de 5 kDa asi como los amino&cidos son
descritos como compuestos no amargos. Un trabajo sensorial enfocado al estudio de
fracciones de vino tinto destacO que el amargor percibido es debido a la presencia de
flavanoles mondmeros como la catequina y la epigalocatequina, acidos fenolicos como

el cutarico y el caftarico y flavonoles como la miricetiffa.

Un ensayo reciente centrado en el estudio de polifenoles con capacidad de
activar en el ser humano distintos receptores del sabor amargo, establece que la (-)-
epicatequina activa tres receptores, TAS2R4, TAS2R5 y TAS2R39, mientras sélo dos
receptores TAS2R5 y TAS2R39, responden a la poligaloilglucosa. En contraste, la
malvidina-3-glucosido y la procianidina trimera estimulan un anico receptor TAS2R7 y

TAS2R5, respectivamente.

A pesar de los trabajos enfocados al estudio del sabor amargo en los vinos, aun
no ha sido posible obtener un modelo predictivo para este ‘SabSiEste hecho puede
ser debido, bien a la capacidad genética relacionada con la percepcion de este sabor y/o

bien a las interacciones sensoriales que enmascaran su percepcion.

4.4. Astringencia

La astringencia es principalmente descrita como una sensacion>%&ttil
debida a la interaccion de los taninos con las glicoproteinas salivares, generando la
pérdida de lubricacion de la cavidad bucat®” Esta sensacién también esta

condicionada por el caudal salival y la composicion de la saliva de cada indi#dtio.

La astringencia es la sensacion tactil mas ampliamente estudiada ya que es una
importante caracteristica correlacionada con la calidad de los vinostfht&sun
exceso de astringencia puede enmascarar el resto de sabores y sensaciones, mientras que
en defecto, los vinos resultan “flojos”, insipidos y poco aprecifdam estudio
realizado con el fin de comparar las preferencias de los consumidores habituales de vino
con las preferencias de expertos en vinos, corrobord que los expertos en vino denotan a
vinos con marcada astringencia como vinos de mas calidad, mientras que esta

apreciacion no refleja el gusto de los consumidbfe's?
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Varios autores han descrito distintos términos o subcualidades para definir la

astringencid®'* Asi, Gawel y cof*

publicaron “la rueda de las sensaciones en boca”
denotado en inglés como “the mouth-feel wheel” que incluye un Iéxico jerarquizado que
permite describir la astringencia con diversos términos tales como rugosidad, sequedad,
granulado, constriccién, aspereza, dureza, sedosidéddurd 8). Algunos de estos
términos se han utilizado en diversos trabajos para definir de manera mas precisa la
sensacion tactil percibidd***1*® Asi también, algunos de ellos son ampliamente

empleados por los endlogos para describir la astringencia de los vinos.

Figura 8. Sensaciones en boca perceptibles en vinos tintos.

La relacién existente entre la composicion polifendlica y la astringencia ha sido
ampliamente estudiadg?*!13141:146149-1583wel y col**® anotan que las subcualidades
de la astringencia podrian estar relacionadas con la cantidad o nivel de polifenoles
presentes en el vino. Jones y ©8lpostulan que la composicién fendlica polimérica

esta relacionada con atributos como “aspereza y sequedad”. En la misma linea,
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Hufnagel y Hofman® describen una fraccién polimérica de peso molecular mayor de

5 kDa como astringencia “rugosa’. Se ha observado que tanto el incremento en el grado
de polimerizacion como en la galoilacion aumentan la aspereza y la sequedad percibida,
mientras que la presencia de epigalocatequina parece disminuir esta
percepciorf>9411314’Recientemente se ha establecido que la astringencia de los vinos
se encuentra mas afectada por la composicién quimica que por la concentracién o el
grado medio de polimerizacid En este contexto, Wollmann y Hofmarth
encuentran que el grado medio de polimerizacion y la galoilacion no tienen una
influencia significativa en la percepcién de la astringencia. Sin embargo, algunos

trabaj0é53'157'158

muestran que la concentracion de taninos no es suficiente para explicar
la diferente astringencia percibida en los vinos y por lo tanto tampoco lo son los
meétodos quimicos que miden la astringencia a través de la precipitacion de taninos con

proteinag>?1%°

Otros compuestos diferentes de las proantocianidinas que parecen contribuir a
aumentar la astringencia de los vinos son los antocigndsy los pigmentos
poliméricos grandes (LPP¥**®1>INo obstante, hay autores que apuntan a que el papel
gue juegan los antocianos en la astringencia depende de la concentracion en la que estan
presentes las proantocianidinas. Asi, a bajas concentraciones de proantocianidinas, los
antocianos incrementan la astringencia aterciopeladantras que a elevadas

concentraciones de proantocianidinas parecen dismifitirla.

También los compuestos polifendlicos de bajo peso molecular como flavanoles
monomeros Yy acidos fendlicos han sido descritos principalmente como
astringente&?113149161-163na hacho, Acidos fendlicos como el cutérico, caftarico y
cis/trans aconitico han sido incluidos junto con el contenido de proantocianidinas
precipitables con ovoalbumina y el contenido en etanol en dos modelos predictivos
realizados para explicar la astringencia percibid&n esta linea, Hofmann y c8l.
observaron como la astringencia causada por la fraccion polimérica de mas de 5 kDa se
ve también amplificada por la presencia de acidos como el caftarico, el galico y el acido
carboxilico-2-furano. Al igual que los acidos fendlicos, los &cidos orgénicos también
son considerados amplificadores de la astringéntf&*'®® En este sentido, un
compuesto que parece ser importante en la astringencia de los vinos jévenes es el acido

aconitico debido al bajo umbral sensorial que presenta, 0.1 mg/L, para esta sefsacion.
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Los flavonoles glicosilados también contribuyen a la astringencia denotada con
la subcualidad de sedosid28El impacto sensorial en los vinos atribuido a esta familia
de compuestos parece ser muy importante, ya que tienen umbrales sensoriales muy
bajos (0.1 - 2.1 mg/L3? Entre estos compuestos, la quercetir@-3#indsido, presente
en los vinos, ha sido considerada como un compuesto clave en la astringencia atribuida
al té negro ya que es percibida como astringente en muy bajas concentraciones
(0.9 1g/L).*®’

Por otra parte, tanto el pH como el etanol parecen tener una gran influencia en la
percepcion de la astringencia de los vinvarios autores han afirmado que una
disminucién del pH provoca un incremento en la percepcion de astringencia de los
vinos!®*1®8sin embargorespecto al etanol, surgen resultados contradictorios cuando se
evalla su implicacion. Trabajos publicados anotan que el etanol incrementa la
viscosidad percibida, y que es ese incremento en la viscosidad lo que provoca la
reduccién de la astringencia percibid&'’° Por el contrario, otros estudios apuntan el
minimo o nulo efecto del etanol en la viscosidad y el cuerpo de losVirtéDiversos
estudios han mostrado que el etanol minimiza la intensidad de la astringencia,
atribuyendo este hecho a la habilidad de interferir mediante interacciones hidrofébicas
entre los taninos y las proteinas, causando una reduccion de la precipitaciéon de los
taninos y una mejor lubricaciéon ofdlf®**® esto, siempre y cuando, no exista una
elevada concentracion tanitd.Otro estudio realizado ha reflejado como el incremento
de etanol del 8 % al 14 % no modifica la percepcion de la astringencia pettibida.
Vinos tintos con un elevado contenido alcohdlico han sido percibidos como menos
astringentes pero mas complejos, persistentes y con mas afomas.

Demiglio y col**®llevaron a cabo tratamientos combinados de pH y e{phbB.4
y 3.6; etanol 12 % y 15 %) para ver asi la influencia de ambos parametros en las
distintas subcualidades de la astringencia, confirmando que las combinaciones

utilizadas no tenian ningun efecto en las subcualidades estudiadas.
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4 5. Persistencia

La persistencia es otro atributo comunmente estudiado en el analisis sensorial de

§7,176,177

los vino ya que es un término que se ha relacionado con la complejidad de los

mismos’’®

La persistencia ha sido definida como la ultima impresion que deja el vino en la
boca, una vez que el amargor y la astringencia han sido detéftadbgn como la
duracién o tiempo que las sensaciones permanecen en |&b8eaha observado en
varios trabajos, que en vinos tintos, la persistencia esta correlacionada con la

§°153 con el contenido en polifenoles y con la acittdMeillon y coll”

astringenci
han afirmado que un mayor contenido alcohdlico proporciona vinos mas complejos y
persistentes aunque esta observacion no ha sido corroborada por otros @itdres.

el contrario, en vinos blancos, la persistencia depende en gran medida de la
composicién aromatica de los vind&.Como se ha observado en un trabajo publicado
recientement® y que forma parte del Capitulo 5 de esta memoria, la persistencia de
vinos tintos estd positivamente correlacionada con la astringencia, la intensidad

retronasal, el amargor y la intensidad aromatica (frutas negras y rojas y aromas lacteos).
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5. INTERACCIONES SENSORIALES

Hasta ahora se ha abordado el estudio de compuestos individuales o familias de
compuestos que tienen influencia en las propiedades organolépticas de los vinos. Sin
embargo, el vino es una matriz compleja en el que la que la presencia de uno o varios
compuestos puede afectar a las propiedades fisico-quimicas de otros y en el que ciertos
atributos sensoriales pueden afectar a la percepcion de otros, produciéndose
interacciones de tipo sabor-sabor, sabor-aroma, sabor-astringencia y astringencia-
aroma® 818! pe entre ellas, las interacciones sabor-aroma han sido las mas
estudiadad®* 17018188 qr e| contrario, un mayor desconocimiento surge en torno a las
interacciones sabor-sabor y sabor-astringencia. Varios trabajos abordan el estudio de
estas interacciones pero utilizando disoluciones sencillas con combinaciones binarias o
ternarias de compuestos sensorialmente actio®**Recientemente, la utilizacién
de vinos reconstituidd® y la omisién de grupos de compuestos responsables de un
determinado sab¥than permitido profundizar en el conocimiento de las interacciones

sabor-sabor y sabor-astringencia.

Asi, ha sido descrito que @lilzor afecta a la percepcion de la astringencia y al
amargor:®1919% A concentraciones relativamente altas de un compuesto astringente
(sulfato de aluminio o &cido tanico), la adicién de sacarosa produce una disminucion de
la astringencia percibida, mientras que para bajas concentraciones, no se observa ningan
efecto!®® En vinos tintos, la adicién de sacarosa suprime la intensidad méaxima de
astringencia percibidd®’ En un vino tinto reconstituido, la omisién de varios
compuestos dulces (aldosas, cetosas y alditoles) produce una pérdida significante de
dulzor y de cuerpo y un ligero incremento tanto de la astringencia secante como rugosa,
asi como del amargor y de la acidez. De forma simultanea, la omision de compuestos
fendlicos claves en la astringencia y considerados no amargos causa un incremento en el

dulzor®®

Respecto a lacidez la omision de los acidos organicos de una solucion modelo
de vino tinto provoca la disminucion de la astringencia rugosa, produciéndose un
incremento de la astringencia percibida con la subcualidad de sedosa, lo cual muestra el
importante papel que juegan estos compuestos en la percepcion de algunas
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subcualidades de la astringentiatros autores, han establecido que la acidez y las
correspondientes subcualidades de astringencia percibida en bayas de uva puede venir

explicada por el cociente aztcar/acidez mas que por el contenido total dé%citlos.

En relacién akabor amargo, éstees reducido por la presencia de azucares y
sustancialmente incrementado por el etAfd®* También el glicerol tiene un efecto
supresor sobre este sab¥rScharbert y Hofmann comprobaron como la omisién de

flavonoles glicosilados y de catequina disminuye el amargor peréido.

Respecto a lastringencia se ha observado como un descenso en el pH y por lo
tanto un aumento de la acidez del vino incrementa esta sensacion. Esto es debido al
descenso del numero de iones fenolato y al aumento de moléculas no cargadas que son
susceptibles de formar puentes de hidrégeno con las proteinas y por lo tanto de que
éstas precipiten generando un aumento en la astrindéhei3El dulzor también se ha
comprobado que mitiga la percepcion de la astringEncid®® al igual que el etanol,
aungue ya se han comentado anteriormente las contradicciones existentes respecto a
este compuest&n un experimento centrado en la omision de compuestos astringentes
y no amargos se observa como la eliminacion de este grupo de compuestos produce una
disminucién de la astringencia pero también una disminucion de la puntuacion dada al
atributo amargo, lo que parece apuntar a la existencia de una interaccion entre el

amargor y esta sensacion tatt.

Un trabajo realizado con vinos sintéticos preparados a partir de la combinacion
de la fraccion volatil y no voléatil de distintos vinos y enfocado al estudio de la
interaccion aroma-astringencia, sefiala que un aumento de notas aromaticas frutales
provoca un aumento del dulzor, lo que genera un descenso en la percepcion de la
astringencia y del amarg¥ Este hecho, ha sido relacionado con la presencia de
interacciones cognitivas y se ha descrito como un fenOmeno de aprendizaje asociativo
ya que un aumento en el aroma frutal hace que el vino sea percibido como mas dulce y

por lo tanto menos astringerffé:>°®

Los conocimientos hasta ahora recogidos en el campo de las interacciones se
muestran en ld&igura 9 y sirven de base a la hora de enfocar nuevos trabajos de

investigacién en este campo.
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{ Astringencia } bulzor
$DULZOR < ¥ Amargor $AMARGOR < ¥ Acidez

¥ Acidez / DULZOR \ % Astringencia

ACIDEZ AMARGOR
Anol { Dulzor
$ butzor ASTRINGENCIA § Amargor
tASTRINGENCIA . 9 acidez tAcIDEZ , ,
Aromas frutales & { Astringencia sedosa

4 Amargor w - /[ t Astringencia rugosa/secante

Figura 9. Interacciones sabor-sabor y sabor-astringencia en vinos.

Diversos autores estan abordando este tema con matrices lo mas similares
posibles al vino, en unos casos, mediante operaciones de deconstruccién/reconstruccion
de fracciones vinic83y en otros casos, fijando las variables que pueden modificar estos
estimulos, como el aroma y el etanol, estudio que se aborda en esta tesis doctoral, para
asi poder conocer mas en profundidad la influencia del resto de percepciones y abrir

nuevos caminos en el mundo de las interacciones.

5.1. “Efecto Dumping’ o restriccion de la respuesta

La eleccion de los atributos a considerar en un panel sensorial a la hora de
evaluar una muestra es un factor determinante a la hora de evitar una sobrevaloracion o
infravaloracion de la respuesta. Se denomina efdatmping o restriccion de la
respuesta al uso incorrecto de las escalas sensoriales de respuesta. Este efecto se ha
observado en el caso del dulzor, encontrando un incremento en la puntuacion del
atributo dulce en presencia de un aroma frutal cuando el Unico atributo puntuable era el
dulzor!®® Cuando se permite la puntuacién de ambos atributos, dulzor y aroma frutal,
no se observa un incremento en el dulzor. El mismo efecto se observa entre el dulzor y
el aroma a vainil®’, por lo que la seleccién de un nimero apropiado de atributos

puede solucionar el problema de incrementos ilusorios o irreales.
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En el caso del estudio llevado a cabo por Van Der Klaauw ¥/%s#. confirma
como la presencia de numerosos atributos puede ocasionar una deflacion o
infravaloracion de las puntuaciones dadas. En este estudio se compararon las
puntuaciones de dulzor de una solucién de sacarosa con un aroma frutal afadido.
Cuando soélo se evalu6 el dulzor, la puntuacion fue mayor que cuando se evalué dulzor
y aroma frutal, pero cuando la intensidad total y seis atributos mas se evaluaron, la
puntuacion de dulzor fue significativamente mas baja que en las otras dos condiciones.
Este efecto parece ser una deflacion debido a la exigencia de sobre particion de las
sensaciones en demasiadas categorias. Aunque este efecto no ha sido exhaustivamente
estudiado, sirve como base cientifica de que un namero muy amplio de atributos a
evaluar, sobre todo, por consumidores no entrenados puede afectar a los resultados
obtenidos. Incluso trabajando con panelistas entrenados es dificil predefinir el nimero
correcto de atributos que eviten que se pueda producir este eflectpifig”. En
cualquier caso, la discusién de los diferentes términos utilizados asi como la utilizacién
de un vocabulario preciso y el evitar introducir términos irrelevantes podrian ayudar a

solventar este probleni®
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6. DETERMINACION DE POLIFENOLES EN VINO

La cuantificacion del contenido polifendlico presente en vinos o en fracciones
vinicas se puede llevar a cabo bien empleando métodos generales con su posterior
determinacion espectrofotométrica o bien mediante la separacion de los compuestos y

su posterior deteccion.

6.1. Métodos generales

El método mas empleado para obtener una estimaciéon del contenido polifendlico
de vinos o de fracciones de vinos es la medida a 280 nm, conocido como el indice de
polifenoles totales (IPTJ'° Debido a su sencillez y rapidez es la medida que mas se
utiliza en las bodegas para conocer de forma aproximada el contenido polifenélico de
los vinos. Ademas, diversos autores han establecido en vinos una correlacion positiva

entre el IPT y la astringencia, la intensidad global y la persistencia pertiida.

Un ensayo mas especifico, ya que permite estimar el contenido total de taninos
condensados o proantocianidinas, es el método de la vaffillielacual mide la
cantidad de taninos presentes en los vinos mediante la reacciéon con un aldehido
aromatico como es la vainillina. Otros métodos basados en la precipitacion de taninos
con proteinas, como la ovoalbuniffapermiten obtener una informacién lo mas
comparable posible con la astringencia percibida por un panel sensorial. Asi, un estudio
realizado con el fin de explicar la astringencia percibida en los vinos, ha incluido la
determinacion de las proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAs) en el modelo
propuesto, debido a la influencia significativa que proporciona esta determinacion en la

astringencia finat>®

Para la estimacion de los antocianos libres presentes en un vino un meétodo
sencillo y muy utilizado ha sido su determinacibn mediante la decoloracién con

sulfuroso?®?
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Debido a la rapida e interesante informacion que aporta la realizacion de estas
medidas a la hora de disponer de una primera caracterizacion de los vinos, fueron los

seleccionados y utilizados en esta memoria.

6.2. Métodos instrumentales
6.2.1. Separacion de compuestos polifendélicos

El andlisis de compuestos polifendélicos en matrices como el vino tinto no resulta
una tarea facil debido al gran nimero y variedad de compuestos polifenélicos presentes,
lo que dificulta el analisis directo a pesar de disponer de ténicas cromatograficas de alta
resolucidon como la cromatografia liquida. Por ello, en los ultimos afos, se ha procedido
a la separacion del material polimérico del no polimérico, facilitando asi su

determinacion.

Comunmente, las técnicas que han sido utilizadas para separar el vino en
fracciones, utilizan sorbentes cromatogréaficos de baja presién como el*t¥220

ﬂl7_221

Toyopea o0 cartuchos de extraccibn en fase sdlida usando como relleno

cromatogréfico una fase C#82%°

Si el principal objetivo es la separacion de las proantocianidinas o taninos
condensados en base a su grado de polimerizacion, diferentes técnicas como la
cromatografia en capa fiff4 la cromatografia liquida en fase norfiad?® la
cromatografia liquida semi-preparativa con una fasé’dipla cromatografia en contra
corriente de alta velocidat! han sido descritas. De las cuatro, la cromatografia en fase
normal usando como fase estacionaria gel de silice o una fe$é yWimmo detector el
ultravioleta-visible o bien un detector de fluorescefitiae propone como la técnica
mas resolutiva y efectiva en la separacion de proantocianidinas de semillas y hollejos de
uva, cacao y lichi**?**La cromatografia en fase normal permite por tanto la separacion
de formas “galoiladas” de “no galoiladas”, ya que los galoilados eluyen mas tarde que
sus equivalentes no galoiladfds. Sin embargo, esta estrategia también tiene
limitaciones ya que las formas galoiladas pueden eluir en la regién de otros oligdmeros
y ademas las formas galoiladas pueden dar una mayor respuesta en la region del
ultravioleta-visible que las formas no galoiladds® Debido a la abundancia y al

grado de complejidad que presentan las proantocianidinas presentes en vinos, al incluir
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ademas de formas galoiladas y no galoiladas, la presencia de prodelfinidinas, la
realizacibon de una cuantitativa y completa separacibn en base al grado de
polimerizacion de estos compuestos en una matriz como el vino todavia no ha sido
posible. Ademas la falta de procianidinas oligdmeras como patrones purificados

dificulta ain mas una posible cuantificacion.

6.2.2. Andlisis de polifenoles de bajo peso molecular

La cromatografia liquida de alta resolucidon acoplada a un detector ultravioleta-
visible (HPLC-UV/Vis) 6 a un detector de masas (HPLC-MS/MS) es la técnica
comunmente utilizada en el andlisis de compuestos polifendlicos de bajo peso molecular

como antocianos, 4cidos fendlicos, flavonoles y flavanoles.

Sin embargo, la cuantificacion mediante HPLC queda restringida a muestras que
presentan una pequefia proporcion de taninos polimerizados, ya que los polimeros
generalmente eluyen sin resolverse observandose montafias anchas sin picos
cromatograficos bien resueltos. En particular, la resolucion empeora a medida que
incrementa el peso molecular debido al gran numero de posibles regio vy
estereoisomeros formados y a la menor cantidad de cada uno de los compuestos
presentes de forma individual. Hasta el momento ha sido posible una buena resolucion
hasta un grado de polimerizacién de cinco unidaffe®or ello, en general, la
caracterizacion del contenido proantocianico en los vinos implica la utilizacion de otros

métodos analiticos como los que se detallan a continuacioén.
6.2.3. Andlisis y deteccion de proantocianidinas

6.2.3.1. Determinacién de la composicion y concentracion utilizando agentes
nucledfilos

Las proantocianidinas presentes en matrices como el vino, son generalmente
analizadas después de una reaccion de depolimerizacion catalizada en medio acido en
presencia de un agente nucledfilo. Asi las unidades terminales (flavanol) y las unidades
de extension (flavanol + agente derivatizante) obtenidas mediante la denominada

reaccion de tidlisis cuando se empledolueno tiof*"#*

pueden ser cuantificadas
mediante el analisis con HPLC-UV/V&233Por el contrario, si como nucledfilo se usa

el 1,3,5-trihidroxibenceno (floroglucinol), esta reaccion recibe el nombre de
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floroglucinélisis?**%*° En ambas reacciones, el agente catalitico es capaz de romper
enlaces simples como los enlaces tipo-B, pero proantocianidinas con dobles enlaces
como las de tipo-A son resistentes a la tidlisis, resultando por tanto unidades de
extension mediante tioeter derivados y unidades terminales *fb(@sgura 10).
Ademés, como confirman diversos autétesio resulta posible la cuantificacion de
derivados tioliticos de proantocianidinas tipo-A mediante cromatrografia en fase reversa
debido a la baja resolucién del producto formado y también probablemente a la escasa
concentracion de estos compuestos en los vinos. No obstante, estas reacciones permiten
determinar tanto la composicién estructural como el grado medio de polimerizacién de
las proantocianidinas. Diversos trabajos han mostrado la contribucion de las distintas
unidades terminales y de extension a la astringencia percibida, obteniéndose resultados
contradictorios. Asi, Quijada-Morin y cbFf establecen una correlacién significativa
positiva entre las unidades ECe y GCt con la astringencia mientras que las unidades de
EGC tanto de extensién como terminales reducen la astringencia percibida. En ese
estudio no se encontraron correlaciones entre las unidades galoilados y la astringencia.
Sin embargo, en un trabajo postetfdria ECGt si que mostré correlaciéon con la

astringencia.

Unidades de extension

Unidades terminales

Derivado tiolitico con
un enlace de tipo-A

Derivado “ ) )
tiolitico Unidad libre

1 .
| terminal

L 3

OH
Ol i:

Figura 10. Reaccion de depolimerizacion mediant¢olueno tiol de proantocianidinas que
presentan series de catequinas y epicatequinas con enlaces interflavanoles de tipo-A y de tipo-B.
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6.2.3.2. Determinacion de la composicion utilizando MALDI-TOF MS

En la actualidad, esta técnica espectrométrica de ionizacion suave,
(desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz y acoplada a un analizador de
tiempo de vuelo); cuyo nombre procede de sus siglas en inglés “Matrix Assisted Laser
Desorption lonization” y “Time-Of-Flight”, aporta una rapida e interesante informacion
cualitativa del contenido proantocianico presente en una muestra de vino sin necesidad

de una exhaustiva preparacion de la muestra.

Esta técnica tiene un pasado reciente en el analisis de compuestos polifenélicos
ya que fue a principios de los afios 90 cuando Karas ¥/“dal.utilizaron por primera
vez en el andlisis de polifenoles de uvas. Grados de polimerizacion d&dfez
quincé*’ o veinté*® han sido detectados mediante MALDI-TOF MS. Una caracteristica
basica de esta técnica es la mezcla del analito con una matriz adecuada, seguida de la
aplicacion de esta mezcla en una platina o porta muestras, produciéndose entonces la
irradiacion a través de un laser de pulsos. Durante esta irradiacion tiene lugar la
vaporizacién e ionizacién del analftt. Este proceso ocurre mediante la absorcién de
energia por parte de la matriz utilizada, la cual transfiere parte de esa energia a las
moléculas de analito que se encuentran en sus proximidades. Por lo tanto, uno de los
requisitos que deben cumplir los compuestos que actian como matrices en esta técnica,

es que deben absorber luz a la longitud de onda emitida por el laser ufffzado.

Las matrices mas frecuentemente usadas para la deteccion de polifenoles son las
derivadas del acido benzoico como el &cido 2,5-dihidroxibenzoico, (2,5DtH)
aungue estudios recientes llevados a cabo por Nunes-Mirand&> lcah verificado
problemas a la hora de trabajar con esta matriz, siendo descartada debido a que la
mezcla tardaba mas de 24 horas en secarse, centrando su estudio en otras matrices como
el &cido sindpico y el &cide-ciano-4-hidroxicinAmico (CHCA). Esta técnica report
multiples ventajas respecto a la ionizacion mediante electrospray incluyendo una gran
tolerancia ante las impurezas, la deteccién de iones predominantemente monocargados

y la posibilidad de reanalizar la muestra.
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Hoy en dia, MALDI-TOF MS es una técnica empleada en la clasificatigpn
trazabilidad de vinos blancd¥ Ademéas, mediante esta técnica, se ha conseguido
obtener una rapida identificacidbn de antocianos presentes en uvas y vinos sin necesidad
de llevar a cabo una previa purificacién de la muéstr&in embargo, hasta nuestro
conocimiento, esta técnica apenas se ha aplicado en el analisis de proantocianidinas en
una matriz como es el vino tinte®
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Capitulo 1. Caracterizacion de proantocianidinas en vino mediante MALDI-TOF MS

1.1. ANTECEDENTES

Las proantocianidinas (PAs) o taninos condensados son polimeros formados por
unidades de flavan-3-oles. En las uvas, estos compuestos, tanto monémeros como
polimeros se encuentran mayoritariamente en los hollejos y en las semillas. La
presencia de estos compuestos en los vinos es debida a la extraccion que tiene lugar
durante la vinificacion. Asi, si no se ha realizado un despalillado previo, el raspon
también puede aportar proantocianidinas al vino fifidlos flavanoles juegan un papel
muy importante en los vinos debido a su elevada reactividad, participando en reacciones
de polimerizacién, condensacion y oxidadi§nademas de aportar astringencia,
amargor y cuerpo a los vinos. Por otra parte, las proantocianidinas estan implicadas en
la calidad de los vinos ya que son responsables de propiedades organolépticas tales
como la astringencid, participando también durante el envejecimiento en la estabilidad
del color de los vinos.

La estructura de las proantocianidinas varia de acuerdo a la hidroxilacion de los
anillos Ay B, a la estereoquimica de los carbonos C2, C3 y C4 del anillo central, y a las
uniones que tienen lugar entre flavanoles. Los flavanoles pueden también encontrarse
esterificados con el acido galit8.Las proantocianidinas constituidas exclusivamente
por (epi)catequina se designan como procianidinas (PC) mientras que las que contienen
(epi)galocatequina son denominadas prodelfinidinas (PD). Estas Ultimas suelen estar
también unidas a las procianidinas. Los taninos presentes en las semillas de las uvas
estan Unicamente compuestos por procianidifamientras que los taninos de los
hollejos presentan tanto procianidinas como prodelfinidifiaisniones de dos a cinco
unidades de monomeros reciben el nombre de oligdmeros mientras que son

considerados polimeros cadenas largas de mas de cinco unidades de moiémeros.

Debido a la diversidad y a la complejidad estructural de las proantocianidinas, el
andlisis y la caracterizacién de éstas resulta una tarea iffesii, a medida que
aumenta el peso molecular alcanzando un grado de polimerizacién mayor deetuatro,
namero posible de regio y estereoisémeros se incrementa tanto que resulta muy dificil la
separacion mediante cromatografia liquida en fase reversa. Sin embargo, esta técnica
puede ser aplicada para la identificacion de unidades terminales y de extension de

proantocianidinas una vez aplicada la reaccién de depolimerizacion de éstas en
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presencia de un agente nucledfilo tal como el floroglutirmkl toluenau-tiol.*® Esta
reaccion, entre otros parametros, permite determinar el grado medio de polimerizacion
(mDP) de las muestras. Muchos estudios han utilizado esta reaccion para conocer el
grado medio de polimerizacién de proantocianidinas en semillas d&'f¢mDP = 2.8
—17.4), en hollejos de u¥d (MDP = 3.8 — 81.0) y en vind¥?°(Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Datos de polimerizacién, porcentaje de galatos y de prodelfinidinas encontrados en
vinos elaborados con distintas variedades de uva tinta.

Grado medio de Porcentaje de Porcentaje de
Variedad polimerizacion galatos prodelfinidinas Referencias
(mDP) (%) (%)

Tempranillo 13 2.8 11.3
Graciano 6.9 2.8 8.2 Monagas y cot’
Cabernet Sauvignon 9.0 3.4 10.6
Cabernet Sauvignon 27-6.6 4.1-8.9 13.3-29.2 Cosme v col’
Syrah 22-81 1.3-95 15.1-22.6 y cot-
Cabernet Sauvignon 1.8-7.13 0.88 - 6.38 8.73-28.01 Chira v col2X
Merlot 1.25-3.43 1.42 - 3.65 43-19.7 y col
Syrah 10.3 51 19.5 22
Merlot 5.8 8.3 12.8 Maury y col:
Tinta Miuda 3.7-156 1.8-83 = Suny col*®
Tinta Miuda 48-22.1 3-73 e Suny col®®

Mezcla de: Merlot,

Cabernet Sauvignon, 5.8-10.1 84-173 - Wollmann y col*®

Cabernet Franc
Las lineas discontinuas (----) dentro de las casillas indican que el porcentaje de prodelfinidinas no ha sido
calculado en esos trabajos.

La cromatografia liquida en fase normal también se ha aplicado en la separacion
de proantocianidinas en funcién del grado de polimerizacién tanto en plantas como en
alimentos, consiguiéndose una buena separacion hasta un grado de polimerizacién de
diez unidade$*?® No obstante, en una matriz como el vino, aun no ha sido posible una
cuantitativa y completa separacion en funcién del grado de polimerizacion. Esto es
debido a la complejidad de la muestra, ya que contiene ademas de procianidinas

galoiladas y no galoiladas, prodelfinidinas.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica adecuada ya que permite
estimar la distribucion de la masa molecular de proantocianidinas heterogéneas en

mezclas complejas. La ionizacion mediante electrospray (ESI) proporciona especies
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aniénicas y catidénicas con minima o nula fragmentacién y por lo tanto ha sido
ampliamente utilizada en la caracterizacién de este tipo de compuestos en diversos
alimentos’®?®?’ Sin embargo, este método de ionizacién no resulta adecuado para el
analisis de proantocianidinas altamente polidispersas debido a la generacion de iones

multi-cargados los cuales dificultan la interpretacion de los espectros.

La técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF, (desorcidn/ionizacion
mediante laser asistida por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo),
denotada asi por sus siglas en ing\atrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time
Of Flight es una técnica altamente sensible y muy adecuada para el analisis de mezclas
complejas sin necesidad de una separacion previa mediante cromatografia liquida.
Ademas, permite la deteccion de iones moleculares intactos™(Na, o MH") con
una gran precisién y en un amplio rango de m&seALDI-TOF MS se ha aplicado
en la determinacién estructural de los taninos ya que proporciona una amplia
informacion (naturaleza de la unidad basica, presencia de galoilacion, presencia de
prodelfinidinas y rango de masas). Cabe destacar que esta técnica presenta diversas
ventajas sobre la espectrometria de masas con ESI, como por ejemplo, una mejor
tolerancia ante la presencia de impurezas, la deteccion predominante de iones
moleculares mono-cargados y la posibilidad de reanalizar la muestra. A pesar de la
utilidad que parece tener esta técnica son pocos los trabajos que se han realizado
utilizando MALDI-TOF para el andlisis de proantocianidinas en una matriz como es el
vino™, no existiendo hasta el momento ningun trabajo en vino en el que se compare el
grado medio de polimerizacion calculado a partir de los datos de los espectros de masas
y el calculado a partir de la reaccion de tiolisis. Por ello, se ha planteado esta
investigacion que tiene como objetivo evaluar la técnica de MALDI-TOF MS para la
determinacion del grado medio de polimerizacion de PAs presentes en vinos tintos
comerciales. Ademas, mediante este estudio se pretende comparar el grado medio de
polimerizacion observado mediante esta técnica y el obtenido a partir de la reaccion de
tiolisis. También se ha llevado a cabo el analisis sensorial de estos vinos con el fin de
evaluar la influencia del grado de polimerizacion y de la composicién proantocianica

analizada en las cualidades organolépticas de los vinos.
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1.2. MATERIAL Y METODOS

1.2.1. Reactivos

Todos los disolventes utilizados fueron de grado HPLC. Todos los compuestos
quimicos utilizados fueron de pureza analitica. El agua ultrapura fue obtenida a partir
del sistema de purificacion Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia). El gel TSK
Toyopearl HW-50F fue suministrado por TosoHaas (Montgomeryville, PA, U.S.A). Los
disolventes metanol, acido férmico, etanol, acetonitrilo y acido sulfarico fueron
adquiridos en Scharlab (Barcelona, Espafa). El sulfato de quinina 2-hidrato (98%) fue
obtenido en Alfa Aesor (Karlsruhe, Alemania). El acido tartarico y el sulfato de potasio
y aluminio fueron adquiridos en Panreac (Barcelona, Espafa). Catequina, vainillina,
acido clorhidrico, carbonato de cesio, acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) y el
polietilenglicol 2000 (PEG 2000) fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafa). El acido trifluoroacético (TFA) fue suministrado por Fluka (Buchs, Suiza).

1.2.2. Muestras

En este estudio se utilizaron un total de 26 vinos tintos espafioles comerciales
elaborados con distintas variedades de uva y procedentes de diversas zonas
vitivinicolas. La seleccion de estos vinos se realizé teniendo en cuenta su etapa de
maduracion, vinos de las afiadas 2007 y 2008, jovenes, y vinos con permanencia en
barrica entre 15 y 24 meses comprendidos entre las afiadas 1990 a 2005. En la
Tabla 1.2 se muestra la informacidn referente a los vinos seleccionados. Los analisis de

las muestras se llevaron a cabo en noviembre y diciembre de 2008.
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Tabla 1.2. Origen de procedencia, variedades, afiadas y meses de crianza en barrica de las
muestras de vinos tintos estudiadas.

. Origen de . ~ Cnanz_a
Vinos . Variedades de uva Afiada en barrica
procedencia
(meses)
w1 Penedés Cabernet Sauvignon 85 %, Cabernet Franc 15 % 1990 24
w2 Ribera de Duero Tempranillo 90 %, Cabernet Sauvignon 10 % 1999 15
w3 Jumilla Monastrell 2000 18
w4 Baleares Negra Mol 2000 16
W5 Rioja Garnacha, Tempranillo, Mazuelo, Graciano 2001 16
W6 Ribera de Duero Tempranillo 2002 15
w7 Vallegarcia Cabernet Sauvignon 80 %, Merlot 20 % 2002 16
w8 Priorat Mazuelo 55 %, Garnacha 35 %, Syrah 10 % 2002 13
w9 Ribera de Duero Tempranillo 90 %, Cabernet Sauvignon 10 % 2003 18
W10 Monsant Mazuelo 50 %, Syrah 50 % 2003 16
W11 Rioja Tempranillo 100 % 2003 18
W12 Rioja Tempranillo 70 %, Garnacha 20 % y otros 2003 24
W13 Ribera de Duero Tempranillo 2004 14
W14  Bierzo Mencia 2004 15
W15 Rioja Tempranillo 80 %, Graciano 15 %, Garnacha 5% 2004 16
W16 Rioja Tempranillo 2004 20
W17 Rioja Graciano 2004 24
W18 Somontano Syrah 2005 16
W19 Carifiena Syrah 2005 14
W20  Calatayud Garnacha 94 %, Merlot 6 % 2005 13
W21  Ribera de Duero Tempranillo 100 % 2005 15
W22 Rioja Tempranillo 100 % 2007 0
W23 Rioja Tempranillo 100 % 2007 0
W24  Rioja Tempranillo 100 % 2008 0
W25 Rioja Tempranillo 100 % 2008 0
W26 Rioja Garnacha 100 % 2008 0

1.2.3. Preparacion de la muestra

1.2.3.1. Fraccionamiento de los vinos

La fraccion proantocianica (PAs-F) se obtuvo por elucién en una columna
Millipore (Bedford, M.A, U.S.A) Vantage L (120 x 12 mm i.d.) empaquetada a presion
atmosférica con el gel TSK HW-50F siguiendo el método descrito por Guadalupe y
col?® La elucién de los compuestos se confirmé conectando la salida de la columna a
un detector de fila de diodos (Agilent, G1315B) (Waldbronn, Alemania).

Dos mililitros de vino se inyectaron directamente en la columna y la velocidad
de flujo fue regulada a 1 mL/min mediante una bomba peristaltica. Una primera
fraccion, que contenia los compuestos de bajo peso molecular (LMW-F), fue eluida con

60 mL de una mezcla de etanol/agua/acido trifluoroacético (55:45:0.05, v/iv/v).
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La segunda fraccion, la cual contenia el material proantocianico (PAs-F), se
recuperd por elucion con 50 mL de una mezcla de acetona/agua (60:40, v/v). La
Figura 1.1 muestra el cromatograma obtenido mediante cromatografia de permeacion
en gel donde se observa la elucion de las dos fracciones por separado. La fraccion
proantocianica (PAs-F) fue evaporada, liofilizada y posteriormente disuelta en 2 mL de
metanol para su posterior andlisis. Todos los vinos fueron fraccionados por duplicado y
filtrados por 0.45um antes del analisis. Las muestras fueron consesvada®C para

sus posteriores analisis.

i I"T'IAU n
LMW-F
800 - ¥
600 -
PAs-F
200 1 ¥
5l / . ¥

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 min

Figura 1.1. Cromatograma obtenido mediante cromatografia de permeacion en gel y adquirido
a 515 nm en el que se observa la elucion de ambas fracciones.

1.2.4. Analisis de parametros enoldgicos en vinos

1.2.4.1. Azucares reductores, pH, acidez total y grado alcohélico

Los parametros enolégicos convencionales de los vinos, como el contenido en
azucares reductores, alcohol, pH y acidez total se determinaron mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (IRTF) con el equipo Wind¥c&T 120
(FOSS, Barcelona, Espafia), previamente calibrado de acuerdo a los métodos oficiales
de la OIV¥®
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1.2.4.2. Color

La intensidad colorante (IC) fue calculada como la suma de las absorbancias a
420 nm, 520 nm y 620 nm y multiplicada por 10 ya que las medidas se realizaron en
cubetas de cuarzo de 1 mm de paso optico. La tonalidad (T) se calculé como el cociente
entre la absorbancia a 420 nm y la absorbancia a 526 nm.

1.2.5. Analisis de proantocianidinas en la fraccion a estudio

1.2.5.1. Analisis cualitativo de proantocianidinas con MALDI-TOF MS

La determinacion cualitativa de las proantocianidinas se llevo a cabo mediante
una técnica rapida de espectrometria de masas de ionizacion suave denominada
MALDI-TOF.

El equipo utilizado fue el MicroFlex MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania), equipado con un laser de nitrogead@387 nm) y dotado con un
analizador de tiempo de vuelo tipo reflector y lineal. La adquisicion y el tratamiento de
datos se llevaron a cabo utilizando el prograbmanpass for Flex series 1.Elex
control, version 3.0 se utiliz6 en la adquisiciérFex analisisversion 3.0 para el

tratamiento de datos.

La matriz utilizada para el andlisis de proantocianidinas presentes en las
muestras fue el DHB (acido 2,5- dihidroxibenzoico) y la placa portamuestras empleada
fue la MSP 96target ground steel(Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). La
disolucién matriz se preparé a una concentracion de 10 mg/L en acetona. La relacion
muestra/matriz fue de 2:10, (v/v). Posteriormente,u.5le la mezcla se depositaron
en la placa de MALDI y se secaron al aire. El andlisis fue realizado en modo positivo.
El espectro fue adquirido en modo reflector y en un rango de masas de 800 - 4060 Da
con supresion hasta 800 Da y variando la potencia del laser en funcion de las muestras.
La calibracion del espectrometro de masas se llevd a cabo con polietilenglicol 2000
(PEG 2000). El espectro final se obtuvo mediante la suma de 900 disparos efectuados
con el laser. A partir del espectro de masas de MALDI se obtuvo el grado medio de

polimerizacion mediante el calculo de la mediana entre las unidades observadas.
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1.2.5.2. Analisis cuantitativo de proantocianidinas

1.2.5.2.1. Tiolisis-UPLC-MS

La determinacion del grado medio de polimerizacién, de la composicion y
concentracion de las proantocianidinas se llevd a cabo mediante la reaccién de
depolimerizacion catalizada en medio acido y en presencia de toltteodsando
para ello el método propuesto por Labarbe y °cqlero incluyendo algunas
modificaciones. Posteriormente las unidades monoméricas terminales y de extension
fueron analizadas mediante UPLC-MS adaptando el método de HPLC descrito

previamente por Monagas y ¢8l.

Preparacion de la muestra. Se mezclaron 100 pL de la fraccion proantocianica
con el reactivo tiolitico, 5 % (v/v) de toluemstiol en metanol acidificado con HCI
(0.2 N) en una proporcion 1:1. Una vez que el vial estuvo sellado, la mezcla se agito y
se calenté en un bafio de agua a 60 °C durante 10 min. Antes de analizar la muestra
mediante UPLC, se afadieron 150 pL de agua milli-Q a la mezcla de reaccioén para

evitar asi la aparicion de picos asimétricos.

Condiciones cromatograficas. El equipo utilizado fue un UPLC Acquity
(Waters, Milford, MA, U.S.A) con detector de masas (MS) (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania). La separacion se llevo a cabo en una columna en fase reversa Waters Nova-
Pak C18 (100 mm x 2.1 mm, d.i. lurh) a 30 °C. Las fases moviles utilizadas fueron:
eluyente A (agua/acido férmico, 98:2, v/v) y eluyente B (acetonitrilo/agua/acido
férmico, 80:18:2, v/v/v) a un flujo constante de 0.45 mL/min. Las condiciones de
gradiente de elucion se recogen en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Gradiente de elucion empleado para la separacion de unidades terminales y de
extensién a partir de la reaccion de tidlisis mediante UPLC-MS.

Tiempo Eluyente A Eluyente B

(min) % %
0 95 5

5 70 30
5.5 68 32
10 40 60
12 1 99

12.5 0 100

16.5 0 100

Cuantificacion. La cuantificacion se realizé en modo negativo a partir de la
extraccion del ion cromatografico correspondiente. Se integraron las areas de los picos
correspondientes a los flavan-3-oles mondmeros (unidades terminales) y la de los
aductos formados con toluenetiol (unidades de extensién). Se realizaron cudas
calibrado de la (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequidagdlato y (-)-
epigalocatequina. Debido a la ausencia de estandares comerciales de derivados
tioliticos, se consideré el hecho de que los derivados tioliticos tienen un factor de
respuesta similar a las correspondientes unidades monoriféripas lo que su
cuantificacion se realizO empleando la curva de calibracion correspondiente a su
monomero. El grado medio de polimerizacion (mDP), el porcentaje de procianidinas
(% PC), prodelfinidinas (% PD) y galoilacion (% G) se calcularon como el cociente
molar de las unidades totales con respecto a las unidades terminales, el cociente molar
de catequina, epicatequina y sus unidades de extension con respecto a las unidades
totales, el cociente molar de unidades de epigalocatequina respecto a las unidades
totales y el cociente molar de unidades galoiladas respecto a las unidades totales,

respectivamente. Todas las muestras se analizaron por triplicado.
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1.2.5.2.2. Cuantificacidon de las proantocianidinas totales

Para cuantificar el contenido de las proantocianidinas totales (TPAS) presentes
en la fraccion proantocianica de estudio se utilizo el método de la vainillina tal como ha

sido descrito por Guadalupe y ¢l.

Preparacion de la muestra. Se prepararon dos disoluciones: una de acido
sulftrico en metanol al 10 % (Dnl) y otra de vainillina en metanol al 1 % (Dn2). El
método de la vainillina se llevé a cabo utilizando la fraccion proantocianica (PAs-F)
disuelta en metanol. Para ello se prepararon dos cubetas, una correspondiente al blanco
(2.5 mL de metanol + 2.5 mL de Dnl1 + 1 mL de PASsF), para evitar la interferencia de
pigmentos del vino que absorben a 500 nm, longitud de onda utilizada en este método y
otra correspondiente a la referencia (2.5 mL de Dn2 + 2.5 mL de Dnl + 1 mL de
metanol) para evitar las interferencias que puede causar el exceso de vainillina. Primero
se realizo el blanco y posteriormente se introdujeron en el espectrofotometro de doble
haz, la cubeta de referencia y la cubeta con la muestra (2.5 mL de Dn2 + 2.5 mL de Dnl
+ 1 mL de PAsF). Se comenzd adicionando el acido sulfurico y el metanol y a
continuacion se adiciono el mililitro de muestra y se mantuvo durante 15 minutos en el
bafio a 30 °C. Tanto el mililitro de muestra utilizado en el blanco como la vainillina de
la referencia se adicionaron un momento antes de efectuar la medida, es decir, cuando la

muestra ya llevaba 14 minutos en el bafio a 30 °C.

Cuantificacion. La absorbancia de los aductos coloreados formados entre la
vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) y las PAs (flavanoles oligdbmeros y
polimeros con enlace doble en la posicion 2,3 y los grupos hidréxido meta orientados en
el anillo B) se midi6 a 500 nm. Las medidas espectrofotométricas se realizaron en el
espectrofotometro UNICAM UV 2-400 (Labexchange, Burladingen, Alemania). Para la
cuantificacion se emple¢ la recta de calibrado de la catequina en el rango de 100 a 350
mg/L (y = 0.0029x - 0.1541, R= 0.9921). Todas las muestras se analizaron por
triplicado.
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1.2.6. Analisis Sensorial

1.2.6.1. Panel sensorial

Un total de 32 panelistas, estudiantes de enologia y miembros de la Universidad
de La Rioja (12 hombres y 20 mujeres, entre 21 y 62 afios de edad) participaron en trece

sesiones de una hora de duracion a la semana.

1.2.6.2. Entrenamiento del panel

El entrenamiento se llevO a cabo durante ocho sesiones, 4 sesiones de
entrenamiento general y 4 sesiones de entrenamiento especifico, durante las cuales
trabajaron en subgrupos dirigidos por el mismo lider y siguiendo las mismas directrices
para evitar diferencias en el entrenamiento entre los distintos subgrupos. Durante el
entrenamiento general, se les presentaron diferentes estandares de referencia
representativos de sabores y de sensaciones en boca como la astringencia. EI método
que se sigui6 fue el descrito por Sdenz-Navajas §°c8e proporcioné al panel, por
tanto, disoluciones que contenian diferentes concentraciones de azucar de mesa (0 - 12
g/L) para el dulzor, acido tartarico (0 - 1.5 g/L) para la acidez, sulfato de quinina (O - 10
mg/L) para el amargor y sulfato de potasio y aluminio (0 - 5 g/L) para la astringencia,
con el fin de ayudarles en la discriminacion y reconocimiento de las distintas
sensaciones orales. Durante el entrenamiento general los panelistas se familiarizaron
con el uso de las escalas de intensidad para la evaluacion del dulzor, acidez, amargor,
astringencia y persistencia. Durante una sesion tipica los panelistas evaluaban entre tres
y cinco vinos diferentes a los del estudio, puntuando el dulzor, la acidez, el amargor y la
astringencia sobre una escala de 10 puntos (0 = “ausencia”, 1 = “muy bajo” y 9 = “muy
alto”) asi como la persistencia (1 = “muy corta” y 9 = “muy larga”). Los vinos
seleccionados para esta fase del entrenamiento presentaban propiedades orales muy
marcadas y facilmente reconocibles, para lo que se incluyeron vinos tintos, rosados y
blancos de diversos origenes y variedades. Las sesiones concluian con una discusion en
la que el lider del panel comparaba las puntuaciones dadas por los panelistas en la

evaluacion de cada uno de los vinos.

Durante el entrenamiento especifico, los panelistas se familiarizaron con el tipo
de muestras del estudio para lo que evaluaron vinos jovenes y envejecidos con

caracteristicas similares a los vinos del estudio.
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1.2.6.3. Evaluacion de los vinos

Los panelistas entrenados evaluaron los 26 vinos a estudio por duplicado durante
un total de cinco sesiones (10 - 11 vinos por sesidn). Diez mililitros de vino fueron
presentados a los panelistas en copas negras normaffzadagertas por placas Petri,
codificadas con numeros de tres cifras elegidos aleatoriamente y colocadas de acuerdo a
un orden aleatorio. Los panelistas puntuaron el dulzor, la acidez, el amargor, la
astringencia y la persistencia de los vinos en las escalas descritas anteriormente y que se
recogen en ehnexo |. Entre muestra y muestra los panelistas siguieron el protocolo de
enjuague propuesto por Colonna y alAnexo II).

Todos los vinos se sirvieron a temperatura ambiente y se evaluaron en cabinas
individuales. Los panelistas no fueron informados de la naturaleza de las muestras hasta

una vez terminado el experimento.

1.2.7. Analisis estadistico

Se calculo la media del mDP de las proantocianidinas de los vinos
correspondientes a la misma afiada para asi poder crear las ecuaciones que estiman el
mDP en funcion de la afiada. Se aplicé el ANOVA a un factor y el ANOVA a tres
factores a los datos gustativos mediante el programa estadistico SPSS 15.0. (Inc.,
Chicago, IL). Se aplico el andlisis de componentes principales y el andlisis de cluster a
los datos obtenidos del grado medio de polimerizacién calculados mediante MALDI y
tidlisis y al contenido de PAs totales, para examinar la posibilidad de agrupamiento de
las muestras en funcion de la afiada mediante el programa estadistico SPAD 5.5.
(CISIA-CESRESTA, Montreuil, Francia)Las correlaciones de Pearson fueron
calculadas para investigar las relaciones existentes entre la composicion quimica y los

atributos sensoriales.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Caracterizacion enoldgica de los vinos

Los vinos presentaron valores de pH comprendidos entre 3.37 y 4.0, fluctuando

los valores de acidez total entre 4.38 y 6.96, como muestra la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Parametros enolégicos convencionales y de color de los 26 vinos del estudio.

Acidez Acidez AzUcares Grado
Vinos* pH total volatil reductores  alcohdlico IC3 T
(@/L)* (g/L)? (9/L) (% viv)
W1-1990 3.51 494 0.50 2.04 13.7 12.0 1.05
W2-1999 3.57 5.66 0.52 2.14 14.3 7.9 1.22
W3-2000 3.47 6.59 0.41 3.52 15.7 17.5 0.94
W4-2000 3.73 5.93 0.65 2.87 14.6 9.7 0.94
W5-2001 3.57 5.74 0.47 2.34 14.4 9.3 0.94
W6-2002 3.86 4.69 0.39 2.76 14.3 10.8 0.93
W7-2002 3.46 6.10 0.41 1.36 14.2 10.2 0.88
W8-2002 3.40 5.69 0.51 2.16 15.8 8.9 0.82
W9-2003 3.75 5.36 0.56 1.55 14.3 13.2 0.90
W10-2003 3.52 5.44 0.67 1.83 13.3 8.7 0.75
W11-2003 3.45 5.81 0.43 3.96 15.5 9.3 0.85
W12-2003 3.54 6.46 0.61 3.62 14.6 13.4 0.83
W13-2004 3.95 5.03 0.63 3.29 15.0 13.6 0.83
W14-2004 3.70 5.21 0.54 1.65 14.5 12.4 0.75
W15-2004 3.77 5.24 0.60 3.03 14.8 9.4 0.99
W16-2004 3.63 6.30 0.48 2.45 15.5 12.7 0.76
W17-2004 3.61 6.02 0.68 2.97 13.0 11.5 0.82
W18-2005 3.47 5.87 0.49 3.51 15.9 14.4 0.76
W19-2005 3.52 4.93 0.45 3.23 14.7 13.3 0.83
W20-2005 3.37 6.96 0.43 2.90 15.1 16.2 0.75
W21-2005 3.66 5.02 0.63 3.32 15.5 19.9 0.71
W22-2007 3.75 4.44 0.20 0.53 13.7 10.4 0.54
W23-2007 3.79 4.97 0.25 0.58 13.5 11.1 0.55
W24-2008 4.00 4.49 0.08 1.67 14.5 9.6 0.66
W25-2008 3.95 4.38 0.10 1.59 14.2 10.0 0.64
W26-2008 3.43 6.34 0.12 1.98 14.6 7.1 0.53

"Muestras de vinos referenciadas con su afideepresado en gramos de &cido tartarico por litro.
“Expresado en gramos de Aacido acético por Iithatensidad colorante?Tonalidad. Expresado en
unidades de absorbancia.

Como era esperado, los vinos envejecidos mostraron valores de acidez volatil
mas altos (0.41 - 0.68 g/L) que los vinos jovenes (0.08 - 0.25 g/L). El contenido de
azucares reductores fue inferior a 4 g/L y por lo tanto estos vinos se clasifican dentro de
la categoria de vinos secos. Todos los vinos mostraron niveles altos de etanol
(13 - 15.9 % v/v). La intensidad colorante de los vinos oscil6 entre 7 y 19.9. La
tonalidad fue el parametro que reflejo mas claramente la diferencia entre los vinos de las
distintas afiadas, mostrando los vinos jévenes valores inferiores a 0.7 y los vinos

envejecidos valores de hasta 1.2 lo que concuerda con lo observado por
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Ribereau Gayon y cdf.quienes publicaron que los valores normales para un vino joven
oscilan entre 0.5 y 0.7 mientras que durante el envejecimiento se produce un incremento
pudiendo llegar a valores de 1.3. Por consiguiente, los valores determinados de

tonalidad se encuentran dentro de los rangos establecidos por estos autores.

1.3.2. Analisis de proantocianidinas mediante MALDI-TOF MS

1.3.2.1. Optimizacion y consideraciones del método

Previo al analisis de las muestras a estudio mediante MALDI-TOF MS, se llevd
a cabo la optimizacion de una serie de factores. Dos de los parametros que mas influyen
en la sensibilidad y reproducibilidad del método son la seleccion de la matriz y la
preparacion de la muestra-matriz. Por ello, se probaron dos matrices, el acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB) y el ditranol (DIT). Ambas matrices junto con el &cido 3-
indol-acrilico (IAA) han sido las méas ampliamente utilizadas en el andlisis de
proantocianidinas presentes en semillas de uva, zumo de manzana, arandanos y lupulo,
entre otro$®3"8.a matriz DHB fue la seleccionada en este estudio ya que proporciond
un rango de masas mas amplio e introdujo un menor ruido de fondo como muestra la
Figura 1.2. Este hecho fue también observado por Yang y Chien.el andlisis de
proantocianidinas presentes en semillas de uva y granos de cacao. Se testaron también
diferentes relaciones muestra-matriz (1:10, 2:10, 5:10 y 10:10), resultando ser 2:10 la
qgue reporté una mejor relacion sefal-ruido. Todos los andlisis se llevaron a cabo en
modo positivo y reflector. Tanto el modo reflector como el modo lineal han sido
satisfactoriamente aplicados en el analisis de proantocianidinas, sin embargo, si se
persigue una mejor resolucion e identificacion de los compuestos el modo reflector

resulta el mas adecuath.
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Figura 1.2. Espectros de MALDI-TOF MS realizados en una misma muestra en modo reflector
utilizando como matriz DIT (A) y como matriz DHB (B).

1.3.2.2. Determinacion estructural de las proantocianidinas

Los datos correspondientes a las masas de las proantocianidinas han sido
normalmente referidos a sus aductos de sodio o de potasio [M' ¥ Ma]+ K]*.2% En
este estudio, las muestras s6lo presentaban aductos de sodio. La asignacion de las
sefales encontradas en MALDI-TOF MS respecto a las diferentes proantocianidinas ha
sido posible mediante la determinacion de la masa tedrica o calculada. La masa
monoisotdpica tedrica (como aducto de sodio, [M +Nak calculada de acuerdo a la

siguiente formul#:
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[M + Na]® = 290.08 * CAT + 306.07 * GCAT + 152.01 *62.02*B - 4.04 * A
+ 22.99

Donde CAT, GCAT son, respectivamente, el numero de unidades de
(epi)catequina y (epi)galocatequina presentes en la molécula proantocianica, G es el
namero de unidades de éster galoilados combinados a los flavanoles, y B y A son,

respectivamente, el nimero de uniones de tipo-B y de tipo-A presentes entre unidades.

El espectro del andlisis directo de una fraccién de proantocianidinas se muestra
en laFigura 1.3. Insertado sobre él, se muestra un espectro ampliado de las masas

correspondientes a las prodelfinidinas y a los enlaces de tipo A (picos etiquetados).
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Figura 1.3. Espectro de masas de MALDI-TOF en modo positivo reflector, el cual muestra una
serie de procianidinas [M + Nadesde el trimero al decAmero. En el espectro insertado se

muestra una ampliacién de la regién de los tetrdmeros, de las prodelfinidinas y de los picos
derivados de las uniones tipo-A.
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Las masas observadas en el espectro de MALDI-TOF MS, junto con los valores
esperados de acuerdo a la aplicacibn de la ecuacion anterior se muestran en la
Tabla 1.5. En todas las muestras, los oligdmeros mas pequefios detectados fueron los
trimeros ya que el espectro de masas fue adquirido en el rango de 800 a 4060 Da, con
supresion hasta 800 Da con el fin de evitar los efectos tanto de ruido de fondo como de
interferencias con la matriz. Taylor y é8ltambién trabajaron en este rango de masas
en el analisis de proantocianidinas presentes en el lupulo con el fin de evitar ambos
efectos. En los vinos jovenes se detectaron grados de polimerizacion de hasta 10
unidades, al igual que lo observado por Wollmann y*ceh diferentes fracciones
vinicas obtenidas mediante cromatografia de adsorcion en gel a partir de la fraccion
polimérica de un vino tinto. Teniendo en cuenta los datos mostradosTabl#al.5,
podemos afirmar que la fraccion proantocianica de los vinos del estudio esta constituida
por procianidinas separadas por 290 Da (e}, m/z 889, 1177, 1465, 1753, etc.) y por
prodelfinidinas, en las cuales el tercer grupo hidroxilo introduce diferencias de€"16 Da
y también por procianidinas y prodelfinidinas galoiladas con una separacion de 152 Da.
Para verificar si la presencia de esta diferencia de 16 Da era debida a la presencia de
prodelfinidinas y no a la presencia de iones MaK® en la muestra, se introdujo
carbonato de cesio produciéndose por tanto una ionizaciébn mayoritaria ¢on Cs
demostrandose asi que la diferencia de 16 Da era debida a la hidroxilacion. En el
espectro ampliadoF{gura 1.3) se puede observar como esta diferencia de 16 Da es
repetida hasta tres veces, lo cual implica que tres prodelfinidinas pueden estar unidas a
las procianidinas. La mezcla de procianidinas y prodelfinidinas en el mismo compuesto
(ej., m/z 1193) tiene un problema inherente ya que esta sefal puede ser debida tanto a
un tetramero con enlaces tipo-B formado por tres (-)-epicatequinas y una (-)-
epigalocatequina o bien a un trimero con enlaces de tipo-B formado por dos (-)-
epicatequina-$-galato y una (-)-epicatequina. Es comdn en MALDI-TOF que la
diferente composicién de oligbmeros genere una misma sefial, asi que la identificacion
estructural mediante esta técnica resulta siempre terftatia. la Figura 1.3 se
observan sefales (ej., m/z 1175, 1191, etc.) que corresponden a uniones de tipo-A entre
proantocianidinas por lo que al menos un enlace interflavanico de tipo-A existe en cada

oligbmero.
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Tabla 1.5. Lista de losiones [M + Na] esperados y observados en el espectro de masas
obtenido mediante MALDI-TOF MS.

DP? PDP G® m/z calculadd m/z observadd
3 0 889.8 889.4
1 905.8 905.4
2 921.8 921.4
0 1 1041.8 1041.4
1 1 1057.8 1057.4
2 1 1073.8 1073.4
4 0 1178.0 1177.5
1 1194.0 1193.5
2 1210 1209.5
3 1226 1225.4
0 1 1330 1329.5
1 1 1346 1345.5
2 1 1362 1361.5
5 0 1466.3 1465.5
1 1482.3 1481.5
2 1498.3 1497.5
3 1514.3 15135
0 1 1618.3 1617.5
1 1 1634.3 1633.5
2 1 1650.3 1649.5
6 0 1754.6 1753.5
1 1770.6 1769.6
2 1786.6 1785.6
3 1802.6 1801.5
0 1 1906.6 1905.6
1 1 1922.6 1921.7
2 1 1938.6 1937.5
7 0 2042.8 2041.7
1 2058.8 2057.7
2 2074.8 2073.7
3 2090.8 2089.7
4 2106.8 2107.7
0 1 2194.8 2183.7
1 1 2210.8 2210.6
2 1 2226.8 2225.7
8 0 2331.1 2330.7
1 2347.1 2346.7
2 2363.1 2362.5
3 2379.1 2378.8
4 2395.1 23935
0 1 2483.1 2482.6
1 1 2499.1 2498.8
2 1 2515.1 2514.4
9 0 2619.3 2619.7
1 2635.3 2634.7
2 2651.3 2649.9
3 2667.3 2667.0
0 1 2771.3 27715
1 1 2787.3 2786.8
2 1 2803.3 2803.9
10 0 2907.6 2907.1
1 2923.6 2922.1
2 2939.6 2938.6
3 2955.6 29555

®DP = grado de polimerizaci6PPD = nimero de prodelfinidind& = namero de galato%Calculo de la
masa media basada en la abundancia natural del isétopabservada en los picos.
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En los espectros obtenidos, las masas mas bajas presentaron una mayor
respuesta en la intensidad que las masas mas altas, incluso cuando las proantocianidinas
mas polimerizadas pudieran estar presentes en una concentracion similar. Este efecto es
debido a la respuesta del detector y a su capacidad finita la cual provoca que las masas
mas pequefias lleguen primero al detector. Este efecto fue observado en todas las
muestras estudiadas. Ademas se ha observado que la sefial correspondiente a los taninos
galoilados es siempre inferior que la sefal de los no-galoilados. Segun los resultados
obtenidos, podemos confirmar que la mayor parte de las fracciones vinicas analizadas
presentaban procianidinas galoiladas y no galoiladas y prodelfinidinas unidas mediante

enlaces de tipo-B.

1.3.3. Tidlisis

En laFigura 1.4 se muestra el cromatograma obtenido mediante UPLC-MS una
vez realizada la reaccion de depolimerizacion en una de las fracciones proantocianicas
del estudio. En todas las muestrks unidades terminales identificadas fueron la
catequina (Ct), la epicatequina (ECt) y el galato de epicatequina (ECGt). Como
unidades de extension, ademas de las tres citadas se identifico la epigalocatequina

(EGCe).
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Figura 1.4. Cromatograma obtenido a partir de UPLC-MS una vez realizada la reaccién de
depolimerizacién con toluerwtiol. R.- toluenoe-tiol
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Los resultados obtenidos en todos los vinos se muestranTabla 1.6. La
unidad terminal presente en mayor porcentaje fue la catequina, siendo la epicatequina la
mayoritaria entre las unidades de extension, seguida de la epigalocatequina. En general,
en todos los vinos el porcentaje de galatos (ECGt, ECGe) fue muy bajo, similar a lo
observado en otros trabajts” El porcentaje de procianidinas, prodelfinidinas y
galatos determinado mostré que todos los vinos poseen una composicion mayoritaria en

procianidinas, entre 80 - 100 %.

Tabla 1.6. Composicion estructural de las proantocianidinas presentes en vinos tintos
envejecidos y jovenes obtenida a partir de la reaccion de depolimerizacion con teticdno-

Muestras Unidades monoméricas Unidades terminales Unidades de extension
(%) (%) (%)

Vinos  Afiada PC PD° G° ct¢ ECt ECGt EGCe Ce ECe ECGe
wi 190 - 100 0 0 5513 962 000 000 000 3526 0.0
w2 1999 100 0 0 3019 1447 000 000 000 5535  0.00
ws 2000 917 6.5 19 1827 619 170 697 111 6457 118
wa 2000 100 0 0 383 1773 000 000 000 4397 0.0
Wws 2001 937 57 06 1926 867 000 608 000 6599 0.0
we 2002 845 153 02 1190 375 000 1615 110 66.86  0.25
wro 2002 897 92 11 2351 1724 000 972 157  47.96 0.0
we 2002 100 0 0 3333 1667 000 000 000 5000 0.0
we 2003 886 112 02 1065 368 000 1239 099 7203 026
wio 2003 933 63 04 1306 730 000 665 116 7146  0.38
wit 2003 928 6.7 04 1233 600 017 728 288 7084 051
wiz 2003 942 58 0O 2708 1528 000 625 000 5139 0.0

wis 2004 886 112 02 1039 211 000 1197 104 7423 025

wi4 2004 933 59 08 1647 677 000 705 156 6772 043

W15 2004 929 6.3 07 1936 1010 000 690 000 6364 0.0

Wi6 2004 863 133 04 1219 806 017 1396 154  63.63 046

wiz 2004 97.8 18 04 1280 1268 000 1.8 113 7153 0.0

wis 2005 934 57 09 1646 1069 071 630 099 6420  0.65

wie 2005 936 56 07 1472 884 000 694 092 6819 038

w20 2005 887 106 08 1730 973 026 1111 163 5915  0.82

w21 2005 865 131 04 1966 215 013 1406 114  69.37  0.49

W22 2007 837 156 06 1445 208 030 1633 203 6417 064

W23 2007 819 175 06 1276 195 031 1826 162 6457 053

w24 2008 805 186 09 1305 172 045 1933 274 6184 085

w25 2008 800 193 07 1188 149 031 2012 216 6333 072

W26 2008 856 136 08 1500 341 039 1445 106 6514  0.86

*Porcentaje de procianidind®orcentaje de prodelfinidina®orcentaje de galato¥odas las unidades
terminales y de extension estan expresadas en porcentaje.
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El porcentaje de prodelfinidinas oscilé entre 0 - 19 %. Los vinos envejecidos
presentaron de media un 6.5 % de prodelfinidinas siendo triplicada su presencia en
vinos jovenes estando en torno al 17 %. El porcentaje de galatos representd menos del

1 % del total tanto en vinos jovenes como en vinos envejecidos.

La informacion resultante de la composicién estructural, del grado medio de
polimerizacion obtenido a partir de los espectros de MALDI-TOF MS y de la reaccion
de tidlisis y el contenido de proantocianidinas totales (TPAs) se muestraim &plda
1.7. En el presente trabajo, el porcentaje de prodelfinidinas mostré6 una correlacion
positiva con el mDP r= 0.65, F = 47.58P < 0.0001), mientras que el porcentaje de
procianidinas mostré correlacién negativa con el mBP=(10.63, F = 43.51P <
0.0001); no existiendo correlacion entre el porcentaje de galatos y el mDP. Esta
ausencia de correlacion entre el porcentaje de galatos y el mDP fue también observada
por otros autores en un estudio realizado con semillas y hollejos de uva de la variedad
Cabernet FrantEn vinos, Cadot y cdf confirmaron correlaciones entre el mDP vy el
porcentaje de EGC. El incremento del porcentaje de prodelfinidinas con respecto al
grado de polimerizacion ha sido también descrito en un estudio realizado en hollejos de
la variedad Cabernet Frah&s decir, en vinos envejecidos las unidades mayoritarias de
los taninos parecen ser la C y la EC. Por el contrario, el menor porcentaje de
prodelfinidinas encontrado respecto a la afiada (54, F = 26.54, P < 0.0001) podria
ser indicativo de vinos con un caracter mas envejecido. Cosme'{taoibién han
observado una ligera disminucion del contenido de prodelfinidinas en los vinos durante

su almacenamiento.

1.3.4. Relacion entre MALDI, tidlisis y proantocianidinas totales

La informaciéon cualitativa obtenida a partir de los espectros de MALDI-TOF
MS respecto a la composicion estructural y al grado medio de polimerizacion, asi como
el grado medio de polimerizacién calculado a partir de la reaccion de tidlisis y el
contenido de proantocianidinas totales (TPAs) para cada una de las muestras del estudio
se recogen en [@abla 1.7. El grado medio de polimerizacion obtenido a partir de los
espectros de MALDI-TOF fue calculado a partir de la mediana, teniendo en cuenta el
rango de procianidinas observado.
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Tabla 1.7. Proantocianidinas detectadas en MALDI en cada muestra del estudio, mDP MALDI
(mDP-M), mDP tidlisis (mDP-T) y contenido total de PAs (TPAS).

Vinos  Afada MALDI-TOF MS ? mDP -M° mDP - T® TPASd
(mg/L)
w1 1990 n.d <3 1.76 64
W2 1999 n.d <3 2.14 7
W3 2000 PC3-gal - PC5-gal 4 3.86 820
W4 2000 n.d <3 2.06 56
W5 2001 n.d <3 3.61 82
W6 2002 PC3-PC7 5 6.4 1094
W7 2002 n.d <3 2.44 97
W8 2002 n.d <3 2.1 22
W9 2003 PC4, PC5, PC6, PC6-gal, PC7 6 6.96 689
W10 2003 PC4 - PC6-gal 5 4.92 419
w11l 2003 PC3-gal - PC6-gal 5 5.4 569
W12 2003 n.d <3 2.37 0
W13 2004 PC3 - PC7 5 7.88 607
W14 2004 PC3 - PC6-gal 4,5 3.82 783
W15 2004 PC3-gal, PC4 3,5 3.43 37
W16 2004 PC3-gal - PC6-gal 5 4.89 603
W17 2004 PC3-gal - PC7-gal 5 3.89 453
W18 2005 PC3, PC4, PC4-gal, PC5 4 3.59 618
W19 2005 PC3-gal, PC4, PC4-gal, PC5, PC6 4 3.63 592
W20 2005 PC3-gal — PC4 3.5 3.22 547
W21 2005 PC3-gal - PC8 55 7.76 989
W22 2007 PC3-PC9 6 5.91 876
W23 2007 PC3 gal- PC7 5 6.63 824
W24 2008 PC3 - PC10 6.5 6.63 906
W25 2008 PC3 - PC9 gal 6 7.34 816
W26 2008 PC3 - PC10 6.5 5.46 674

®Serie de procianidinas encontradas en cada una de las muestras. Por ej. (PC4 - PC6-gal, implica la
presencia de PC4, PC4-gal, PC5, PC5-gal, PC6 y PC8@edo medio de polimerizacién encontrado

en MALDI, calculado a partir de la mediarfi@rado medio de polimerizacion obtenido mediante tidlisis.
Proantocianidinas totales calculadas mediante el indice de la vainillina, expresado en mg/L de catequina.

En nuestro grupo de muestras el grado medio de polimerizacién obtenido a partir
del espectrémetro de masas MALDI-TOF (mDP - M) vari6 entre 3.5y 6.5, sin tener en
cuenta las muestras que no fueron detectadas en MALDI, en las cuales se ha supuesto la
presencia de dimeros. La polimerizacidon mas alta encontrada fue debida a la presencia
de decédmeros. EI mDP calculado mediante tidlisis varié entre 1.76 y 7.88, siendo
concordantes estos valores con los observados en otros trd65f68’El mDP - M
estuvo altamente correlacionado con el mDP 2 E .72, F = 64.94P < 0.0001) por
lo que ambas metodologias proporcionan resultados concordantes y satisfactorios. El
analisis cluster realizado con los datos de los parametros quimicos del mDP - T,
mDP - My TPAs se muestra enfagura 1.5.
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Figura 1.5. Cluster de correlaciones entre mDP-MALDI, mDP-Tidlisis y TPAs.

En esta figura se observa como el cluster 1 (verde) estda negativamente
correlacionado con el mDP y el contenido total de proantocianidinas, mostrando
mDP - M <3, mDP — T =25y TPAs = 46 mg/L. Los vinos mas envejecidos son los
mas representativos de este grupo. El cluster 2 (rojo) no estad correlacionado con
ninguna de las variables y esta representado por un mDP - M =43 mDP - T =41y
TPAs =

representativas de este grupo. El cluster 3 (violeta) esta correlacionado con muestras

600 mg/L, siendo las muestras de las afladas 2003, 2004 y 2005, las mas

gue presentan un mayor mDP y un contenido mas alto de PAs. Este grupo mostré un
mDP - M =5.66, mDP - T = 6.77 y TPAs = 831 mg/L. Los cinco vinos jovenes (afiadas
2007 y 2008) y una muestra de cada una de las siguientes afiadas 2002, 2003, 2004 y

2005 formaron parte de este grupo.

Como reflejan los clusters formados, el mDP calculado mediante MALDI y
tiolisis en los clusters 1 y 2 es muy similar. Sin embargo, cuando la presencia de
proantocianidinas en las muestras es mayor, el valor obtenido mediante tiélisis suele ser
mayor que el calculado mediante MALDI, por lo que la discrepancia entre el tamafio
molecular estimado mediante espectrometria de masas y el estimado mediante tiolisis
parece incrementar con el grado de polimerizacion. Este hecho ha sido observado por
Jerez y cof® aunque estos autores comprobaron que la concordancia entre ambos
analisis era suficientemente buena hasta un mDP = 9. Otros autores como Taylor y

col*® y Mané y col*® demostraron que los taninos que presentan un peso molecular
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elevado no son eficientemente detectados en MALDI-TOF MS, especialmente las
mezclas de taninos altamente polidispersados debido en parte a la fragmentacién de
estos compuestos en la fuente de ionizatidpor ello, Mané y cdl® propusieron el
empleo de proteinas que unidas a los taninos actuan inhibiendo esta posible

fragmentacior!

Respecto al contenido total de PAs presentes en las muestras y analizadas
mediante el método de la vainillindabla 1.7), este parametro oscild6 entre 0 y
1094 mg/L. EI mDP mostré una correlacion positiva con las proantocianidinas totales
(r* = 0.62, F = 42.45P < 0.0001). El mayor y menor contenido en proantocianidinas
(1094 y 0 mg/L) correspondié a los vinos W6 y W12, ambos envejecidos en barrica y
de dos campafas consecutivas, 2002 y 2003, respectivamente. Estas diferencias de
concentracién tan notables también fueron anotadas por Guadalug® grcdbs vinos
comercializados como crianza y pertenecientes a la misma afilada, mostrando valores de
428 y 2411 mg/L. Monagas y ctl.observaron valores medios de 700-800 mg/L, en
vinos jovenes elaborados con Tempranillo, Graciano y Cabernet Sauvignon, los cuales
se asemejan a los valores observados en los vinos jovenes de este trabajo, a pesar de que
estos autores no realizaron la cuantificacién en base a la catequina sino que usaron para

ello polimeros de flavanoles aislados de semillas de uva.

1.3.5. Relacién entre el grado medio de polimerizacion de las
proantocianidinas y la afiada

El mDPde los taninos mostro relacién con la edad de los vinos. De acuerdo con
esta observacion y teniendo en cuenta el mDP calculado a partir de MALDI y el mDP
calculado a partir de la reaccion de tidlisis, en el presente trabajo se proponen dos
ecuaciones que permiten establecer una relacion entre el mDP de vinos espafioles de

distintas variedades en funcion de la afi&igufa 1.6).
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Figura 1.6. Correlacién entre el grado medio de polimerizacion y la afiada de los vinos
calculado mediante MALDI-TOF MS vy tidlisis.

Los resultados muestran como el mDP disminuye con el tiempo de
envejecimiento de los vinos en botella, con valores deleéR0.9124 (MALDI) y de
0.9208 (Tidlisis). La ecuaciones obtenidas y = 0.02332.894x + 92606 (MALDI) e
y = 0.0153% - 61.097x + 60808 (Ti6lisis) permiten estimar el mDP de vinos espafioles,
conociendo su edad o viceversa, es decir, si se dispone del grado medio de
polimerizacion de un vino se podria estimar su edad. Chira®) &whbién propusieron
una ecuacion que permitia predecir el mDP de vinos monovarietales de Cabernet

Sauvignon de la denominacion de Pauillac, a partir de su afiada.

En este estudio se ha observado un mDP proximo a 2 en vinos que han
transcurrido mas de 9 afios entre barrica y botella. La mayor parte de los vinos tintos
espafnoles se consumen después de un periodo de envejecimiento que tiene lugar tanto
en barrica como en botella. Esta disminucion del grado de polimerizacion medio de los
taninos presentes en vinos tintos con el tiempo puede ser debido a diferentes reacciones.
Por un lado, puede tener lugar la hidrolisis de las procianidinas oligdmeras y/o dimeras
por rotura de enlaces C-C, catalizadas por los propios acidos presentes ern&fvino.

Por otra parte, los taninos pueden unirse a los antocianos formando pigmentos
poliméricos, lo cual puede tener lugar a través de puentes dé efilor condensacion

directa®

La disminucion del mDP de las proantocianidinas en disolucion explicaria la

disminucién de la astringencia del vino, lo cual ha sido previamente descrito por otros

autores,°%°°
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1.3.6. Relacién entre el grado medio de polimerizacion de las
proantocianidinas y la variedad

En una tentativa de estudiar el efecto de la variedad en los vinos del estudio, las
afladas 2003, 2004 y 2005 fueron seleccionadas para tal fin, ya que englobaban un
mayor numero de muestr@Babla 1.2, Tabla 1.7) De las cuatro muestras (W9 — W12)
correspondientes al afio 2003, el vino W9 elaborado con 90 % de Tempranillo y 10 %
de Cabernet Sauvignon fue el que mostré6 un mayor mDP mientras que un vino
elaborado con 70 % de Tempranillo, 20 % de Garnacha y 10 % de otras variedades
presento el menor mDP2 . Los otros dos vinos del grupo, uno de ellobatzdo con
100 % de Tempranillo y el otro elaborado con mezcla de 50 % Mazuelo y 50 % Syrah

mostraron mDP de proantocianidinas intermedids ~

En 2004 se evaluaron cinco muestras (W13 - W17) correspondiendo el menor
mDP~ 3.5 al vino W15 el cual habia sido elaborado cof8@e Tempranillo, 15 % de
Graciano y 5 % de Garnacha. Los cuatro vinos restantes del grupo eran vinos
monovarietales de las variedades Tempranillo (dos muestras), Mencia y Graciano. De
entro estos cuatro vinos los que mostraron un mayor mDP fueron los monovarietales de

Tempranillo.

En la afiada 2005 se evalu6 el comportamiento varietal de cuatro muestras (W18
- W21). El vino W21, monovarietal de Tempranillo present6 el mayor mDP
(mDP - M =5y mDP - T = 7.7), mientras que el mDP mas b&8® fue atribuido al
vino W20 elaborado con un 94 % de Garnacha y 6 % de Merlot. Los otros dos vinos de

este grupo (W18 y W19) eran monovarietales de Syrah y presentaron un 3aRP =

De acuerdo con los resultados obtenidos, los vinos monovarietales de
Tempranillo proporcionaron vinos con un mayor mDP de taninos.chapagesde
Tempranillo con otras variedades como la Cabernet Sauvignon parecen incrementar el
mDP de las proantocianidinas mientras que vinos elaborados con mezcla de Garnacha
tienden a presentar menor grado de polimerizacion. Por otro lado, vinos monovarietales
de Mencia, Graciano y Syrah presentaron mDP muy similares, estando en torno a
cuatro, por lo que parecen existir diferencias en el grado de polimerizacion que son

intrinsecas a la variedad. En la bibliografia aparece descrito como el mDP difiere entre
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variedades. Asi, Fernandez y ¢bbbservaron un mDR 13.6 en vinos monovarietales

de Carménére y un mDP8.7 en vinos monovarietales de Cabernet Sauvigammbps
pertenecientes a la afiada 2006. Monagas 3 estudiando el mDP de diferentes vinos

de la afiada 2000, elaborados con distintas variedades, observaron que el mDP de vinos
Tempranillo era 13.0, el mDP de vinos de Graciano era 6.9 y el mDP de vinos de la
variedad Cabernet Sauvignon era de 9.0, por lo que estos autores también observaron un
mayor mDP en vinos monovarietales de Tempranillo, concordante con lo anotado en
este trabajo. Maury y cdl.estudiaron el mDP de un vino elaborado con 75 % Syrah y

25 % Garnacha (aflada 1998) mostrando un mDP de 10.4 y de un vino elaborado con 25
% Syrah y 75 % Garnacha (afiada 1998) presentando un mDP de 12.3. En este caso y
contrario a lo observado en nuestro trabajo, la variedad Garnacha incrementa el grado
de polimerizacion de los vinos respecto de la variedad Syrah. Ademas de la variedad,
las distintas técnicas de vinificacién también influyen considerablemente en el grado de
polimerizacién de los taninos. Asi, Sun y tblrabajando con vinos tintos de la
variedad Tinta Miuda, de la misma afiada pero introduciendo distintas técnicas de
vinificacidon (maceracion carbdnica, vinificacion sin despalillado y vinificacién con
despalillado), apreciaron un mayor grado medio de polimerizacion en vinos de
maceracion carbénica (mDP = 15.6) que en aquellos elaborados en presencia del raspén
(mDP = 13.5) y en ausencia del mismo (mDP =11.1).

1.3.7. Analisis sensorial en boca de los vinos

El ANOVA a tres factores calculado para los atributos evaluados en boca por los
32 jueces en los 26 vinos del estudio, con muestras repetidas (jueces considerados como
repeticion) se presenta en Tabla 1.8. El efecto del factor vino fue significativo
(P < 0.001) para todos los atributos sensoriales evaluados por los jueces entrenados
excepto para el dulzor (F = 1.478;= 0.071). Este hecho indica que este atributo no
resulta util para la caracterizacion de diferencias sensoriales entre este conjunto de
vinos. El umbral sensorial de los azucares reductores se encuentra en el rango de 10 a
50 g/L>® para el dulzor, sin embargo, todas las muestras estudiadas fueron vinos secos
con contenidos en azlcares reductores inferiores a 4 g/L. Esto podria explicar el hecho
de que los panelistas no fueran capaces de encontrar diferencias significativas en el

atributo dulzor entre los vinos.
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Tabla 1.8. ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados en boca por los 32
jueces en las 26 muestras del estudio.

Juez (J) Vino (W) Réplica (R) W*J W*R J*R
(gl =31) (gl = 25) (gl=1) (gl =775) (gl = 25) (gl =31)
F P F P F P F P F P F P
Dulce 743 <0001 151 0.059 160 0.207 1.14 0.071 108 0.359 1.08 0.359
Acido 349 <0.001 3.44 <0.001 0.01 0.919 1.12 0.100 1.22 0.217 134 0.131

Amargo 43.2 <0.001 1.66 0.027 1.38 0.241 1.18 0.025 2.53 <0.001 1.44 0.051
Astringencia 28.4 <0.001 13.3 <0.001 0.81 0.368 0.99 0.303 125 0.211 122 0.233
Persistencia 22.9 <0.001 6.48 <0.001 053 0.467 111 0.112 137 0116 130 0.145

Efectos significativos marcados en negrita; grados de libertad (gl), estadistico F yRalores

Se verificO que no habia diferencias significativas para ninguno de los efectos
réplica, indicando una evaluacion de los jueces consistente de los atributos y reflejando
la reproducibilidad del panel. La interaccién vino-réplica fue significativa para el
atributo amargor. El analisis de componentes principales (PCA) calculado para este
atributo reveld que las proyecciones de los jueces sobre el plano factorial eran muy
dispersas, lo que indica que existen diferencias en la interpretacion del amargor y que
probablemente los panelistas hubiesen necesitado un mayor entrenamiento respecto a
este término. Este atributo, por tanto, no se tuvo en cuenta para el andlisis de
correlaciones entre parametros quimicos y sensoriales. Los atributos astringencia y
persistencia estuvieron altamente correlacionados (r.46; F = 21.94; P < 0.0001).
Estos resultados estan de acuerdo con Saenz-Navajas’yaajue ha sido apuntado
qgue la persistencia del vino estad principalmente relacionada con la composicién
fendlica, la cual es principalmente responsable de la astringencia de los vinos.

1.3.8. Correlacion quimica y sensorial

Se aplico el método de analisis de componentes principales a los datos quimicos
(parametros enoldgicos convencionales, color y composicion estructural de las
proantocianidinas) y a los datos sensoriales (con excepcién del dulzor y del amargor) de
las 26 muestras a estudio, para determinar asi las correlaciones entre las propiedades
organolépticas y la composicion quimica. Effrigura 1.7 se representia proyeccion
de las muestras en el plano definido por las dos primeras componentes principales, la

cuales explican el 64.9 % de la varianza total.
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Figura 1.7. Proyeccion de las variables y las muestras del estudio en el plano bidimensional.

En relacién con el colpia tonalidad esta inversamente correlacionada con el
contenido de PAs{= 0.33; F = 13.32P = 0.0013) y con el mDP4F 0.30 F = 10.49;
P = 0.0035). Esto sugiere que los vinos jovenes presentan un mayor contenido de PAs y
mayor mDP mientras que los vinos con mas tonalidades amarillas respecto a rojas,
presentan un menor contenido de PAs y menor mDP de las PAs. La asociacién de una
mayor tonalidad con vinos mas envejecidos ha sido descrita en varios ff48gjesta
relacionada con la disminucidbn de la concentracion de antocianos libres como
consecuencia de la formacién de pigmentos poliméfigpen cierta medida con la
degradacién de la malvidiffay con las reacciones de oxidacfGrBakker y cof*
encontraron una inter-relacién positiva entre la coordenada L* y la tonalidad. Por lo que
nuestros resultados estan de acuerdo con otros autores, como S&enz-Navajas y col.
quienes también comprobaron una correlacion inversa entre la coordenada L* y el

contenido de PAs.

La acidezpercibida esta correlacionada con la acidez tdtal (n32; F = 11.15;
P = 0.0027), de acuerdo a lo descrito en la literattita.

La astringenciaesta correlacionada con el contenido de etaAot (0.34; F =
13.96; P = 0.0010), con el contenido total de PAs medido mediante el indice de la
vainillina (** = 0.12; F = 4.29P = 0.0494), con la intensidad colorante£r0.32; F =

12.96; P = 0.0014), con las siguientes unidades procedentes de la reaccion de
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depolimerizacién: CeR = 0.0570), con la ECGeP(= 0.0174), con la ECGtP(=
0.0108), con el % GHR(= 0.0792) y con la persistencia € 0.0001). El etanol ha sido
descrito como un desecante oral, lo cual podria explicar su contribucion a la sensacion
de sequedad y dureza de los viiig€Respecto a la intensidad colorante, Chira y’tol.
trabajando con vinos de la variedad Cabernet Sauvignon pertenecientes a 24 afadas
diferentes también han observado correlacion entre este pardmetro y la astringencia
percibida. Por otra parte, la correlacion del contenido en PAs con la astringencia ha sido
ampliamente descrita y ha sido atribuida a la interaccion de éstas con las proteinas de la
saliva® ™ Esta propiedad es conocida por variar con la estructura y grado de
polimerizacion de las proantocianidinas, resultando ser las de mayor peso molecular las
que més contribuyen a la sensacién de la astring€ntla. sido descrito en varios
trabajos que la astringencia se incrementa a medida que aumenta el contenido o la
concentracién en compuestos polifen6li€o8. En el presente trabajo no se han
encontrado correlaciones significativas entre la astringencia y el grado medio de
polimerizacién. Chira y cd* han observado una alta significatividad entre el mDP vy la
astringencia® = 0.000) en vinos de la variedad Merlot mientras que en vinos de la
variedad Cabernet Sauvignon la significatividad fue mas Haja (©.051). En la
bibliografia existen resultados contradictorios respecto a este parametro. Chird y col.
anotan que el mDP es un buen parametro para estimar la astringencia de los vinos
mientras que Wollman y cdf.han demostrado recientemente que tanto el mDP como el
grado de galoilacion no muestran una influencia significativa en la percepcién de la
astringencia. Por el contrario, Vidal y Gplestudiando proantocianidinas presentes en
uvas y manzanas afirman que ambos parametros (mDP y porcentaje de galoilacion)
juegan un papel importante en la astringencia. A partir de los resultados obtenidos en
este estudio, el porcentaje de unidades galoiladas, bien en posicion terminal o de
extension parecen mostrar influencia en la astringencia y en la persistencia de los vinos.
Diversos estudios han mostrado como el % G marca diferencias notables en la
astringencia percibid®®*"*También ha sido estudiada la contribucién de las distintas
unidades terminales y de extension a la astringencia percibida, obteniéndose resultados
contradictorios. Asi, Quijada-Morin y cBl.establecen una correlacién significativa
positiva entre las unidades ECe y GCt con la astringencia mientras que las unidades de
EGC tanto de extension como terminales reducen la astringencia percibida. En ese

estudio no se encontraron correlaciones entre las unidades galoilados y la astringencia;
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sin embargo, en un trabajo posterior, estos adfoeesontraron que la ECGt si que

mostraba correlacion con la astringencia.

La persistenciamostré correlacion con la astringencia y por lo tanto esta

correlacionada con los mismos compuestos citados en el caso de la astringencia.
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1.4. CONCLUSIONES

En este trabajo se propone un método alternativo utilizando MALDI-TOF MS,
rapido y sencillo para la determinacion del mDP de proantocianidinas presentes en
vinos sin necesidad de llevar a cabo la reaccion de depolimerizacidon, que supone mayor
trabajo teniendo en cuenta el tiempo empleado en la preparacion de reactivos, rectas de

calibrado e integracién de picos.

Los vinos envejecidos presentaron un menor mDP, observandose en vinos
jovenes grados de polimerizacién de hasta diez unidades, por lo que este parametro
puede servir como marcador de la afilada. De hecho, en este trabajo se proponen dos

ecuaciones que permiten estimar el mDP de vinos espafioles a partir de la afiada.

La concentracion de PAs estuvo correlacionada con el mDP, estableciéndose tres
grupos diferentes de vinos. El efecto de la variedad en el mDP fue tentativamente
estudiado observdndose como vinos monovarietales de Tempranillo, Graciano y Mencia

presentan un mayor mDP que vinos de la variedad Garnacha.

En el plano sensorial la astringencia no mostré correlacién con el mDP pero si
con el contenido en etanol, con el contenido total de PAs, con las siguientes unidades
procedentes de la reaccion de depolimerizacién: Ce, ECGe, ECGt y el porcentaje de
galatos, por lo que vinos con mayor contenido polifendlico y mas alcohodlicos son

percibidos mas astringentes.
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2.1. ANTECEDENTES

La relacion existente entre la evaluacion sensorial y la composicion no volatil de
los vinos, en especial de los vinos tintos, es un punto clave a estudio en la investigacion
enoldgica actual® Respecto a la composicién no volatil de los vinos tintos, los
compuestos polifendlicos juegan un papel crucial debido a su contribucion sensorial,
mostrando propiedades orosensoriales tales como amargor y astringencia. Esta ultima
ha sido descrita como un atributo sensorialmente relevante en la calidad de los vinos
tintos”® La astringencia es una sensacién oral compleja que ha sido denotada por los
enodlogos y expertos en vinos con diferentes términos tales como sequedad, rugosidad,
aspereza, sedosidad... Gawel y tdesarrollaron una terminologia jerarquizada de las
sensaciones en boca para de este modo disponer de distintos atributos o sub-cualidades
para definir la astringencia. Estos términos son recogidos en “La rueda de las
sensaciones en boca” Tfle mouth-feel wheé@l Conocer la relacion entre la
composicién quimica y las distintas sub-cualidades de la astringencia en los vinos
permitiria ampliar el conocimiento sobre la base quimica de la astringencia y disponer
de herramientas para la elaboracion de diferentes tipos de vinos tintos. La estrategia
seguida para la determinacion de los compuestos sensorialmente activos en el vino u
otras bebidas y alimentos ha sido el fraccionamiento de los mismos, la evaluaciéon

sensorial de las fracciones obtenidas y su posterior caracterizacion quitiifca.

Las proantocianidinas (PAs) o taninos condensados son flavonoides
oligoméricos o poliméricos compuestos por unidades de flavan-3-oles unidos mediante
enlaces C-C. Son principalmente los taninos de mas de cuatro unidades los que se
asocian con la astringencia* Diversos trabajos sugieren una correlacién positiva
entre la astringencia y la concentracién de PA2® Ademas de la cantidad de PAs,
también el tamafio y la composicién de estas moléculas parecen afectar a la astringencia
percibida y a sus sub-cualidades. En este contexto, Gawel'yamtan que las sub-
cualidades de la astringencia estan relacionadas con el contenido en polifenoles. Jones y
col’® han observado que la composicién fendlica polimérica esta relacionada con
atributos tactiles tales como la rugosidad y sequedad en boca. Hufnagel y Hofmann
describieron con el término astringencia rugosa una fraccién polimérica de peso

molecular mayor de 5 kDa. Trabajos de otros autd?esalizados en esta direccion,
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han establecido que el grado medio de polimerizacidén esta positivamente correlacionado
con la astringencia y que un incremento en la galoilacién de las subunidades de las PAs
podria ser responsable del incremento de la sub-cualidad aspereza mientras que la tri-
hidroxilacién del anillo-B podria disminuir esta percepcién. Quijada-Morin y°col.

estudiando las proantocianidinas presentes en vinos, confirmaron que la astringencia de
los vinos se ve mas afectada por la composicién de las subunidades de PAs que por la

concentracion total o el grado medio de polimerizacion encontrado.

Aunque los flavan-3-oles monémeros, dimeros y trimeros no parecen contribuir
a la astringencia, otros compuestos no volatiles de bajo peso molecular como algunos
acidos fendlicos, ciertos flavonoles y el acido aconitico pueden contribuir junto con las
PAs a la astringencia percibida por los panelistas tanto en fracciones vinicas como en
los propios vino§:>?:#

En este contexto, una cuestion no resuelta es determinar la contribucion
cuantitativa y cualitativa (sub-cualidades) de la fraccion tanica en la astringencia
percibida en diferentes vinos. Asi, los objetivos del presente trabajo han sido: 1)
explorar las propiedades sensoriales relacionadas con el sabor, la astringencia y la
persistencia de la fraccion proantocianica obtenida a partir de vinos tintos; 2) determinar
si las propiedades sensoriales de la fraccion proantocianica obtenida muestra correlacion
con las propiedades sensoriales percibidas en los vinos; 3) evaluar el efecto de la

composicién quimica de estas fracciones en las propiedades sensoriales percibidas.
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2.2. MATERIAL Y METODOS

2.2.1. Reactivos

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de calidad analitica y todos los
disolventes cromatograficos utilizados fueron de grado HPLC. El agua ultrapura fue
obtenida a partir del sistema de purificacion Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia). El
metanol, etanol, acetona, diclorometano y acido sulfdrico fueron adquiridos en Scharlab
(Barcelona, Espafia). El acido tanico, vainillina, 6-propil-2-tiouracil, toleetiok, (-)-
epicatequina-3-galato (ECG), carbonato de cesio, acido 2,5-dihidroxibenzoico
(DHB), acido férmico, acido clorhidrico y ovoalbumina (V-grade) fueron suministrados
por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). (+)-Catequina, (C), (-)-epicatequina (EC),
(-)-epigalocatequina (EGC) y quercetin@3yalactosido fueron adquiridos en
Extrasynthese (Genay, Francia). El sulfato de quinina dihidrato se obtuvo en Alfa Aesar
(Karlsruhe, Alemania). El acido tartérico, sulfato de potasio y aluminio y cloruro de
sodio fueron adquiridos en Panreac (Barcelona, Espafia). TSK Toyopearl gel HW-50F

fue suministrado por TosoHaas (Montgomeryville, PA, U.S.A).

2.2.2. Muestras

Con el fin de seleccionar vinos tintos jovenes con diferencias significativas en la
composicién fendlica y en la astringencia percibida, se analizaron 35 vinos tintos
jovenes comerciales procedentes de diferentes denominaciones de origen y bodegas. De
entre ellos, seis vinos fueron seleccionados para el estudio en base a sus diferencias
significativas en el indice de polifenoles totales (IPT), en las proantocianidinas

precipitables con proteinas y en la astringencia percibida.

2.2.3. Preparacion de muestra

2.2.3.1. Eliminacion de los compuestos volatiles de los vinos

Los seis vinos fueron desalcoholizados y desaromatizados de acuerdo con el
método descrito por Sadenz-Navajas y*alon el fin de obtener una fraccién inodora
de cada vino. Para ello, se tomaron 50 mL de vino y se llevaron al rotavapor (26 °C, 15
min), de manera que se eliminaron el etanol y los compuestos mas volatiles. A

continuacion se congelé la muestra a -80 °C y se liofilizO en un matraz esférico
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de 250 mL. Una vez terminado el proceso, el liofilizado se extrajo con 3 x 10 mL de
diclorometano para eliminar los compuestos volatiles remanentes. A continuacion, el
diclorometano se elimind completamente haciendo pasar a través de la muestra una
corriente de nitrégeno puro (50 mL/min aprox.) durante 20 min. La ausencia total de
diclorometano se comprob6 empleando la técnica de microextraccion en fase solida del
espacio de cabeza (HS-SPME) (Carboxen/PDMSyuitb a 30 °C x 10 min) y
cromatografia gaseosa con detector de captura electronica (limite de deteccion del
sistema es de 1 ng/muestra) (Hewlett-Packard G1800 C, GCD Series IlI, Palo Alto, CA,
U.S.A). El extracto obtenido se disolvié en 2 mL de etanol/agua (13:87, v/v) y se usé

para el siguiente fraccionamiento.

2.2.3.2. Fraccionamiento. Aislamiento de las proantocianidinas

El gel TSK Toyopearl HW-50F se empaquetd en una columna Millipore
(Bedford, MA, U.S.A) Vantage L (120mm x 12mm d.i.) a presion atmosférica. La
columna se conecto a una bomba peristaltica (Agilent 61311A), a un inyector Rheodyne
(5 mL) y a un detector de fila de diodos (Agilent, G1315D) controlado por el software
Agilent Chemstation. Dos mililitros (2 mL) del extracto previamente obtenido, libre de
compuestos volatiles, fue directamente inyectado a un flujo de 2 mL/min. El método de
fraccionamiento fue adaptado del publicado por Guadalupe® tos compuestos de
bajo peso molecular (azucares, acidos organicos, acidos fendlicos, antocianos,
flavanoles y flavonoles) fueron eluidos con 240 mL de etanol/agua/acido férmico
(55:45:1 v/viv) y manualmente recogidos en matraces esféricos de 500 mL. El etanol
fue evaporado a vacio y los compuestos presentes en esta fraccion fueron liofilizados ya
que son el objetivo del siguiente capitulo. Los compuestos de alto peso molecular se
eluyeron con 40 mL de acetona/agua (60:40, v/v) y se recogieron en matraces esféricos
de 250 mL. Previo a una nueva inyeccion, la columna fue pre-acondicionada con
etanol/agua/acido formico (55:45:1 v/v/v). La acetona presente en la segunda fraccion
fue evaporada a vacio, seguidamente la fraccion proantocianica (PAsF) fue liofilizada
hasta obtener un polvo de taninos y posteriormente redisuelta en 32 mL de agua
embotellada Solan de Cabras. Las fracciones fueron almacenadas a 4 °C hasta que se
llevé a cabo el analisis sensorial. Para tener volumen suficiente para dar a los catadores,
cada vino fue fraccionado siete veces. Los analisis quimicos se realizaron llevando las
muestras a la misma concentracion que los vinos originales. Ambos analisis, sensorial y

guimico, se realizaron simultaneamente y en un periodo de 3 meses.
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2.2.4. Analisis Quimicos

2.2.4.1. Determinacion de parametros enolégicos convencionales

El indice de polifenoles totales (IPT) se estim6 como la absorbancia a 280 nm
multiplicado por 106G El anélisis de azlcares reductores, el grado alcohdlico, el pH, la
acidez total y la acidez volatil se determinaron mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (IR-FT) con el instrumento WineStdT 120 (FOS$,
Barcelona, Espafa), previamente calibrado de acuerdo a los métodos oficiales de la
o] |V

2.2.4.2. Andlisis de proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAS)

Este método se basa en la gran capacidad que tiene la ovoalbumina, proteina
extraida del huevo, para captar y precipitar taninos, por lo que habitualmente se emplea
para clarificar vinos. Mediante este procedimiento se determina la astringencia de las
muestras por medio de disoluciones de ovoalbumina de distintas concentraciones (O,
0.4, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2 y 4.0 g/L) como agente precipitante y empleando disoluciones de
acido tanico (0, 2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 g/L) como estandares. Ambas se disuelven en vino
sintético (4 g/L de acido tartarico, 12 % de etanol v/v, ajustados a pH = 3.5 con NaOH).
Estas disoluciones de ovoalbumina-acido tanico se centrifugan y se mide la absorbancia
de los sobrenadantes, es decir, de los taninos (PAs) no precipitados por la ovoalbumina.
A partir de la pendiente obtenida en cada una de las rectas se construye la recta de
calibrado, sobre la que se interpolan los valores de las absorbancias de los vinos tal y
como describe Llaudy y c&f. Este andlisis se llevé a cabo en los vinos y en las
fracciones proantocianicas obtenidas. Todos los experimentos se llevaron a cabo a

temperatura ambiente (20 + 2 °C) y por triplicado.

2.2.4.3. Andlisis de la fraccion proantocianica mediantdALDI-TOF MS

La metodologia seguida para el analisis de las proantocianidinas mediante
MALDI-TOF MS ha sido descrita en el apartado 1.2.5.1. Para este analisis la fraccion
de PAs fue disuelta en metanol y las medidas se realizaron estando presente la muestra

en la misma concentracion que el vino original.
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2.2.4.4. Andlisis de la fraccion proantocianica mediante tiolisis-UPLC
UV/Vis-MS

La metodologia seguida para el analisis de las proantocianidinas mediante la
reaccion de tidlisis y la posterior determinacién y cuantificacion de los mondmeros

terminales y de extension ha sido descrita en el apartado 1.2.5.2.1.

2.2.4.5. Andlisis de las proantocianidinas totales (TPAS)

El analisis de las proantocianidinas totales se llevd a cabo siguiendo la

metodologia de trabajo detallada en el apartado 1.2.5.2.2.

2.2.5. Analisis sensorial

2.2.5.1. Seleccion del panel sensorial

Un total de 18 personas (12 hombres y 6 mujeres, de edades comprendidas entre
21 y 45 afnos), todos ellos, estudiantes o personal de la Universidad de La Rioja fueron
seleccionados de entre 34 personas en base a su habilidad en la deteccion del sabor
amargo usando el compuesto 6-n-propil tiouracil (PROP). Para ello, se llevé a cabo el
Test de Teppéf el cual consiste en comparar las sensaciones percibidas al probar tres
disoluciones de NaCl (0.01 mol/L, 0.1 mol/L y 1 mol/L) y tres disoluciones de PROP
(0.032 mmol/L, 0.32 mmol/L y 3.2 mmol/L), permitiendo en base a estos resultados la
clasificacion de los panelistas entre super-catadores, catadores medios y no catadores.
Este test se hizo por duplicado, descansando diez minutos entre cada test. Para evaluar
la validez de la comparacion entre grupos, se utilizo la estalaeled Magnitude
Scalé (Anexo lll) y las instrucciones para el uso de esta escala fueron dadas de
acuerdo al protocolo descrito por Green y %oEl procedimiento usado en la
preparacion de las disoluciones y en el procesado de los resultados fue el utilizado por
Tepper y cof’ Los panelistas que puntuaron las disoluciones de NaCl con mayor
intensidad que las de PROP fueron considerados no catadores. Agquellos que
proporcionaron puntuaciones similares a ambas disoluciones se consideraron catadores
y los que percibieron mas intensamente las disoluciones de PROP respecto a las de
NaCl fueron considerados super-catadéfesn el anexo IV se recogen las gréficas
representativas de cada uno de los grupos. El panel sensorial estuvo compuesto por 3

super-catadores y por 15 catadores.
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2.2.5.2. Entrenamiento del panel

El periodo de entrenamiento se realizd en dos fases: una fase de entrenamiento
general y otra correspondiente a un entrenamiento especifico. Durante el entrenamiento
general, diferentes disoluciones representativas de sabores y de sensaciones en boca
como la astringencia fueron presentadas al panel, como ha sido descrito en el
apartado 1.2.6.2, para asi ayudarles en la discriminacion y en el reconocimiento de las
distintas sensaciones orales. Durante el periodo de entrenamiento especifico, se
presentaron a los panelistas diferentes vinos tintos espafioles. Para la evaluacién de los
vinos se utilizé un Unico estandar de referencia para el atributo astringencia, sulfato de
potasio y aluminio. Otro entrenamiento especifico fue llevado a cabo con la fraccidon
proantocianica. Para ello, diferentes fracciones de PAs obtenidas como se ha descrito en
el apartado 2.3.2 del presente capitulo fueron presentadas a los panelistas y se evaluaron
las diferentes sub-cualidades del atributo astringencia. Los panelistas describieron con
sus propias palabras las sensaciones orales percibidas en las fracciones de
proantocianidinas procedentes de vinos. Se debatidé entre los panelistas y el lider los
descriptores y se acordaron las definiciones y los estandares de referencia para los
términos seleccionadoflabla 2.1). La escala utilizada para la evaluacién de los
atributos, astringencia sedosa, rugosa y secante fue de 10 puntos (0 = “ausencia”, 1 =

“muy bajo” y 9 = “muy alto”).

Tabla 2.1. Definiciones y estandares de referencia para el entrenamiento del panel en distintas
sub-cualidades del atributo astringencia.

Atributo Definicién Referencid Concentracion

ercetina-30-
lact6sid®’

Astringencia

Sensacién astringente de textura sedosa
sedosa a

fina. Percibido en la punta de la lengua
enfrente de los dientes superiores.

Una accion refleja de las superficies de los
carrillos que se contraen y sueltan en un
intento de lubricar las superficies de la bocdcido tanicd® 0-0.01-0.1-05-0.8¢g/L
Percibido por toda la lengua, incluyendo

laterales y el paladar.

Sensacién de deshidratacion o falta (?
lubricacién. Percibida en todas las partes

la boca.

®Disuelto en agua mineral “Solan de Cabras”

0-25-5-7.5-10mg/L

Astringencia
rugosa

Astringencia
secante

eulfato de potasio

v aluminid’ 0-1.-2-3-4 gL
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2.2.5.3. Evaluacién de las muestras

Los seis vinos (10 mL) y las seis fracciones de PAs (4 mL), fueron descritos por
duplicado y en dos sesiones, una sesion por cada tipo de muestra y después de cada uno
de los entrenamientos especificos realizados. Para los ensayos se emplearon copas
negras normalizad¥s cubiertas por placas Petri. Las muestras se presentaron
codificadas con numeros de tres cifras y se colocaron en orden aleatorio para evitar asi

sesgos en la evaluacion.

Durante la evaluacion, los panelistas siguieron el protocolo de enjuague
propuesto por Colonna y cdi. (Anexo Il). Todas las muestras se sirvieron a
temperatura ambiente y se evaluaron en cabinas individuales. Los panelistas no fueron

informados previamente de la naturaleza de las muestras a evaluar.

2.2.6. Andlisis estadistico

Se calcularon regresiones lineales simples entre las variables quimicas y
sensoriales. Las diferencias significativas se comprobaron mediante el test de Tukey
para un umbral de error del 58 € 0.05). Con las muestras evaluadas por duplicado
por el panel, se evalu6 la consistencia del panel calculando para cada atributo un
ANOVA a tres factores, con los factores fijos: fraccion (F), juez (J) y réplica (R). Las
diferencias significativas entre atributos para las muestras se determinaron aplicando el
analisis de varianza (ANOVA) a un factor con medidas repetidas (los jueces se tomaron
como repeticiones). El analisis de componentes principales (PCA) y regresiones lineales
multiples (MLR) se realizaron con los datos quimicos y sensoriales que resultaron
significativos, empleando el software SPSS 15.0. (Inc., Chicago, IL) y Unscrambler 9.7
(CAMO, Trondheim, Noruega).
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Vinos

La lista detallada de los vinos estudiados incluida la denominacion de origen,

variedad, afiada y algunos parametros enoldgicos clasicos se muestran en la Tabla 2.2.

Los seis vinos seleccionados fueron vinos tintos jovenes espafoles
pertenecientes a las afiadas 2007 y 2008. Los valores de graduacion alcohdlica
encontrados en estos vinos (12.5 - 14.5 %) son muy similares a los presentes en otros
vinos tintos espafioles. El contenido de azucares reductores encontrado fue inferior a 2
g/L excepto en el vino W3, el cual presentd 4 g/L, siendo, no obstante, también
clasificado como un vino seco. Los valores de pH se encontraron en el rango de 3.5 a
3.9, mientras que el menor valor de acidez total correspondié al vino W6 (4.33 g/L).
Los vinos W5 y W6 presentaron los valores mas altos de indice de polifenoles totales

(IPT) y un mayor contenido de proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAS).
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2.3.2. Caracterizacion sensorial de los vinos

El ANOVA aplicado a los datos sensoriales de los vinos estudiados reflejé que
los panelistas entrenados eran reproducibles y consist@rabia (2.3). Los vinos

mostraron diferencias significativas en el amargor, la astringencia y la persistencia.

Tabla 2.3. ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados en boca por los 18
jueces en los seis vinos del estudio.

Juez (J) Vino (W) Réplica (R) W*J W*R J*R
(91=17) (91=5) (9=1) (91 =89) (91 =5) (9=17)
F P F P F P F P F P F P
Dulce 17.158 <0.001 0.932 0.237 2.328 0.130 1.210 0.154 0.817 0.487 0.632 0.942
Acido 7.383 <0.001 0.741 0.530 0.160 0.780 1.234 0.138 1.547 0.207 0.892 0.644

Amargo 6.307 <0.001 4.482 0.005 0.189 0.665 1.281 0.100 1.041 0.402 0.821 0.747
Astringencia 6.681 <0.001 24.35 <0.001 1.991 0.161 1.329 0.071 125 0.334 0.651 0.929
Persistencia 3.487 <0.001 8.230 <0.001 0.253 0.616 1.372 0.051 137 0568 0.742 0.846

Efectos significativosR < 0.05) marcados en negrita; grados de libertad (gl), estadistico F y Vlores

Los resultados de la evaluacion sensorial realizada sobre los seis vinos a estudio

se muestran en kigura 2.1.
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Figura 2.1. Gréfico con las puntuaciones sensoriales medias de los seis vinos del estudio. Las
barras de error estan calculadas como’§/((9) desviacién estandar; (n) nimero de panelistas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre viRas @.05) (test de Tukey); nds,
diferencias no significativas.
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De acuerdo con los datos dd-igura 2.1, se observa como los seis vinos fueron
evaluados con puntuaciones altas para los atributos acidez, amargor, astringencia y
persistencia, y con puntuaciones bajas, inferiores a 2.5 puntos, para el atributo dulzor.
Es importante destacar que ni los azucares reductores ni el contenido en etanol estan
correlacionados con el dulzor percibido en este set de muestras. Estos resultados fueron
también observados en la caracterizacién sensorial de vinos tintos envefeEidoso
W5 vy el vino W6 fueron los mas astringentes y persistentes. Los resultados obtenidos
mostraron que la astringencia de los vinos estaba correlacionada con el’IBT (R
0.8932;P = 0.0044), con las PPAs {R 0.9886; P= 0.00005), etanol (R= 0.9712;P =
0.0003) y pH (R = 0.7076;P = 0.0358). Estas observaciones son consistentes con los
resultados encontrados por otros aufdrés” los cuales observaron correlaciones
significativas entre la astringencia y el IPT, PPAs y el contenido en etanol, mientras una
correlacion menos significativa se encontré con el pH. De forma similar, Demiglio y
col® concluyeron que el contenido en etanol juega un papel mas importante en la
modificacion de la mayor parte de las sensaciones orales que el que juega el pH. La
influencia del etanol en las sensaciones en boca ha sido estudiada por diversos autores
guienes resaltan la influencia del alcohol en la intensidad y en las percepciones
sensoriales en boda® Sin embargo, el mayor contenido alcohdlico presente en los
vinos W5 y W6 podria ser el responsable del mayor contenido en IPT y en PPAs en
estos vinos, posiblemente debido a una mayor extraccion de compuestos fendlicos de
las semillas y de los hollejos de las uvas, siendo esta la razén por la que estos vinos son
percibidos como los mas astringentes. La astringencia de los vinos no estuvo
correlacionada ni con la acidez total ni con los azucares reductores. Respecto a la
persistencia, este atributo resulté estar correlacionado con la astringéneia.gR97;

P = 0.001) y con el amargor {R= 0.9752;P = 0.0002), aunque no se encontraron
correlaciones significativas ni con la acidez ni con el dulzor. Resultados similares han
sido observados en trabajos previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion

entre persistencia/astringencia y persistencia/aéidez.

2.3.3. Caracterizacion sensorial de la fraccion proantocianica (PAsF)

Los resultados del ANOVA aplicado a las puntuaciones dadas a cada uno de los
atributos evaluados en la fraccién proantocianica obtenida a partir de los seis vinos de
partida se muestran enTabla 2.4.
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significativos se muestran marcados en ned#ita (.05); grados de libertad (gl), estadistico F y valorda de

Capitulo 2. Estudio del sabor y de las sensaciones en boca de las proantocianidinas

r A S A~ R
F P F P F P F P F P F P

Dulce 15.13 <0.001 1.559 0.181 1.749 0.191 0.719 0.932 1.083 0.384 1.190 0.321
Acido 7.564 <0.001 2.347 0.060 1.581 0.212 1.459 0.071 0.676 0.817 0.230 0.949
Amargo 9.895 <0.001 0.547 0.740 0.066 0.798 1.289 0.125 0.259 0.999 0.351 0.880
Astringencia sedosa 5.764 <0.001 5.383 <0.001 0.023 0.880 1.103 0.328 0.747 0.746 1.547 0.184
Astringencia rugosa 4,995 <0.001 4.086 0.002 0.079 0.779 1.613 0.015 1.051 0.414 0.102 0.991
Astringencia secante 7.863 <0.001 22.24 <0.001 1.326 0.254 1.332 0.129 1.791 0.064 1.213 0.313

Astringencia rugosa/secante

. . 5.078 <0.001 23.78 <0.001 0.189 0.665 1.149 0.266 0.869 0.611 0.828 0.534
(término combinado)

Persistencia 1498 <0.001 11.85 <0.001 0.020 0.888 0.930 0.630 1.185 0.295 0.224 0.951

119



Capitulo 2. Estudio del sabor y de las sensaciones en boca de las proantocianidinas

El efecto juez fue significativo en todos los atribut®s<(0.05). Este efecto es
habitual en el andlisis sensorial y es debido a las diferencias fisiol6gicas existentes entre
los individuos, ya que cada juez tiene una percepcion fisiolégica Hinilaefecto
réplica no fue significativo, indicando una consistencia en la valoracion dada por los
jueces a ambas réplicas. Sin embargo, la interaccion fraccion-réplica (F*R) fue
significativa para el atributo astringencia rugoBa\fra 2.2). Para este término, las
proyecciones de los jueces sobre el plano factorial son muy dispersas indicando por
tanto que existen diferencias en la interpretacion de este término y que los jueces

habrian necesitado un mayor entrenamiento para este atributo.

5,00+ Astringencia rugosa
J2 J12
250
9 J16
™
[an]
2 0,00 J14
(']
(A
@]
-2,504
5,00 , , : |
5,00 2,50 0,00 250 5,00

CP 1 (40,7%)

Figura 2.2 Proyecciones de los jueces sobre el plano bidimensional para el atributo
astringencia rugosa. Visualizacion del efecto fraccion*juez.

Revisando las puntuaciones dadas por los panelistas a las sub-cualidades de
astringencia: sedosa, rugosa y secante, y con el propdsito de retener aquellos valores
dados por los panelistas al atributo astringencia rugosa, se construyeron términos
combinados a partir de los tres atributos individuales de astringencia, evaluando en cada
uno de los nuevos términos la consistencia de los jueces. Unicamente el término
combinado resultante de la astringencia rugosa y secante mostré consistencia en el
ANOVA aplicado(Tabla 2.4). Es por esto que los términos sensoriales con los que se
trabajé fueron: dulzor, acidez, amargor, astringencia sedosa, término combinado

astringencia rugosa/secante y persistencia. La evaluacion sensorial en boca realizada
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mostré puntuaciones muy bajas (< 1) para los atributos dulce, acido y amargo, sin
diferencias significativas entre ellos (Figura 2.3).

FRACCION PROANTOCIANICA

PAsF W1
PAsF W2
PAsF W3
PAsF W4
PAsF W5
PAsF W6

08 B B B

[m

Puntuacién sensorial media

Dulce : Acido Amargo Astringencii AstringenciaAstringenciaPersistencia
Sedoda Rugosa Secante

Figura 2.3. Grafico con las puntuaciones sensoriales medias de las seis fracciones del estudio.
Las barras de error estan calculadas como®$/((8) desviacién estandar; (n) nimero de
panelistas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre ®¥rned05) (test de
Tukey); nds, diferencias no significativas.

Estas puntuaciones bajas de los atributos dulzor y acidez en estas fracciones eran
previamente esperadas y pueden ser explicadas debido a la eliminacion del alcohol, de
los aromas y de los compuestos de bajo peso molecular, tales como azucares y acidos
organicos, entre otros. Los valores bajos del sabor amargo en estas fracciones pueden
ser debidos a la falta de fenoles monémeros y otros compuestos que son considerados
mas amargos que las proantocianidif4$ Estos resultados son consistentes con los
observados en otros trabajos llevados a cabo en fracciones proantocianicas de
manzanas, asi como de semillas y hollejos de'Uts importante resaltar que los
panelistas, los cuales habian sido seleccionados por su capacidad para detectar el sabor
amargo en base al test realizado con PROP, no detectaron amargor en estas fracciones.
Por tanto, los resultados reflejan claramente como las fracciones proantocianicas
evaluadas son, exclusivamente, descritas como astringentes y persistentes, mostrando

diferencias significativas en ambos términos.
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Las puntuaciones de las sub-cualidades de astringencia sedosa y rugosa/secante

asi como de la persistencia dadas a las muestras se presentaigema|a.4.
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Figura 2.4. Gréfica con las puntuaciones sensoriales medias dadas a las sub-cualidades de la

astringencia y a la persistencia. Las barras de error estan calculadas cdffdsy@®sviacion
estandar; (n) nimero de panelistas.

Las fracciones de los vinos W4, W5 y W6 fueron evaluadas con puntuaciones

mas altas en astringencia rugosa/secante que en astringencia sedosa; pero mientras que

en las dos ultimas fracciones (PAsF W5 y PAsF W6) los datos de la astringencia sedosa

pueden ser considerados residuales frente a las puntuaciones de la astringencia

rugosa/secante, esto no ocurre en la fraccion del vino W4, donde los datos para ambos

términos de la astringencia son del mismo orden. Las fracciones de los vinos W2 y W3,

fueron
que la

hecho,

evaluadas con valores similares en ambas sub-cualidades astringentes mientras
fraccion del vino W1 fue principalmente descrita con la sub-cualidad sedosa. De

ambas sensaciones tactiles (sedosa y rugosa/secante) estuvieron negativamente

correlacionadas = 0.9432;P = 0.0012). Una correlacién negativa fue también

observada por Vidal y cdf.en un estudio sensorial sobre las propiedades sensoriales de

fracciones de proantocianidinas. Estos autores precisaron que el término “grano fino”,

relacionado con la sensacion al tacto de un tejido sedoso, era opuesto al término

“secante”. Este resultado obtenido muestra que la cantidad y/o tipo de compuestos

presentes en esta fraccion pueden inducir a diferentes percepciones en el atributo

astringencia. Ademas, es necesario resaltar que ambas sub-cualidades de astringencia

juegan

un papel importante en la persister{fEigura 2.4). Las fracciones menos
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persistentes fueron las procedentes de los vinos W1, W2, W3 y W4 y las mas
persistentes las procedentes de los vinos W5 y W6. Estas Ultimas fueron principalmente
evaluadas como rugosa/secante asi que la persistencia podria estar atribuida a esta
astringencia. Por el contrario, la persistencia evaluada en las otras cuatro fracciones no
parece ser exclusivamente debida a la astringencia rugosa/secante ya que estas
fracciones presentaron valores mas bajos en este atributo que en la persistencia.
Probablemente, la astringencia sedosa esta contribuyendo a la persistencia de estas
fracciones como se observa claramente en el caso de la muestra PASEWAAL2.4).

Por tanto, ambas sub-cualidades astringentes parecen contribuir a la persistencia en
boca.

2.3.4. Relacion entre las caracteristicas sensoriales de los vinos y las
fracciones proantocianicas obtenidas

Aunque vinos Yy fracciones son matrices diferentes, hidroalcohdlica y acuosa,
respectivamente, se han encontrado correlaciones significativas entre ambas. Respecto
al atributo astringencia se ha encontrado una correlacion positiva entre la astringencia
de los vinos y la astringencia rugosa/secante de las fraccione(®RL72;P = 0.0026)
mientras que una correlacion negativa fue observada entre la astringencia de los vinos y
la astringencia sedosa evaluada en las fracciorfes (F9731;P = 0.0003). A pesar de
que la primera correlacion era esperada ya que el panel habia sido entrenado con el
mismo estandar de referencia (sulfato de potasio y aluminio) en ambos tipos de
muestras, es de destacar que las puntuaciones asignadas por los panelistas a las
diferentes fracciones de PAs retinen las diferencias de la astringencia evaluadas en los
vinos. Ambas sub-cualidades astringentes, rugosa/secante y sedosa, fueron descritas con
puntuaciones inferiores a las dadas en la puntuacién del atributo astringencia en los
vinos. Esto podria ser debido a diversas razones. Por una parte, los compuestos no-
volatiles no recogidos en esta fraccion podrian incrementar la astringencia manifestada
por las PAs, sin que dicho incremento suponga una variacion en las diferencias
encontradas entre las fracciones. Otros pardmetros tales como la ausencia de etanol,
acidez y el diferente pH en la fraccidbn proantociancia en comparacién con el vino
podrian también modular la sensacion percibida. Por otra parte, es posible que un efecto

“dumping” pueda estar teniendo lugar por la utilizacion de una escala para la
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astringencia en los vinos y tres escalas para las sub-cualidades de la astringencia
evaluadas en las fracciones de acuerdo con lo apuntado por Valentff y col.

En relacidbn con la persistencia también se ha encontrado una correlacion
positiva entre las puntuaciones de persistencia dadas a ambos tipos de mufestras (R
0.8050;P = 0.0153), siendo menor los valores de persistencia en las fracciones que en
los correspondientes vinos. A diferencia de lo discutido anteriormente para la
astringencia, el efecto “dumping” en el caso de la persistencia parece menos probable ya
gue ambos se evaluaron con la misma escala, por lo que los compuestos no-volatiles de
bajo peso molecular eliminados de esta fraccidon podrian incrementar la persistencia en
los vinos. Por lo tanto, estos resultados confirman que en vinos tintos, la persistencia
esta fuertemente relacionada con el atributo astringencia y que los compuestos presentes

en esta fraccion juegan un papel sensorialmente activo en ambos atributos.

2.3.5. Caracterizacion quimica de la fraccién proantocianica (PAsF)

2.3.5.1. Analisis cualitativo mediante MALDI-TOF MS

Los resultados de la determinacion cualitativa de las PAs mediante MALDI-
TOF MS se muestran enTabla 2.5. En todas las muestras, el principal grupo de picos
mostrd una separacion de 290 Da (ej. m/z 889, 1177, 1465, 1753, etc.) correspondiente
con la presencia de unidades de procianidinas (catequina/epicatequina). Procianidinas
con un grado de polimerizacion de entre 3 - 10 unidades (m/z 889 - 2907) fueron
detectadas en PAsF W5 y PAsF W6. En el resto de muestras, el mayor polimero
detectado fue el nondmero, excepto en la muestra PAsF W3, en la cual el mayor
polimero detectado fue el octameréigura 2.5). Una separacion de 152 Da fue
también observada (ej. m/z 1041, 1329, 1617, 1905, etc.), correspondiente a la adicion
de un galato en el anillo-C del heterociclo como es el caso de la (-)-epicateqdina-3-
galato por lo que en todas las muestras se ha confirmado la presencia de estos
compuestos. Otro modelo de separacion repetido fueron las sefiales separadas mediante
una diferencia de 16 Da. Estas masas son atribuidas a la presencia de prodelfinidinas,
donde el tercer grupo hidroxilo introduce diferencias de 15.9% Baemas, en el
espectro también se observaron sefales (ej. m/z 1175, 1191, etc.) que corresponden a
uniones de tipo-A entre proantocianidinas. Al menos un enlace interflavanico de tipo-A

existe en cada oligbmero.

124



Capitulo 2. Estudio del sabor y de las sensaciones en boca de las proantocianidinas

Intens. [a.u]

5000

907.389

4000 A

1193.513

1481.813

1039.438

1320.500

1633.629
1769.717

1921.633
2058.733

2209.820

2000

2344.836

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

x104

Intens. [a.u]

IS
i

1193.542

=
=
=]
=
&

1481.654

1041.470

-1329.568

1769.749

1633634

1921.816
2057.833

0.6

2210780
2346.623

2482 611

2634.057
2785.604
2922.901

0.4

T .10,00. — -12.50. — .15.00. — .1?.50. — .20,00. — .22,50. — .25,00. T .2?,50. — IEOIOUImE

Figura 2.5. Espectro de MALDI-TOF MS correspondiente a la muestra PAsF W3 (A) y a la
muestra PAsF W5 (B).

De acuerdo con esto, se puede afirmar que todas las PAsF analizadas estuvieron
constituidas por procianidinas galoiladas y no galoiladas unidas por enlaces de tipo-B y
al menos por un enlace de tipo-A. La diferencia cualitativa mas importante encontrada
en este set de fracciones fue que la PAsF de los vinos W5 y W6 contenian

proantocianidinas con un mayor grado de polimerizacion.
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2.3.5.2. Tidlisis-UPLC-UV/VIS-MS

Los resultados de la composicion estructural (unidades terminales y de
extension), el mDP y el porcentaje de procianidinas (% PC), prodelfinidinas (% PD) y
taninos galoilados (% G) encontrados en las seis fracciones a estudio se muestran en la
Tabla 2.5. (-) Epigalocatequina (EGCe), (+)-catequina (Ce), (-)-epicatequina (ECe) y
(-)-epicatequina-3-galato (ECGe) fueron identificados como unidades de extension,
mientras (+)-catequina (Ct), (-)-epicatequina (ECt) y (-)-epicatequidagalato
(ECGt) fueron identificados como unidades terminales. Diversos trabajos enfocados en
el estudio de proantocianidinas presentes en vinos elaborados con diferentes variedades
del géneroVitis vinifera han anotado la presencia de YCEG como unidades
terminales®*’ Sun y col®® estudiando diferentes fracciones obtenidas a partir de vinos
de Casteldo, identificaron EG@omo unidades terminales. En nuestras fracciones
vinicas se detect6 en todas las muestras la presencia dp&6Gu cuantificacion solo

ha sido posible en cuatro de ellas ya que las otras dos fracciones solo presentaban trazas.

La EG fue la unidad de extension mayoritaria. Las unidades de extension
también presentaron una alta proporcién de EG6Gtre las unidades terminales, layC
la EG fueron los mondmeros mas abundantes, encontrandose presentenlauita
concentracion superior. Estos resultados son consistentes con trabajos previos llevados a
cabo por Monagas y cdf, Fernandez y cdf y Hanlin y col*. Al igual que se
demostré con el andlisis mediante MALDI-TOF, los analisis de tiolisis también
confirmaron que las proantocianidinas de los vinos contenian procianidinas galoiladas y

no galoiladas asi como prodelfinidinas.

Respecto a los resultados de % PC, % PD y % G, se observa como el porcentaje
de prodelfinidinas es superior al de unidades galoiladas, presentando las procianidinas
el mayor contenido. La PAsF de los vinos W1 y W2 presentaron el menor contenido en
% PD (8.87 y 11.55), siendo el porcentaje mas alto el correspondiente a la muestra
PAsSF W4 (% PD = 19). EIl mDP oscil6 entre 4.62 y 6.38, siendo solamente el mDP de
la muestra PAsF W1 significativamente diferente a los otros mDPs calculados.
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Tabla 2.5. Datos cuantitativos y cualitativos de la fraccién proantocianica de los vinos (PASF Wx)

Tidlisis-UPLC/MS

MALDI-TOF
Fraccion Unidades terminales (%) Unidades de extension (%) PPAs TPAs
mDP %PC %PD %G
PC PD C EC ECG EGC C EC ECG

PAsF W1 PG-PGy PDs-PDy 66.70 33.30 tr 11.07 1.99 86.73 0.21 4.62+0.95b 90.90+1.88 a 8.87+1.86d 0.23+0.02¢c 45+.20b 499+19c¢c
PASF W2 PG-PG PDs-PDy 80.34  18.77 0.89 13.82 1.69 84.15 0.34 5.32+0.87ab 88.00+1.80b 1155+1.76c  0.45+0.04b 190+30b 521+8¢c
PAsF W3 PC-PG PD4-PDg 73.14 26.86 tr 19.12 0.91 79.78 0.19 6.18+0.45a 8292+218cd 16.87+215ab 0.21+0.04c 180+15b 619+4c
PASF W4 PG-PG PDs-PDy 65.23  34.30 0.46 22.20 3.11 74.44 0.24 6.32+1.0la 80.72+216d 19.00t2.14a  0.28+ 0.02c 315+35b 784+71b
PAsF W5 PGs-PCyo PDs-PDyo 72.17 27.47 0.36 18.76 4.63 76.34 0.27 6.38+0.16 a 83.77+054c¢c 15.96 £0.57 b 0.27+0.07c 590 £ 20 a 1260 £ 82 a
PASF W6 PG-PCio PDs-PDyo 74.48  25.21 0.31 20.70 6.66 72.06 0.58 6.32+046a 8213+0.42cd 17.34+0.42ab 0.54+0.05a 890+70a 1241+22a

“Abreviaturas: tr, trazas; C, catequina; EC, epicatequina; ECG, epicatequin-galato; EGC, epigalocatequina, mDP, grado medio de polimerizacién; PC, procianidinas; PD, prodelfinidinas; G, galal
Proantocianidinas precipitables con proteinas expresado como miligramos por litro de &cido tanico; TPAs, contenido total de proantocianidinas expresado como miligramos por litro de catequina.
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Los valores de mDP observados en las fracciones proantocianicas de estos vinos
fueron similares a los encontrados en vinos por otros adfdfe¥.Estos resultados
mostraron una correlacién positiva entre el mDP y el porcentaje de prodelfinidinas (R
= 0.92, F = 44.94P = 0.0026). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Monagas y cof’ y Sun y coP? sin embargo, no se ha observado una correlacion entre

el mDP y el porcentaje de taninos galoilados como otros autores han ahdtado.
2.3.5.3. Contenido total de proantocianidinas (TPAS)

La fraccidbn caracterizada por el menor contenido en proantocianidinas
poliméricas fue la PAsF W1 con un valor equivalente en catequina de 499 mg/L
mientras que la fraccion con el contenido mas alto fue la PAsF W5 con un valor de
1260 mg/L Tabla 2.5). Estos valores son consistentes con los datos obtenidos por otros
autore§’ quienes encontraron, usando el indice de la vainillina, valores medios de 700-
800 mg/L para las variedades Tempranillo, Graciano y Cabernet Sauvignon. Sun y
col.>* emplearon este indice para estudiar la diferente concentracién en PAs oligémeras
y polimeras en cv. Tinta Miuda. Estos autores encontraron valores de 300 mg/L en
vinos elaborados sin contacto con el raspén, alrededor de 800 mg/L en vinos elaborados
en contacto con el raspon y valores entorno a 1400 mg/L en vinos elaborados con la
técnica de maceracion carbdnica. En el presente estudio, este indice mostré una
correlacién positiva con el IPT de los vinog @R0.81, F = 21.84, B 0.009).

2.3.5.4. Proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAS)

Los resultados correspondientes a las proantocianidinas precipitables con
proteinas se presentan ed &bla 2.5. Los valores de PPAs oscilaron entre los 45 mg/L
para la PAsF W1 y los 890 mgfiara la PAsF W6. Los valores fueron, en general,
ligeramente inferiores a los encontrados en los vid@blé 2.2) si bien, se ha
encontrado una correlacion significativa entre las PPAs de los vinos y las fracciones
(R’= 0.9647,P = 0.0005). Se ha observado ademés una correlacién positiva entre las
PPAs y las TPAs de las seis fracciones a estudi QF8807,P = 0.0056), al igual que
lo encontrado en otros vinos estudiatfo¥.
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2.3.6. Correlaciones entre la composicién quimica y sensorial de la
fraccidon proantocianica

Se aplicé el analisis de componentes principales considerando los datos
quimicos y los atributos sensoriales (variables ilustrativas) de las seis fracciones de
proantocianidinas (PAsF). LEigura 2.6A muestra la proyeccion de las muestras y las
variables en los dos primeros componentes principales que explican el 80 % de la
varianza total. El primer componente principal (PC1) esta positivamente correlacionado
con el porcentaje de flavanoles de extensioh(€GGC), de prodelfinidinas, con la
concentracion de proantocianidinas totales (TPAs), con la concentracién de las
proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAs) y con el grado medio de
polimerizacion y negativamente con el porcentaje de procianidinas ¢y LEBC
proyeccion de las variables ilustrativas, astringencia sedosa y rugosa/secante, en los dos
ejes principales muestran que la astringencia sedosa tiene valores negativos en el PC1
mientras que la astringencia rugosa/secante muestra valores positivos en este
componente. Cabe destacar que la astringencia sedosa esta positivamente correlacionada
con EG y negativamente correlacionada cor; EGG, % PD, mDP, TPAs y PPAs e

inversamente en el caso de la astringencia rugosa/secante.

El segundo componente principal que explica el 27.3 % de la varianza total esta
correlacionado con el tipo de flavanol unido a la posicion terminal de las
proantocianidinas y con la PAs galoiladas. Estas variables no modificaron las
sensaciones tactiles descritas para estas fracciones. La proyeccion de las seis fracciones
de proantocianidinas en los dos primeros ejes se muestra Figula 2.6B. Esta
distribucion concordo con las sub-cualidades de la astringencia evaluadas en las citadas
fracciones. Por consiguiente, la PAsF W6 (mayor astringencia rugosa/secante) esta
proyectada en el lado derecho del plano y la PAsF W1 (mayor astringencia sedosa) en el
lado izquierdo. Las otras fracciones estan situadas entre ambas, de acuerdo con los

valores asignados por los panelistas a estos atributos.
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Figura 2.6. Proyeccion de las variables sobre el plano de los dos primeros componentes
principales (PC1 y PC2). Abreviaturas: t, flavanol terminal; e, flavanol de extensién; A-Sed,
astringencia sedosa; A-Rug/Sec, astringencia rugosa/secante (A) y proyeccién de las seis
fracciones en las dos primeras componentes principales (B).

Ademas, se llevd a cabo una regresion lineal mdultiple, en la cual las
proyecciones de las fracciones en el analisis de componentes principales fueron
consideradas como variables independientes y la astringencia como una variable
dependiente. Por lo que, tres componentes principales que explican el 91.65 % de la
varianza total fueron considerados. La regresion lineal multiple proporcioné dos
modelos significativos, explicados por la primera componente. Las regresiones fueron:

Astringencia sedosa = 1.495 — 0.211 * PC1 (F = 44.15; P = 0.003)
Astringencia rugosa/secante = 2.655 + 0.470 * PC1 (F = 16.82; P = 0.015)
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Los resultados del analisis de componentes principales y de las regresiones
lineales mdltiples mostraron que las diferencias en el contenido en PAs totales y
precipitables con proteinas y las unidades de extension de los flavanoles unidas a las
PAs proporcionan diferencias sensoriales en la astringencia percibida por los panelistas.
Por lo tanto, la astringencia rugosa/secante estd positivamente correlacionada con el
contenido en PAs totales, como anoté Gawel ytylcon las PAs precipitables con
proteinas, lo que parece légico, ya que las sensaciones orales descritas como secantes 0
rugosas son comunmente atribuidas a interacciones de las proantocianidinas con las

glicoproteinas salivares.

El aumento del grado de polimerizacion parece incrementar la astringencia
rugosa/secante percibida y disminuir la astringencia sedosa. Vidal'$yc@hira y
col.>® apuntaron resultados similares, relacionando el incremento en la longitud de la

cadena de PAs con las puntuaciones mas altas dadas al atributo “secante”.

La relacion entre las caracteristicas estructurales de las PAs y sus propiedades
sensoriales pueden ser evaluadas a través de la influencia de la galoilacién (G), la
hidroxilacion adicional del anillo-B (PD) y del porcentaje de los flavanoles mondmeros
que forman las PAs. De acuerdo a nuestros resultados, el porcentaje de galoilacion no
modifica la percepcion de las dos sub-cualidades tactiles detectadas, lo que estaria de
acuerdo con lo anotado por Vidal y ¢05in embargo, el porcentaje de PD y PC si que
parecen tener efecto sobre las sub-cualidades de la astringencia. Asi, estos resultados
muestran que un mayor porcentaje de PD o lo que es lo mismo un incremento de la
hidroxilacion del anillo-B disminuye la sensacion sedosa y aumenta la sensacion
rugosa/secante. Diferencias en las sub-cualidades de la astringencia como consecuencia
de la trihidroxilacién del anillo B han sido evidenciadas por Vidal y*%céldemas,
hasta donde alcanza nuestro conocimiento, es la primera vez que se ha puesto de
manifiesto el papel opuesto que juegan las unidades de extension de las PAs en las sub-
cualidades de la astringencia percibida. Asi, un mayor porcentajeydE@C, parece
inducir a un incremento de la astringencia rugosa/secante, mientras que un incremento
del porcentaje de EQlisminuye esta sub-cualidad incrementandose la percepcion de la

astringencia sedosa.
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2.4. CONCLUSIONES

Las proantocianidinas mayores de tres unidades manifiestan exclusivamente
astringencia y persistencia. La cantidad en las cuales estan presentes las
proantocianidinas en las muestras y la proporcién/tipo de flavanoles de extensién unidos
a las PAs, parece jugar un papel importante en la percepcién de ambas sub-cualidades
astringentes, siendo aparentemente mas importante, en la percepciéon de la astringencia,

la concentracion de proantocianidinas que la composicion estructural.

Ambas sub-cualidades parecen contribuir a la persistencia. Se ha observado una
correlacion significativa entre la astringencia sensorial y la persistencia tanto en vinos

como en fracciones.

Se han encontrado regresiones lineales multiples significativas entre las
astringencias sensorialmente evaluadas y los compuestos analizados en la fraccion

estudiada.
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Capitulo 3. Contribucion de los fenoles de bajo peso molecular en el amargor de los vinos

3.1. ANTECEDENTES

El estudio detallado de la composicion no volatil de vinos tintos resulta muy
interesante debido a las cualidades organolépticas que estos compuestos poseen y
evocan como: dulzor, acidez, amargor, o bien, diferentes sensaciones orales tales como
la percepcidbn de una astringencia sedosa, rugosa 0 secante, entre otras. Se ha
demostrado que la calidad del vino viene dada en primer lugar por la ausencia de
defectos aromaticos y en segundo lugar por la presencia de compuestos no volatiles y
mas precisamente por la composicion fendlica, la cual es capaz de modular esta

percepcién de caliddd.

La implicacion que tienen estos compuestos no volatiles en la percepcion
sensorial de los vinos ha sido descrita en un amplio niimero de investigatignies
mayor parte de ellas se han centrado principalmente en el estudio de los compuestos que
contribuyen en la percepcién de la astringenfia® Asi, estudios recientes confirman
gue la astringencia denotada con la sub-cualidad de rugosa (usando &cido tanico como
estandar de referencia) es causada por una fraccion polimérica de mas de 5 kDa, siendo
esta sensacion incrementada por la presencia de acidos, tales como el acido caftarico, el
acido galico y el &cido furano-2-carboxilitbOtros estudios llevados a cabo por Saenz-
Navajas y cof’ muestran dos modelos capaces de predecir la astringencia percibida,
usando en este caso, sulfato de potasio y aluminio como estandar de referencia para la
astringencia. De nuevo, en ambos modelos, la concentracion de proantocianidinas, la
presencia de &cidos orgénicos y el contenido alcohdlico son los compuestos que mejor
explican la astringencia percibida.

Por otra parte, los fenoles mondmeros han sido repetidamente descritos como
astringentes y amargd4é™® Recientemente se ha demostrado que ninguno de estos
compuestos presenta concentraciones por encima de sus umbrales de deteccion, por lo
que estos compuestos no tendrian un papel importante en las percepciones sensoriales

de vinos tintog®*3

Por el contrario, muy pocos trabajos se han centrado en el estudio del sabor

amargo en vinos tintos. Ademas, en algunos de ellos, los autores se han encontrado con
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diversos obstaculos que han impedido el poder extraer mas informacién respecto a este
sabor. La interpretacién equivocada de este atributcbien la falta de diferencias
significativas entre las muestras estudidtiasn sido algunos de los factores que han
ralentizado el poder avanzar en el conocimiento de compuestos implicados en este
atributo. De hecho, publicaciones previas muestran resultados controvertidos en base a
los compuestos activos implicados en este sabtr>'°En general, en estos trabajos

se estudio el amargor de los compuestos polifendlicos, tanto de la fraccién polimérica
como de los flavan-3-ol mondémeros, dimeros y trimeros, y se demostro que las
moléculas mas grandes tienden a ser menos amargas y mas astringéees y cof
confirmaron que la (-)-epicatequina es mas amarga que su estereoisomero (+)-catequina
y que ambos son mas amargos que la procianidina trimera, catequina-(4—8)-catequina-
(4-8)-catequina y catequina-(4—8)-catequina-(4—8)-epicatequina mientras que Hufnagel
y Hofmanrt® encontraron para la procianidina dimera y trimera un umbral de
percepcion del sabor amargo inferior que para la (-)-epicatequina y (+)-catequina. Un
estudio centrado en vinos blancos y tintos macerados en contacto con los orujos y a los
que se adicionaron antociahbestablecié que la puntuaciéon en el amargor esta
correlacionada con la concentracion de la mayor parte de los compuestos polifénolicos,
pero especialmente con las proantocianidinas y fenoles poliméricos, lo cual esta de
acuerdo con trabajos previd¥ Por el contrario, Hufnagel y Hofmalfrconsideran a

los fenoles poliméricos > 5 kDa como compuestos no amargos.

Por otra parte, estudios realizados en vinos blancos y en disoluciones modelo,
han demostrado que fenoles monoméricos como la catequina son capaces de evocar
tanto amargor como astringenéi®.Un trabajo enfocado en el estudio de fracciones de
vino ha mostrado que el amargor es debido a la presencia de mondémeros de catequina y
epigalocatequina, acidos fendlicos como el acido cutérico y caftérico y flavonoles como
la miricetina®® Otro estudio llevado a cabo con vinos reconstitditios descrito como
compuestos potencialmente amargos a dos flavan-3-ol-mondémeros y a cuatro dimeros, a
siete ésteres etilicos de acidos fendlicos y a ocho aminoacidos. A pesar de encontrarse
estos compuestos en concentraciones diez veces inferiores a su umbral de deteccion,
estos autores han concluido que concentraciones por debajo del umbral de ésteres
etilicos de acidos fendlicos y de flavanoles contribuyen al amargor de los vinos tintos.
Ademas de las incongruencias encontradas en torno a este sabor, existe también un gran

desconocimiento acerca del posible amargor que pueden manifestar otros compuestos
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fendlicos que no pertenecen al grupo de los taninos como pueden ser los antocianos.
Recientemente, Soares y édhan detectado que diferentes compuestos fendlicos, entre
ellos la epicatequina, una procianidina trimera y la malvidiagbdcésido activan en

el ser humano distintos receptores del sabor amargo.

Otro aspecto importante a tener en cuenta y que envuelve la percepcion de este
sabor, es la habilidad genética a la hora de su deteccion, la cual impide a un 30 % de la
poblacion detectar como amargos compuestos sintéticos especialmente amargos como
la feniltiocarbamida (PTC) y el 6-n-propil-tiouracil (PROP), similares en sabor a
compuestos amargos que pueden encontrarse en la col, el brécoli crudo, en el café, en la
ténica y en las cervezas negfafrobablemente, debido a este problema genético que
complica la interpretacion de este atributo y también debido a que la mayor parte de los
compuestos amargos se encuentran en concentraciones por debajo de su umbral de

deteccion, resulta dificil avanzar en el conocimiento quimico-sensorial de este sabor.

En el campo del sabor y las sensaciones tactiles, ha sido ampliamente descrito
gue no solo los compuestos quimicos, sino que también las interacciones moleculares
entre compuestos presentes en el vino juegan un papel determinante en la estabilidad
quimica del vino, afectando a sus propiedades sensdfiafes! etanol ha sido descrito
en numerosas ocasiones como un compuesto que incrementa el amargor
percibidd?'"??7 que lo enmasca’®™ o bien que suprime o modera la astringencia de
los fenoles??"*° Fischer y Nobl& observaron cémo un incremento del 3 % v/v de
etanol incrementa mas el amargor, en torno a un 50 %, que la adicion de 1400 mg/L de
catequina en ese mismo vino, lo cual incrementaba el amargor en torno a un 28 %. En
este contexto y estudiando otro tipo de interacciones, se ha constatado como un
incremento en la acidez, y en la acidez percibida, provoca un incremento tanto de la
intensidad® como de la duracion de la astringeriéiaa astringencia se ve reducida al
producirse un incremento en la viscosidad, mientras que el amargor no se ve Hiterado.
Sin embargo, el sabor amargo se ve incrementado al aumentar la concentrack®a de cis

hexenol, compuestos con aroma a hierba recién cortada y sinsabor.

El principal objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto que tienen los
compuestos no volatiles, concretamente, los compuestos de bajo peso molecular en las

percepciones en boca de vinos tintos, especialmente en el amargor y en la astringencia,
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partiendo para ello de datos quimicos cuantitativos. Como objetivo mas concreto de este
trabajo se propuso explorar y conocer los compuestos que tienen una mayor implicaciéon
en el sabor amargo de los vinos tintos. Para ello, seis vinos tintos jovenes espafoles y
posteriormente las fracciones obtenidas a partir de ellos fueron descritas en boca por un
panel sensorial entrenado y seleccionado por su capacidad para percibir el sabor
amargo. La identificacion y cuantificacion de los compuestos presentes se llevé a cabo
mediante UPLC-DAD-MS. La implicacion potencial en el sabor amargo de las

moléculas no volatiles analizadas fue estudiada con la ayuda de programas estadisticos.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Disolventes y estandares

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de calidad analitica y todos los
disolventes cromatograficos utilizados fueron de grado HPLC. El agua ultrapura fue
obtenida a partir del sistema de purificacion Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia).
TSK Toyopearl gel HW-50F fue suministrado por TosoHaas (Montgomeryville, PA,
U.S.A). El metanol, acido férmico, etanol, acetonitrilo, acido sulfarico y acido
clorhidrico fueron adquiridos en Scharlab (Barcelona, Espafia). El sulfato de quinina
dihidrato (98 %) fue obtenido en Alfa Aesor (Karlsruhe, Alemania). El &cido tartérico,
el sulfato de potasio y aluminio y el acido tanico fueron adquiridos en Panreac

(Barcelona, Espafa).

Ovoalbumina (V-grade), acido L-tartarico, &cido L-malico, acido L-lactico,
acido succinico, acido citrico, acittans-aconitico, acidais-aconitico, acido siringico,
6-propil-2-tiouracil, catequina, epicatequina, miricetina, kaempferol, vainillina, éster
etilico del acido protocatéquico, acido protocatéquico, acido galico, acido cafeico y
quercetina  fueron adquiridos en Sigma-Aldrich  (Steinheim, Alemania).
Malvidina-3-O-glucésido, éster etilico del acido cafeico, resveratrol, querceta-3-
glucosido, quercetina-@-rutinésido, quercetina-8-galactésido, quercetina-
glucurénido, kaempferol-8-glucésido, isorhamnetina-3-glucésido, isorhamnetina,
epicatequin-galato, epigalocatequina, procianidinas A2, B1 y B2, acidos ferulico y p-
cumarico fueron proporcionados por Extrasynthese (Genay, Francia). El acido vainillico

fue suministrado por Fluka (Buchs, Suiza).

3.2.2. Muestras

Los seis vinos tintos jovenes comerciales espafioles utilizados en el trabajo
descrito en el Capitulo 2, apartado 2.2.2., fueron los que se utilizaron en la realizacion

del presente estudio.
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3.2.3. Preparacion de la muestra

3.2.3.1. Eliminacion de los compuestos volatiles de los vinos

La eliminacion de los compuestos volatiles de los vinos se llevo a cabo
aplicando la metodologia descrita en el apartado 2.2.3. El extracto obtenido se disolvio

en 2 mL de etanol/agua (13:87, v/v) y se uso para el siguiente fraccionamiento.

3.2.3.2. Fraccionamiento: obtencion de la fraccion de compuestos de bajo
peso molecular

El fraccionamiento se realizé de acuerdo con lo descrito en el apartado 2.2.3.2.
Los compuestos de bajo peso molecular (azlcares, acidos organicos, acidos fendlicos,
antocianos, flavanoles y flavonoles) fueron eluidos con 240 mL de etanol/agua/acido
férmico (55:45:1 v/v/v) y recogidos en matraces esféricos de 500 mL. El etanol fue
evaporado a vacio y los compuestos presentes en la fracciébn de bajo peso molecular
(LMW-F) fueron liofilizados. Las seis LMW-F procedentes de cada vino fueron
reconstituidas en 32 mL de agua embotellada y fueron almacenadas a 4 °C hasta que se
llevd a cabo el analisis sensorial. Con el fin de obtener volumen suficiente para
suministrar a los catadores cada vino fue fraccionado siete veces. Los analisis quimicos
se realizaron reconstituyendo las muestras en el mismo volumen de partida que los
vinos originales. Ambos analisis, sensorial y quimico se llevaron a cabo

simultaneamente y en un periodo inferior a 3 meses.

3.2.3.3. Eliminacion de azucares y acidos de la fraccion de bajo peso
molecular

La eliminacion de los azucares y de los acidos presentes en la fraccion de los
compuestos de bajo peso molecular (LMW-F), se realiz6 mediante extraccion en fase
sélida utilizando cartuchos (Bond Elut LRC C18, 500 mg/mL) de Varian (Darmsdtadt,
Alemania). La muestra LMW-F a extraer se redisolvio en 50 mL de agua milliQ
ajustada a un pH de 2.5 con 1 M de HCI, por lo que los compuestos presentes en esta
fraccion estaban en la misma concentracidbn que el vino original. El método de
extraccion empleado fue el descrito por De Villiers y *¢opero con algunas
modificaciones. Se empleé metanol en vez de acetato de etilo para la recuperacion de la
fraccion fendlica total y siete mililitros de muestra fueron introducidos en el cartucho en

vez de un mililitro. Este volumen de ruptura fue el seleccionado entre un rango testado
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de entre 5 a 15 mL. Los cartuchos se preacondicionaron con 5 mL de metanol y 5 mL
de agua (pH = 2.5, ajustado con 1 M HCI). Los acidos organicos y los azucares se
eliminaron con 5 mL de agua ajustada a pH = 2.5 con 1 M HCI, esta fraccion se nombré
como fraccion acuosa-SPE. Los polifenoles fueron eluidos con 5 mL de metanol y esta
fraccion sin acidos y azucares se denomipiA (de las siglas en inglés, without

organic acids) o fraccién metandlica-SPE. Ambas fracciones se recogieron por separado

y se evaporaron a sequedad.

3.2.4. Analisis Quimicos
3.2.4.1. Andlisis de acidos organicos

Los compuestos procedentes de la fraccion acuosa obtenida a partir de la
extraccion en fase solida fueron analizados mediante UPLC-MS. Los analisis fueron
llevados a cabo con un cromatografo liguido de la casa Waters Acquity Ultra
Performance (Waters, Milford, MA, U.S.A) acoplado a un detector de masas de alta
resolucién (microTOF II, Bruker Daltonik, Bremen, Alemania) equipado con una fuente
multimodal, Apollo Il ESI/APCI (ionizacion mediante electrospray/ionizacién quimica
a presion atmosférica). Bruker Daltonics (Version 3.4, Waters, Milford, MA, U.S.A) fue
el software usado para el control del instrumento y para el procesado e integracion de

los datos.

Condiciones cromatograficaga columna utilizada para la separacion fue una

BEH C18 (1.7 um, 2.1 x 100 mm), protegida con una pre-columna del mismo material
(Waters, Milford, MA, U.S.A) y termostatizada a 40 °C. Los compuestos se eluyeron
con las siguientes condiciones: flujo de 0.45 mL/min, disolvente: (A) agua/acido
férmico (0.1 %) con un régimen isocratico de 0 a 6 min., seguido de 100 % de
acetonitrilo (B) durante 2 min. para el lavado de la columna y de nuevo 2 min. con el
disolvente A para el equilibrado a las condiciones iniciales. El volumen de inyeccién
fue de 7.5 L. Antes de ser inyectadas, todas las muestraltraedin por 0.22 um.

Cuantificacion. La cuantificacion se llevo a cabo en modo negativo. Se
realizaron curvas de calibracién para el acido tartarico, citrico, malico, lactico y
succinico Anexos V'y VI). El acido citramalico fue cuantificado con el estandar del

acido citrico y el acido fumarico con el estandar del acido succinico. Los espectros se
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adquirieron entre m/z 120 y 1500. El potencial del capilar se fij6 en 3.5 kV, el gas
nebulizador se utilizé a 3.0 bar y 25 °C, la temperatura del gas de secado fue de 180 °C

y el flujo de 9.0 L/min).

3.2.4.2. Andlisis de compuestos fendlicos

La fraccion de bajo peso molecular (LMW-F) obtenida del fraccionamiento
mediante permeacion en gel y el extracto metandlico obtenido a partir de la extraccion
en fase solida fueron analizados mediante UPLC-UV y UPLC-MS/MS usando el mismo
sistema descrito en el apartado anterior y los métodos cromatograficos descritos por

Gonzéalez-Hernandez y cB.

Condiciones cromatograficasEl flujo y el volumen empleados fueron de

0.45 mL/min y 7.5 pL, respectivamente. Los acidos fendlicos, flavanoles y flavonoles
fueron analizados empleando un gradiente de elucion con agua/acido formico (0.1 %)
como fase A y acetonitrilo/acido formico (0.1 %) como fase B. El gradiente fue el
siguiente: de 1 a 8 % de B en 4 min, de 8 a 30 % de B en 7 min, de 30 a 100 % de B en
2.5 min seguido de 3 min de preacondicionamiento de la columna a las condiciones
iniciales. Para los antocianos, se empled un gradiente de elucién con agua/acido férmico
(5 %) como fase A y acetonitrilo como fase B. El gradiente de elucion fue: de 5 a 15 %
de B en 3 min, de 15 a 45 % de B en 9.5 min, de 45 a 100 % de B en 1 min, seguido de

3 min de precondicionamiento de la columna a las condiciones iniciales.

Cuantificacién. La identificaciébn y cuantificacion de los &cidos fendlicos,
flavanoles, flavonoles y estilbenos se llevd a cabo mediante UPLC-MS/MS en modo
negativo, con la fuente de electrospray adquiriendo de m/z 120 a 1500
(Anexos VII-IX). La identificacién de los compuestos se consiguidé de acuerdo a la
siguiente informacion: tiempos de retencién, espectros de masas y las fragmentaciones
MS/MS, comparandolos con respecto a sus estandares. Los compuestos para los cuales
no se disponia de estandar de referencia, fueron identificados por sus espectros de
MS/MS por comparacion con los tiempos de retencion y los espectros de la
literatura®®**3® para cuantificar se realizaron curvas de calibracién de los estandares
disponibles. Las concentraciones de acido caftarico, acido cutarico y acido ferdlico

fueron determinadas a partir de la curva de calibrado del acido c&féico.
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La identificacion de antocianos se llevo a cabo mediante UPLC/MS-MS, con la
fuente de electrospray adquiriendo entre m/z 50 y 3000 en modo positivo.
Consecutivamente, la cuantificacion de cada compuesto se llevo a cab6é mediante
UPLC-UV, adquiriendo a 520 nmi\Qexo X). El area relativa de cada pico en todos los
estandares y vinos se obtuvo usando el etil ferulato como estandar interno. Todos los
pigmentos antocidnicos fueron cuantificados en base a la malvidirghB:osido.

3.2.4.3. Andlisis de parametros enologicos convencionales

Estos analisis han sido descritos en el apartado 2.2.4.1.

3.2.5. Andlisis Sensorial
3.2.5.1. Evaluacién de las muestras

El panel entrenado para la evaluacion de las muestras del Capitulo 2, con el
estatus de catadores y super catadores del sabor amargo, formo parte también de la
evaluacion sensorial de este estudio, realizando el entrenamiento especifico con
muestras similares a las del presente estudio. Las seis fracciones de bajo peso molecular
(LMW-F) procedentes de cada uno de los vinos (4 mL) fueron evaluadas por duplicado

en una Unica sesion.

Por otra parte, las seis fracciones de bajo peso molecular una vez eliminados los
azucares y los acidos (foa) fueron también evaluadas por los panelistas. Las seis
muestras (4 mL) fueron evaluadas en una Unica sesion, incluyendo tres muestras

repetidas para evaluar la consistencia del panel.

3.2.5.2. Estudio sensorial piloto

Cinco jueces entrenados participaron en este estudio sensorial piloto llevado a
cabo con la finalidad de comprobar la efectividad sensorial del método de SPE en la
eliminacion de los acidos organicos y azucares. Este estudio fue realizado previo a la
evaluacion de las oa por el panel de catadores. Se selecciond para ello un vino
considerado muy astringente y 4 mL de las fracciones obtenidas a partir de este vino, tal
y como se detalla en el apartado 3.2.3 fueron evaluadas (la fraccion acuosa-SPE, la
fraccion metandlica-SPE vy la fraccion de compuestos de bajo peso molecular sin SPE,
LMW-F sin SPE). Las fracciones fueron descritas por duplicado y en una Unica sesion
siguiendo el protocolo citado en el apartado 2.2.5.3.
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3.2.6. Andlisis estadistico

Se aplico un ANOVA a tres factores para cada uno de los atributos evaluados en
boca (sabor, astringencia y persistencia) contemplando, en funcién del tipo de panel
(vinos, LMW fracciones y LMWy,0a fracciones), jueces (J) y réplicas (R) como
factores fijos y todas las interacciones de primer orden fueron también calculadas con el
fin de confirmar la consistencia del panel usando para ello el programa estadistico SPSS
(IBM, Statistics version 19, Inc., Chicago, IL, USA). Las diferencias significativas entre
los atributos evaluados en boca y las muestras fueron determinadas realizando un
analisis de la varianza (ANOVA) a un factor tomando como medidas repetidas los
jueces mediante el test de Tukey para un umbral de error deP><%0.05) usando el
programa estadistico previamente citado.

Los coeficientes de correlacion de Pearson fueron calculados entre los
parametros sensoriales que habian mostrado diferencias significativas entre muestras y
los parametros quimicos analizados en las muestras. La significacion se consider6 para
el umbral de error del 5 %P(< 0.05). Los andlisis se llevaron a cabo usando el
programa estadistico InfoStat, version 2011 (www.infostat.com.ar) y SPAD, version 5.5
(CISIA-CESRESTA, Montreuil, Francia).

Con la finalidad de modelizar la relacion entre el amargor y los compuestos
quimicos analizados se utilizo la regresion por minimos cuadrad®artial Least
Square Regression (PLSR) mediante el algoritmo PLS1 del programa Unscrambler 9.7
(CAMO, Trondheim, Noruega). Para el calculo de PLSR, la matriz con las variables
quimicas se escal6 para obtener datos normalizados. La homocedasticidad y linealidad
de los datos se confirmé con el objetivo de evitar la sobreestimacion de la bondad del
ajuste en el caso de que los datos hubieran sido heterocedasticos. Los datos utilizados en
la prediccion del amargor mediante PLS fueron el valor medio dado por los panelistas,

para lo cual se emplearon los jueces como muestras repeticion.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Caracterizacion de los vinos

La descripcion de los parametros enologicos de estos vinos junto con su
evaluacion sensorial se muestra en los apartados 2.3.1 y 2.3.2. Con el fin de facilitar la
lectura, la caracterizacion enoldgica y sensorial de los vinos se recogenadald.1

y en laFigura 3.1, respectivamente.

Tabla 3.1. Origen de procedencia, afiada, composicion varietal, analisis convencionales y el
indice de polifenoles totales (IPT) de los seis vinos tintos seleccionados en el estudio.

Etanol Acidez Acidez Azucares
Procedencia Afiada Variedad % pH volati  total reductores IPT"
(VIv) (@L)®*  (g)® (/L)
w1l Rioja 2008 Tempranillo 125 3.62 0.32 4.81 1.18 30.0
Mencia.
W2 VT Cangas 2008  Albarin 12 3.47 031 5.05 1.22 36.8
negro
. Bobal.
w3 Valencia 2008 Syrah 125 354 0.30 5.25 3.98 40.8
wa VTCastlla on00 remoranilo 13 357 031 5.4 166 553
y Leon
W5 Valdepeias 2008 Tempranillo 135 3.73 0.26 5.33 1.59 59.0
W6 Toro 2008 Tempranillo 145 3.89 0.36 4.33 1.69 62.5

*Expresado en gramos de acido tartarico por lffralice de polifenoles totales. Expresado en unidades
de absorbancia.

Todos los vinos mostraron un buen estado de conservacion con valores de
acidez volatil inferiores a 0.36 g/L. Los vinos W5 y W6 presentaron el indice mas alto
de polifenoles totales (IPT)Tébla 3.1). Los seis vinos fueron evaluados con
puntuaciones altas para los atributos acidez, amargor, astringencia y persistencia.
Unicamente se encontraron diferencias significativas en los atributos amargor,
astringencia y persistencia, siendo en el atributo astringencia donde los jueces
encontraron mayores diferencias entre los vinos estudidegsrd 3.1). De las
correlaciones realizadas entre atributos, solo el amargor y la astringencia mostraron una
correlacion positivaR® = 0.9456,P = 0.0011), mostrando a su vez ambos atributos
correlacion con la persistencia € 0.001, en ambos casos).
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Figura 3.1. Grafico con las puntuaciones sensoriales medias de los seis vinos del estudio. Las
barras de error estan calculadas como’$/((9) desviacion estandar; (n) nimero de panelistas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre viRgs @.05) (test de Tukey); nds,
diferencias no significativas.

3.3.2. Caracterizacion sensorial de la fraccion de bajo peso molecular
(LMW-F)

Los ANOVAs a tres factores calculados para cada atributo revelaron que los
jueces son una fuente de variacion significativa en todos los atribBtos, 0{05)
(Tabla 3.2).

Tabla 3.2. ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados por los 18 jueces en
la fraccion de bajo peso molecular (LMW-F).

Atributos Juez (J) Fraccion (F) Réplicas (R) F*J J*R F*R

(91=17) (gl =5) (9l=1) (gl = 85) (91=17) (gl =5)

F P F P F P F P F P F P
Dulce 4.077 <0.001 1.448 0.217 0.001 0.975 1.430 0.065 0.835 0.649 0.587 0.710
Acido 5.189 <0.001 5.677 <0.001 0.036 0.851 0.951 0.584 0.522 0.933 0.718 0.612
Amargo 14.865 <0.001 2.454 0.041 0.547 0.462 1.299 0.133 0.590 0.889 0.495 0.779
Astringencia
sedosa 7.224 <0.001 1.376 0.243 0.187 0.483 1.272 0.153 0.788 0.700 0.508 0.770
Astringencia
secante 2,245  0.009 1.178 0.328 0.249 0.619 1.054 0.410.409 0.979 1.031 0.406

Persistencia 7.211 <0.001 0.835 0.529 1.066 0.305 1.088 0.360 0.825 0.660 0.438 0.820

Los efectos significativod(< 0.05) se muestran marcados en negrita; grados de libertad (gl), estadistico
F y valores dé.
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Como ya se ha citado anteriormente, este efecto es habitual en el andlisis
sensorial y es debido a las diferencias fisioldgicas existentes entre los individuos, ya que
cada juez tiene una percepcion fisiolégica Ufitc@in embargo, el efecto réplica no fue
significativo, indicando una consistencia en la valoracion dada por los jueces a ambas
repeticiones. La interaccion fraccion-réplica (F*R) no fue significativa indicando por
tanto que no existen diferencias en la interpretacion de los términos y que los jueces
estaban bien entrenados con respecto a todos los atributos. A continuacion se muestran
las puntuaciones sensoriales dadas a las seis fracciones de bajo peso molecular

evaluadasKigura 3.2).

FRACCION DE BAJO PESO MOLECULAR (LMW-F)
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Figura 3.2. Gréafico con las puntuaciones sensoriales medias de las seis fracciones del estudio.
Las barras de error estan calculadas como®/((§) desviacién estandar; (n) ndmero de
panelistas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre W¥rne905) (test de
Tukey); nds, diferencias no significativas.

Todas las fracciones fueron claramente evaluadas como &cidas, siendo este el
sabor predominante en todas ellas. Las puntuaciones para este atributo fueron mas del
doble que las anotadas para la astringencia, el amargor y el dulzor. Esta puntuaciéon tan
elevada en el atributo acidez es debida a la presencia en estas fracciones de los acidos
organicos no volatiles como el acido tartarico y el acido lactico. Como se observa en la
Tabla 3.3, el acido lactico, el &cido tartarico y el acido succinico se encontraron en
concentraciones superiores a su umbral de percepcion, por lo tanto, son estos acidos los

gue muestran un mayor impacto en la acidez de los vinos.
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Tabla 3.3. Compuestos analizados mediante UPLC-DAD-MS en ambas fracciones obtenidas a
partir de la extraccion en fase sélida (fraccién acuosa y fraccion metandlica). Concentracion
media, maximo (max) y minimo (min), max/min, umbral sensorial (expresado in mg/L) y factor
DoT para acidez, amargor y astringencia. Los compuestos correlacionados significativamente
bien con el amargor, con la astringencia o con la persistencia se resaltan en negrita.
(Compuestos citados en orden decreciente de concentracion, dentro de cada grupo).

Media Max Min Max/ Umbral* DoT
Compuestos (mg/)  (mg/l) (mg/ll)  min (mg/L) factor
Acidos y derivados
Acido lacticd 1200 2370 320 7.04 1393 1.7
Acido tartaricd 730 1020 tr 4% 23.3
Acido succinicd 170 340 tr 106 3.2
Acido citramalicd 50 130 tr n.a
Acido cutarico®? 41.0 64.2 29.2 2.20 10.00 6.4
Acido trans-caftaricd-? 30.7 375 26.2 1.43 5.00 7.5
Acido cafeicd 7.14 111 2.88 3.84 €13.00 0.8
Acido trans-aconiticd 3.78 6.44 2.16 2.98 80.09 <0.1771.5
Ester etilico del &cido cafeito 2.50 5.60 1.32 4.24 5229 <0.1<0.1
Acido ferllicd 2.54 3.19 1.20 2.65 13.00 <0.r°
Acido galicd? 1.57 2.23 0.90 2.48 50.00 <0.r
Acido siringicd 1.88 2.22 1.31 1.70 52 <0.r
Acido vainillicd 1.28 2.02 0.61 3.32 53 <0.r°
Acido cis-aconiticd 1.37 1.64 1.05 1.56 80.09 <0.1718.2
Acido cis-cumaricd 0.99 1.40 0.28 4.94 n.a
Acido protocatéquice? 0.47 0.62 0.24 2.63 32.00 <0.1°
Acido trans-cumarico® 0.23 0.29 0.21 1.36 23.90 <0.1
Ester etilico del &cido protocatéquicd 0.13 0.19 0.08 2.40 a8F <0.1<0.1
Acido citricd nd nd nd 499
Acido fumaricd nd nd nd n.a
Acido malicd nd nd nd 492
Flavonole3
Miricetina 3.88 9.25 3.50 2.64 10/@0.0' 0.9/0.9
Quercetina 3.85 9.36 0.73 12.87 106/00.¢" 0.9/0.9"
Quercetina-3-glucurénido 3.24 7.40 5.90 1.25 1.00 7.4
Miricetina-3-O-glucésido 3.41 6.80 2.33 2.92 ro 6.8
Quercetina-3-galactésido 1.00 4.06 0.46 8.78 0.20 20.3
Siringetina-30-galactésido 0.41 0.84 0.24 3.49 n.a
Isoharmnetina-&-glucésido 0.14 0.59 0.10 6.20 1.20 <0.r°
Quercetina-3-O-rutindsido 0.22 0.48 0.03 18.72 0.0006 685
Quercetina-32-glucésido 0.05 0.21 0.10 2.10 1.00 0.7
Kaempferol 0.07 0.20 nd 20%20.0'  <0.19<0.1
Kaempferol-30-glucésido nd nd nd nd 03
Isoharmnetina nd nd nd nd
Flavanoled
Catequina“? 34.30 64.18 14.39 4.46 1929¢° 0.5/0.2
Procianidina B2 17.84 38.08 5.77 6.60 198" 0.3/0.1
Prociadinina B1 11.06 25.72 2.58 9.96 1%931¢ 0.2/<0.1¢
Epicatequina 13.12 22.96 4.47 5.13 27070 <0.1<0.1
Epigalocatequina 7.23 15.55 1.94 7.99 159 <0.r°
Procianidina A2 1.16 3.34 nd n.a
Epicatequina galato 0.06 0.38 nd 115 <0.r
Catequina galato 0.15 0.31 nd 110 <0.r°
Procianidina C1 0.08 0.19 nd 26847  <0.19<0.1°

'Compuestos identificados en la fraccién acuosa-$EEmpuestos identificados en ambas fracciones
obtenidas a partir de SPE, acuosa y metandl@ampuestos identificados en la fraccién metandlica-
SPE. tr:itrazas; nd: no detectado; n.a: no disponfileTmax se calcula como el cociente de la
concentracién y el umbrdFactor DoT para la acideXEactor DoT para la astringenct&actor DoT para

el amargor. *Los umbrales sensoriales citados han sido tomados de los trabajos de Hufnagel y
Hofmannt?® Scharbert y cof Dadic y col**y Kamura y cof*
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Esto fue también observado por Hufnagel y HofmMi@njuienes destacaron la
presencia del &acido L-tartdrico como un compuesto muy importante en la acidez
percibida. La elevada acidez detectada en esta fraccidon puede ser también explicada
debido a la falta en esta fraccion de los compuestos fendlicos de alto peso molecular,
considerados y evaluados como astringentes, como ha quedado patente en el Capitulo 2
de esta memoria. Estos compuestos parecen modular la percepcién de la acidez,
disminuyéndola, tal y como se muestra en las puntuaciones de los vinos originales.
Otros autores también han observado esta interaccion acidez-astringencia, como Luna y
col.*®, en un trabajo sobre licor de cacao y Frank y&eh un estudio sobre vinos, en el
cual, la omisién de la fraccion que contenia los compuestos fendlicos de alto peso
molecular incremento la acidez percibida. A pesar de la alta acidez mostrada por esta
fraccion los panelistas describieron esta fraccion como astringente y amarga. Sin
embargo, resulta relevante el hecho de que no exista ninguna relacién entre los
compuestos quimicos analizados y los atributos sensoriales, posiblemente debido a que
la alta acidez percibida pueda estar enmascarando las otras percepciones. Tampoco se
han encontrado correlaciones entre las puntuaciones dadas a los atributos sensoriales
evaluados en los vinos y las puntuaciones dadas a los atributos sensoriales evaluados en

las fracciones.

3.3.3. Eliminacion de los &cidos
3.3.3.1. Estudio sensorial piloto

Se llevo a cabo un estudio sensorial piloto con el fin de comprobar la efectividad
del método de extraccion en fase sélida en la retencidén de los compuestos fendlicos y en
la eliminacion de los &cidos orgénicos con el fin de eliminar las interferencias causadas
por la alta acidez percibida en las fracciones de bajo peso molecular (LMW-F). En este
estudio se evaluaron la fraccibn acuosa procedente de la extraccion en fase solida
(Fraccion acuosa-SPE), la fraccibn metandlica procedente de la extraccién en fase
sélida (Fraccion metandlica-SPE) y la fraccion de compuestos de bajo peso molecular
previa a la extraccion en fase solida (LMW-F sin SPE). Estas fracciones se obtuvieron a
partir de un dnico vino tinto muy astringentéigura 3.3). Los resultados obtenidos
muestran que la fraccion acuosa, con acidos, fue percibida como acida y persistente con
valores practicamente residuales para los atributos amargor y astringencia. En este caso,

la persistencia percibida por los panelistas parece deberse a la acidez. Por el contrario, la
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fraccion metandlica, sin acidos, evaluada con valores por debajo de 1 para el sabor
acido, fue percibida como amarga y astringente, igual que la LMW-F sin SPE. Cuando
la acidez es residual, la persistencia percibida por los panelistas parece ser debida a la

astringencia y al amargor.

ESTUDIO SENSORIAL PILOTO

Puntuacién sensorial m

| o

Dulce Acido Amargo Astringencia  Persistencia

‘ 0O Fraccién acuosa-SPE m Fraccion metandlica-SPE LMW-F sin SPE‘

Figura 3.3. Grafica del estudio sensorial piloto realizado. Comparacion entre las dos fracciones
obtenidas a partir de SPE vy la fraccion de partida.

3.3.3.2. Eliminacion de los acidos presentes en la fraccion

Una vez comprobado en el estudio previo descrito arriba que mediante
extraccidon en fase sdlida se puede eliminar la elevada acidez percibida en las muestras,

se determino la efectividad del método en la retencion de los compuestos polifendlicos.

El analisis cromatografico de las fracciones resultantes de la aplicacion de la
extraccion en fase sélida en una de las muestras a estudio se ilustriggeral®.4. En
ellos se puede observar como en la fraccion correspondiente a la fase acuosa o de
lavado Figura 3.4A), no hay elucion de compuestos a partir del minuto 2 del
cromatograma. Esta fraccion esta principalmente compuesta por acidos organicos, tales
como los acidos tartarico, lactico, citramalico, succiniejtrans aconitico, y por

azucares. En el cromatograma correspondiente a la fraccién eluida con metanol
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(Figura 3.4B), se observa como la mayoria de los compuestos aparecen a partir de los
dos minutos.
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Figura 3.4. Cromatograma ionico total correspondiente a la fase acuosa obtenida a partir de la
extraccidén en fase sdlida (A). Cromatograma idnico total correspondiente a la fase metandlica
obtenida a partir de la extraccion en fase sélida (B).

Los resultados muestran como hay compuestos cuya recuperacion en la fraccion
metanolica es baja, como es el caso del acido galico y del acido protocatéquico, los
cuales son especialmente eluidos en la fase de lavado o fraccibn acuosa (agua-
acidificada) en un 90 y 57 %, respectivamente. Algunos acidos hidroxicinamicos como

el 4cido caftarico y el &cido cutarico también son eluidos en la fraccidon acuosa pero en
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una menor proporcion, aproximadamente, un 7 y un 0.5 %, respectivamente. La
catequina fue el unico flavanol eluido en la fraccibn acuosa, pero en una baja
proporcion, en torno a un 3 %. Estos resultados de recuperaciones obtenidos estan de
acuerdo con los observados por Pérez-Magarifio § @si. un estudio centrado en la
separacion de compuestos fendlicos en vino. Estos autores también observaron que los
compuestos mas polares, tales como el acido galico y el acido protocatéquico eluian
principalmente en la fraccion acuosa, el adidms-caftarico se distribuia en ambas
fracciones mientras que hns-cutarico y la (+)-catequina aparecian en concentracion

de trazas en la fraccién acuosa. Ademas, ha sido observado por vario$®dimuesel

alcohol presente en las muestras reduce la retencion de algunos compuestos fendlicos
por parte del sorbente, tanto durante la carga como durante las fases de
acondicionamiento/lavado, siendo los acidos hidroxibenzoicos los mas susceptibles de
sufrir pérdidas. En este estudio, las muestras fueron desalcoholizadas pero sin embargo,
la pérdida de &cidos hidroxibenzoicos ha sido igualmente confirmada.

3.3.4. Evaluacion sensorial de las fracciones sin acidosy/ba)

Con los datos sensoriales de la evaluacion de las fracciones sin acidos se han
calculado los ANOVAs a tres factores para cada atributo (dulzor, acidez, amargor,
astringencia sedosa, astringencia secante y persistencia), incluyendo fracciones, jueces y

tres réplicas como factores fijos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4.ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados por los 18 jueces en
la fraccion de bajo peso molecular sin acidos (LMY\E.

Réplicas

Atributos Juez (J) Fraccion (F) (R) F*J J*R F*R

(9l=17) gl =2) (9l=1) (gl = 34) (91=17) (9 =2)

F P F P F P F P F P F P
Dulce 16.333 <0.001 2.333 0.147 3 0.114 2.333 0.099 3.00 0.066 1.010 0.402
Acido 6.061 0.008 0.531 0.604 0.698 0.423 1.268 0.357 0.43 0.818 0.866 0.45
Amargo 3.976 0.030 6.599 0.015 1.378 0.268 0.968 0.508 1.99 0.166 1.429 0.285
Astringencia
sedosa 9.522 <0.001 1.857 0.206 0.51 0.491 0.927 0.547 0.804 0.572 1.000 0.402
Astringencia
secante 26.387<0.001 9.048 0.006 0.268 0.616 6.7620.003 1.768 0.207 0.357 0.708

Persistencia 4.415 0.026 2.236 0.157 0.128 0.728 1.228 0.376 0.333 0.882 0.128 0.881

Los efectos significativosP(< 0.05) se muestran marcados en negrita; grados de libertad (gl), estadistico
F y valores dé.
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Estos datos mostraron que el efecto juez fue significativo en todos los atributos.
Ningun efecto réplica fue significativo, lo que indica que el panel fue consistente en la
evaluacion de los atributos. La interaccion fraccion-juez (F*J) resultd solo significativa
para el atributo astringencia secante. El analisis de componentes principales (PCA)
realizado en este atributo reveldé que era sélo un juez el que estaba introduciendo las
diferencias en la interpretacion de este atributo, por lo que las puntuaciones dadas por
este juez en este atributo no se consideraronkigara 3.5 muestra la evaluacion
sensorial de las seis fracciones de bajo peso molecular después de la eliminacion de los

acidos.

FRACCION SIN ACIDOS

o W/OA-F W1
B W/OA-F W2

O W/OA-F W3

B W/OA-F W4

Puntuacion sensorial media

B W/OA-F W5

=2 W/OA-F W6

Dulce Acido Amargo Astringencia Astringencia Persistencia
-1- Sedosa Secante

Figura 3.5. Grafico con las puntuaciones sensoriales medias de las seis fracciones sin acidos del
estudio. Las barras de error estan calculadas comd?s@)) desviacion estandar; (n) nimero

de panelistas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre Rigds@5) (test de

Tukey); nds, diferencias no significativas.

Como era de esperar, la acidez y el dulzor fueron puntuados con valores
inferiores a 1, siendo principalmente descritas como amargas y persistentes. En lo que
concierne a la astringencia, todas las fracciones fueron evaluadas como sedosas aunque
no mostraron diferencias significativas entre ellas. Sin embargo, el atributo astringencia
secante, solamente fue percibido en las fracciones procedentes de los vinos W5 y W6,
es decir, en los vinos con los mayores IPTab(a 3.1). El resto de las fracciones
procedentes de vinos que mostraron IPT inferiores fueron descritas con valores < 0. 4 en
este término. Las puntuaciones dadas para el término astringencia sedosa en las

fracciones sin acidos foa) fueron mas altas que las observadas para las LMW-F sin
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SPE, por el contrario, las puntuaciones dadas para el término astringencia secante en
Fwioa fueron mas bajas que las dadas para las LMW-F sin SPE. Esto puede ser debido a
la ausencia de acidos organicos, tales como los acidos tartarico, succinico, léigico y

y trans aconitico, ya que son compuestos que se han descrito como astrifyjéntes.
Otros compuestos fenodlicos que han sido parcialmente eliminados eryeata®mo

son el acido gélico, el acido protocatéquico, el atids-caftarico, el acido cutéarico y

la catequina también podrian ser responsables de esta disminucion de la astringencia
secante, ya que todos estos compuestos han sido descritos con el término de

astringencia rugosa:*?

En relacion con el sabor amargo, los resultados muestran que las fracciones son
significativamente diferentes entre si, siendo estas diferencias mayores que las
diferencias percibidas en las fracciones antes de eliminar los a€igasa(3.2). Sin
embargo, cabe anotar que las puntuaciones de amargor de las fracciones sin acidos no
estan correlacionadas ni con las puntuaciones de amargor de las fracciones con acidos ni
con las de los vinos originales. Este hecho puede ser debido a la presencia de etanol en
el vino y no en las fracciones ya que ha sido descrito que el etanol incrementa la
percepcion del amarg8rpor lo que la ausencia de etanol en las fracciones permitiria
poder explicar los menores valores de amargor dados en las fracciones procedentes de
los vinos W1, W2, W3 y W4. Sin embargo, esto no puede ser aplicado en el caso de las
fracciones procedentes de los vinos W5 y W6, las cuales fueron evaluadas con un
amargor similar a los vinos de los que procedgégufa 3.6). La contribucién de los
acidos organicos al sabor amargo no parece ser importante ya que la eliminacion de
algunos Aacidos organicos descritos como amargmsredujeron el amargor percibido
en las fracciones ya que todas las fracciones sin acidos fueron evaluadas como mas
amargas que sus correspondientes fracciones antes de eliminar los acidos, a excepcion
de la muestra 3. Cabe destacar, como se ha anotado anteriormente, los datos del
amargor dados por los panelistas a las fracciones sin acidos procedentes de los vinos

W5 y W6 con respecto a las fracciones de los otros cuatro Hitpsd 3.6).
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AMARGOR

@& Vino (W)
B8 LMW-F
m LMWw/oa-F

Puntuacién sensorial m

WIF1 WIF2 WIF3 WIF4 WIF5 W/F6

Figura 3.6. Gréfica en la que se representa la puntuacién dada por los panelistas al atributo
amargo en los vinos y en ambas fracciones estudiadas.

Los compuestos de bajo peso molecular presentes en las fraccionegd MW
estan siendo percibidos como amargos en concentraciones bajas y como amargos Yy
astringentes cuando sus concentraciones son mas altas. Estos resultados confirman la
descripcion amarga y astringente existente en la bibliografia para diversos compuestos
fenolicos de bajo peso molecufdr>* Por otro lado, es posible que puedan estar
produciéndose efectos de enmascaramiento entre ambos atributos sensoriales. Asi,
cuando la concentracion de los compuestos es baja, como es el caso de las muestras 1,
2, 3 y 4, unicamente es percibido el sabor amargo, mientras que cuando la
concentracidon es mayor, como en las muestras 5 y 6, no solo es posible percibir
astringencia sino que la percepcion del amargor se incrementa notablemente,
alcanzando valores similares a los de los vinos originales. En este caso y de acuerdo con
lo apuntado por Stevelisel amargor seria la cualidad predominante cuando la
astringencia percibida es baja, siendo posible un efecto sinérgico cuando la astringencia,
aungue baja, es percibida como ocurre en las muestras 5 y 6. Este efecto podriamos
extrapolarlo a los vinos originaleBigura 3.1) donde los vinos menos astringentes (W1
y W2) son evaluados mas amargos que astringentes. Sin embargo, un perfil contrario se
observa en el caso de los vinos mas astringentes (W5 y W6), los cuales son evaluados
menos amargos que astringentes. Esta modulaciéon sensorial del sabor amargo podria

ayudar a entender las pequefias diferencias encontradas para este atributo en los vinos.

161



Capitulo 3. Contribucion de los fenoles de bajo peso molecular en el amargor de los vinos

Es importante anotar que todos los panelistas eran capaces de detectar el sabor amargo,
es decir, todos participaron en una sesion inicial donde se evalué su capacidad para

detectar este sabor.

En lo que concierne al atributo persistencia, la eliminacion de los &cidos
(Figura 3.5) ha permitido a los panelistas percibir diferencias significativas entre las
fracciones; las cuales no fueron observadas en las fracciones con Ridos 8.2).

La persistencia mostré una correlacién positiva significativa (886, F= 23.78,

P =0.0082) con el amargor.

3.3.5. Relacion entre las propiedades sensoriales en boca y la
composicién quimica de la fyoa

3.3.5.1. Amargor

El amargor percibido en las seis fracciones sin acidgs festa positivamente
correlacionado con el &cido cutarico, la procianidina B1, la catequin-galato y el
kaempferol P < 0.02), con la (+)-catequina, la procianidina B2, la malvidia-3-
glucosido-8-etil epicatequina + petuniding@36-acetil)-glucdsido, la Vitisina A de
malvidina-30-6-p-cumaroil glucdsido, la cis-malvidina€3-6-p-cumaroil-glucésido
(P < 0.05), con la quercetina@~utindsido y la petunidin-&-6-p-cumaroil-glucésido
(P < 0.08) y negativamente con el éster etilico del acido protocatéqabta(3.5).
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Tabla 3.5. Coeficientes de correlaciéon de Pearson encontrados entre los atributos sensoriales
significativos en boca y los compuestos estudiados en la fraccion de bajo peso molecular sin
acidos, LMWjy,0a-F

Astringencia

Amargor Persistencia
secante

Amargor 1
Astringencia secante 0.93" 1
Persistencia 0.93" 0.85 1
Acido cutarico 0.92" 0.98" 0.8%
Ester etilico del acido protocatéquico -0.76 -0.61 -0.65
Procianidina B1 0.90" 0.99" 0.79
Catequina 0.85" 0.95" 0.73
Procianidina B2 0.85" 0.98" 0.79
Catequina-galato 0.88" 0.72 0.78
Quercetina-30-rutindsido 0.78 0.82' 0.89"
Kaempferol 0.90" 0.97" 0.74
Malvidina-3-O-glucésido-8-etil epicatequina + « «
Petunidina-39-(6"acetil)-glucdsido 0.82 0.89 0.68
V|t|5|'na.1 A de malvidina-39-(6"-p-cumaroil)- 0.80 0.95" 0.73
glucésido
Petunidina-39-(6"-p-cumaroil)-glucésido 0.85" 0.91 0.88"
Cis-malvidina-30-(6"-p-cumaroil)-glucésido 0.84" 0.71 0.69
Epigalocatequina 0.68 0.84 0.50
Epicatequina 0.67 0.82 0.58
Quercetina-3d-glucurdnido 0.48 0.73 0.35
Quercetina 0.69 0.85 0.47
Malvidina-3-O-glucésido 0.71 0.77 0.55
Acido trans-cumaérico 0.67 0.60 0.80
Procianidina C1 0.74 0.83 0.72

FHF

P<0.01,"P<0.05P<0.1

El umbral sensorial del amargor encontrado para algunos de estos compuestos
esta por encima de las cantidades analizadas en las mu&stoés 3.3) por lo que
resulta dificil predecir si estos compuestos y el resto de compuestos correlacionados
para los que se desconoce su valor umbral son capaces de evocar este sabor. Sin
embargo, los resultados obtenidos estarian de acuerdo con Scharbert y Ffofmann
encontraron que la omision de flavonoles-3-glicosilados y flavanoles disminuia el
amargor percibido, siendo estos compuestos clave en el sabor de las infusiones de té
negro. También en esta linea, Laaksonen y°aiénotaron como amargos, derivados de
los &cidos hidroxicindmicos y Preys y doanotaron como compuestos amargos a
ciertas agliconas de los flavonoles como la miricetina y la quercetina. En relacién con
las concentraciones detectadas por debajo del umbral de percepcion para estos
compuestos, Hufnagel y Hofmdfinanotaron que el amargor del vino puede estar
inducido por concentraciones por debajo del umbral sensorial de flavanoles y ésteres
etilicos de acidos fendlicos. Por tanto, en este estudio, dos flavanoles (catequina y
catequin-galato), dos dimeros (procianidina B1 y B2), un acido hidroxicinAmico (acido
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cutarico), dos flavonoles (kaempferol y la quercetima-#indsido) y cuatro
antocianos fueron compuestos relevantes en el amargor evaluado en las fracciones,
siendo la primera vez, hasta nuestro conocimiento, que el acido cutarico, el kaempferol
y la quercetina-3-rutindésido han sido descritos como compuestos potencialmente
amargos y también la primera vez que el éster etilico del acido protocatéquico, a pesar
de ser descrito como un compuesto amargo ha revelado una correlacion
significativamente negativa con este atributo. Hasta el momento la querc&@ina-3-
rutinésido ha sido denotada como un compuesto no amargo pero astringente, y cuya
presencia incrementa la intensidad del amargor de otro compuesto amargo como es la

cafeina”

3.3.5.1.1. Prediccion del amargor a partir de la composicion no volatil
mediante PLSR

La regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR) ha sido aplicada
satisfactoriamente en el estudio de la prediccion de propiedades sensoriales percibidas
en vinos a partir de variables quimic&3’ Por esta razén, y con el fin de construir un
modelo predictivo para el amargor (variable Y) a partir de la composicién no volatil

(variable X), se aplicé PLSR y validacion completa cruzada.

Como primera aproximacion, con el fin de reducir el nimero de variables
predictoras implicadas en modificaciones sensoriales en estas fracciones, solo se
consideraron los compuestos que presentaron una correlacién de Pearson significativa.
Ademas, se calcul6 el parametro Rl{Dose-over-Taste) con el fin de discriminar si
los compuestos podrian tener impacto sensorial o no. Para ello, se consideraron los
compuestos presentes en concentraciones superiores a su umbral sensorial en al menos
una muestra (Dafax > 1, verTabla 3.3). En este caso, el inconveniente es que se
desconoce el umbral sensorial del amargor de gran parte de los compuestos. Por ello,
teniendo en cuenta que para provocar una diferencia sensorial entre muestras es preciso
que existan diferencias en las concentraciones de los compuestos sensorialmente
activos; se considero el cociente de la concentracidn maxima y minima (max/min) como
criterio de diferenciabilidacf De esta forma, los compuestos que alcanzaron valores de
max/min > 2 se consideraron con capacidad suficiente para inducir modificaciones
sensoriales. La existencia de diferencias significativas para dichos compuestos entre las
fracciones estudiadas se confirmd mediante el analisis de varianza (ANOVA). Tal y
como puede observarse en Tablas 3.3 y 3.6Jos compuestos sensorialmente activos
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con un mayor poder discriminante en base al cociente max/min fueron: la quercetina-3-
O-rutindsido (max/min=18.72), la petunidina=B6-p-cumaroil glucésido (max/min =
13.31), la procianidina B1, (max/min = 9.96), la procianidina B2, (max/min = 6.60), la
malvidina-30-glucdsido-8-etil epicatequina que coeluye con la petunidi@e(@-
acetil)-glucésido (max/min = 5.67) y la catequina (max/min = 4.46). Un segundo grupo
estaria formado por las variables con una relacion de max/min entre 4 y 2 unidades, en
el que se encuentran: la vitisina A de malvidin@-8-p-cumaroil glucosido, el acido

cutarico y el éster etilico del acido protocatéquico.

Tabla 3.6. Antocianos y derivados analizados mediante UPLC-DAD-MS. Concentracion
media, maxima (max) y minima (min) y calculo de max/min.

: Media Max Min .
1 *
Picoo Compuestos (mg/L) (mg/L) (mg/L) Max/min

Antocianos y derivado$

1 Visitina B de delfinidina-32-glucdsido 0.38 0.71 0.17 4.24
2o Delfinidina-3-O-glucésido +
' Malvidina-3-O-glucdsido-(epi)catequina 12.26 29.79 4.60 6.47
3 Cianidina-30-glucésido 1.65 3.26 0.70 4.64
4 Petunidina-39-glucoésido 11.05 26.12 5.22 5.00
5 Peonidina-39-glucdsido 14.31 26.35 6.31 4.17
6 Malvidina-3O-glucésido 46.96 80.55 26.03 3.09
7 Vitisina A de peonidina-3-@lucésido 0.27 0.49 nd
8 Vitisina A de malvidina-32-glucésido 1.64 2.58 0.91 2.82
9 Delfinidina-30-(6'"-acetil)-glucdsido 1.00 1.96 0.58 3.37
10 Vitisina B de malvidina-®-glucdsido 0.39 0.73 0.24 3.09
11 Acetil vitisina B 0.09 0.22 nd
12 Cianidina-30-(6'"-acetil)-glucésido 0.24 0.41 nd
13.13 Malvidina-3- O-glucoside-8-etil-(epi)catequina +
' Petunidina-3-O-(6'-acetil)-glucésido 2.65 5.16 0.91 5.67
14 Delfinidina-30-(6'-p-cumaroil)-glucésido 0.93 2.01 0.43 4.63
15 Malvidina-30-(6'-acetil)-glucosido 0.23 0.87 nd
16 Vitisina A de malvidina-3-O-(6'-p-cumaroil)-
glucoésido 0.51 0.86 0.21 4.07
17 Petunidina-30-(6'-p-cumaroil)-glucésido 1.04 3.51 0.26 13.31
18 Cismalvidina-3-O-(6'-p-cumaroil)-glucosido 0.14 0.28 nd
19 Malvidina-3-O-(6'-p-cumaroil)-glucoésido-etil-
(epi)catequina 0.05 0.17 nd
20 Peonidina-3-(6'-p-cumaroil)-glucésido 0.41 0.68 0.18 3.85
21 Malvidina-3-O-glucéside-4vinilcatecol
+ transmalvidina-30-(6'-p-cumaroil)-glucésido 1.54 4.33 nd
22 Malvidina-30-glucosido-4-vinilfenol 0.27 0.57 nd

*No se han incluido para estos compuestos los umbrales sensoriales como en la tabla 3 ya que se
desconocentnimero de pico que aparece en el cromatograma del AneX@o¥puestos identificados

en la fraccion metanolica obtenida de SPE. nd: no detectado. En negrita se resaltan los antocianos
correlacionados significativamente bien con el amargor, la astringencia o la persistencia.

Tal y como puede observarse erfrigura 3.7, la varianza total explicada por la
primera componente principal fue del 86 % (82 % por validacion cruzada) y la raiz
cuadrada del error de prediccion (RMSEP) fue de 0.588.
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Figura 3.7. Representacion del amargor predicho frente al dado por el panel con el modelo de
calibracion (en azul) frente al de validacion (en rojo) calculado mediante minimo cuadrados
(PLS1) (A) y gréfico con las variables predictoras significativas del modelo PLS calculado para
la prediccion del amarggB).

El modelo incluyé nueve variables significativas: querceti@+8tinésido (Q-
rut), petunidina-39-6-p-cumaroil-glucésido (Pet-cum-glu), procianidina B1 (PC-B1),
procianidina B2 (PC-B2), malvidina-3-glucosido-8-etil-epicatequina que coeluye con
la petunidina-39-(6-acetil) glucésido (Ant-flav + Pet-ace-glu), la catequina (Cat), la
vitisina A de malvidina-32-6-p-cumaroil-glucosido (Mv-glu-pir), el acido cutarico
(Cut) y el éster etilico del acido protocatéquico (Procat). Todas las variables se

correlacionaron positivamente con el amargor a excepcion del éster etilico del acido
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protocatéquico. La importancia de estas variables pueden observarse en el modelo
calculado.

Amargor = 1.036 + 0.014*Cut - 3.928*Procat + 0.020*PCB1 + 0.009*Cat +
0.015*PCB2 + 1.273*Q-rut + 0.126*Ant-flav + Pet-ace-glu + 0.656*Mv-glu-pir +
0.155*Pet-cou-glu

El compuesto que presentd un mayor peso en el modelo fue el éster etilico del
acido protocatéquico. Hasta el momento, parece ser que es la primera vez que tres
antocianos muestran correlacion con este sabor, siendo la vitisina A de malvaglina-3-
6-p-cumaroil-glucosido, el antociano que muestra una mayor contribucion en el modelo.
El flavonol quercetina-®-rutinésido también presenta una importante contribucion
mientras que el flavanol mondémero, catequina y los dimeros presentan una escasa
contribucion. De hecho, el trimero C1 identificado también en estas muestras no mostré

correlacion alguna con el amargor.

En un estudio realizado por Hufnagel y Hofrménse ha observado que las
fracciones mas amargas son las que contienen ésteres etilicos de &cidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos mientras que las fracciones que contienen
flavanoles monémeros y dimeros no son detectadas amargas. Estos resultados parecen
estar de acuerdo con la informacién obtenida en este trabajo debido a la baja
contribucién presentada por la catequina y las procianidinas B1 y B2 en el modelo. A
pesar de ello, estos compuestos han sido considerados clave en el sabor de {os vinos.
Weber y cof®, en un estudio centrado en la caracterizacién sensorial y quimica de
fracciones fendlicas de vinos tintos obtenidas a partir de cromatografia de permeacion
en gel, no encontraron ninguna correlacion entre los antocianos y los flavanoles
estudiados y el sabor amargo; mientras que Soares?) ltah detectado diferentes
compuestos fendlicos, entre ellos la epicatequina, una procianidina trimera y la
malvidina-30-glucésido capaces de activar en el ser humano distintos receptores del

sabor amargo.
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3.3.5.2. Astringencia

Los flavonoles-3-glicdsidos son compuestos que estan presentes en las
fracciones y que han sido denotados como astringentes, atribuyéndoles la subcualidad
de sedosidatf A pesar de ello, no se encontraron diferencias significativas entre las
fracciones al estudiar este atribudgluira 3.5). Por el contrario, el término astringencia
secante si que fue Util en la caracterizacion de las muestras, existiendo diferencias
significativas entre ellas y por lo tanto, siendo posible la busqueda de correlaciones

entre la composicion quimica y las puntuaciones dadas para este atributo.

Los compuestos quimicos que mostraron una correlacion significativa positiva
con la astringencia secante evaluada en estas fracciones fueron: el acido cutarico, la (+)-
catequina, la procianidina B1, la procianidina B2, el kaempferol y la vitisina A de
malvidina-30-(6"-p-cumaroil) glucésido, todos ellos con ua < 0.02, la (-)-
epicatequina, la (-)-epigalocatequina, la procianidina C1, la querce@aiBaosido,
la quercetina, la malvidina-3-glucésido-8-etil-epicatequina + petunidind33-
(6”acetil)-glucésido y la petunidina3~(6"-p-cumaroil)-glucésido con urd < 0.05 y

la (-)-catequin-galato y la malvidina€3-glucésido con una R 0.1 (Tabla 3.5).

De acuerdo a los umbrales sensoriales de todos estos compuestos que se acaban
de citar Tabla 3.3), solo el acido cutarico y la quercetin®3utindsido presentaron
concentraciones por encima de su umbral sensorial, por lo que estos compuestos pueden
manifestar astringencia secante en este set de fracciones. La querctintndsido,
junto con otras quercetinas glicosidadas se considera un compuesto clave en la
astringencia del té nedfosiendo capaz de manifestar astringencia autn estando presente
en muy bajas concentraciones. Similar a lo descrito para el sabor amargo, Scharbert y
Hofmann® observaron que la omisién de flavonoles glicosilados afecta
significativamente a la percepcion de la astringencia, tanto sedosa como secante.
Laaksonen y col’ encontraron que algunos compuestos fendlicos, en especial, los
flavonoles glicosilados y derivados de acidos hidroxicinamicos se correlacionan
fuertemente con la astringencia percibida en fracciones de baya de arandanos. El otro
compuesto detectado en concentraciones por encima de su umbral sensorial, el acido

cutarico, ha sido incluido en los modelos de prediccion de la astringencia obtenidos por
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Séenz-Navajas y cof® en dos grupos de vinos diferentes. En este estudio, cuatro

antocianos se correlacionaron con la astringencia percibida.

Oberholster y col’ observaron que la presencia de antocianos durante la
fermentacion incrementaba la intensidad del atributo astringencia, haciendo posible que
la presencia de antocianos en los vinos tintos pueda explicar las diferencias percibidas
en boca entre vinos blancos y vinos tintos. La adicion de antocianos principalmente
contribuy6 al incremento del sub-atributo astringente de “grano fino” definido por estos
autores como una ligera sensacion de sequedad percibida en la boca durante la ingesta
del vino!’ Brossaud y cdi* encontraron que la adicién de una mezcla de antocianos a
un extracto de taninos procedentes de semillas y hollejos incrementaba la astringencia
de la solucion por encima de la astringencia detectada en otras fracciones sin
antocianos, pero sin tener efecto en el amargor. Otro estudio realizado por Vid¥l y col.
describié que una fraccion antocianica incrementaba la astringencia percibida y la
sensacion de cuerpo de un vino modelo, siendo este incremento considerado irrelevante
por estos autores ya que esta fraccion fue puntuada en astringencia con puntuaciones
mas bajas que la fraccidbn proantocianica menos astringente. Es por ello que estos
mismos autores, Vidal y c6. concluyeron en otro trabajo que una fraccién de
antocianos altamente purificados no contribuia significativamente al amargor y si a la

astringencia de los vinos.

3.3.5.3. Persistencia

La persistencia evaluada en la fraccion sin acid@saFestuvo correlacionada
con la quercetina-8-rutindsido y la petunidina-8-(6"-p-cumaroil)-glucésido con una
(P < 0.02), con el acido cutéarico con uf< 0.05) y con el acidtrans-cumarico, la
procianidina B1, la procianidina B2, la (+)-catequina, la (+)-catequin-galato y el
kaempferol con unR < 0.08) Tabla 3.5). Todos estos compuestos, con la excepcion
del &cidotranscumarico estuvieron también correlacionados con el amargor y la
astringencia percibida. Estos resultados eran esperables ya que confb éstéldecio,

ambos atributos, amargor y astringencia estan caracterizados por una larga persistencia.
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3.4. CONCLUSIONES

La fraccibn de compuestos de bajo peso molecular ha sido evaluada como
amarga por los panelistas; sin embargo, no se ha encontrado ninguna correlacién entre
el amargor evaluado en los vinos y el amargor evaluado en sus correspondientes

fracciones de compuestos de bajo peso molecular.

Atributos sensoriales como la acidez y, sobre todo, la astringencia, parecen jugar

un papel importante en la percepcion del sabor amargo de los vinos.

La eliminacién de los compuestos claramente astringentes y acidos ha permitido
poder proporcionar un modelo estadistico significativo para explicar el sabor amargo
evaluado en estas muestras por panelistas seleccionados por su capacidad para percibir

el sabor amargo.
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Capitulo 4. Influencia de los compuestos fendlicos de bajo y alto peso molecular en la
percepcion gustativa de los vinos

4.1. ANTECEDENTES

El vino es una bebida compleja capaz de evocar mlltiples sensaciones €n boca.
El conocimiento de las interacciones y los equilibrios entre estas sensaciones orales
resulta esencial debido a la influencia que éstas ejercen en el gusto del consumidor y por
lo tanto, en la aceptacion o rechazo del producto degustado. De hecho, los
desequilibrios surgidos por la excesiva acidez, astringencia y amargor, son a menudo
los primeros defectos percibidos por un catd&dBor ello, la mezcla de vinos o
“coupages” es una técnica antigua de elaboracion utilizada para corregir las posibles
deficiencias de un vino, para aumentar su complejidad y/o para otorgar e imprimir

cardcter y tipicidad a vinos elaborados en una determinada bodega o region.

Aunque hay muchos estudios que han descrito las propiedades sensoriales de los
compuestos no volatiles presentes en el vino, en especial en vino$ tirebs
conocimiento de las interacciones sabor-aroma, sabor-sabor y sabor-sensaciones
tactiles, se han ido demostrando en los Ultimos®4fdsiendo la mayor parte de estos
trabajos realizados en soluciones modelo sencillas, en su mayoria binarias o ternarias.
En esta linea, la realizacion de estudios de reconstruccion de fracciones no volatiles a
partir de un vino tintdasi como el estudio del efecto que ejerce la fraccién volatil de un
vino sobre la composicién no volatil y viceversa han permitido conocer la
influencia, amplificadora o supresora, que ejercen la presencia o ausencia de algunos
compuestos en la percepcién sensorial de los vinos. Asi, Mantion estudio realizado
en un vino base de Champagne demostré que la supresién del sabor acido (generado por
el acido tartarico) mediante la adicién de sacarosa resulta ser significativa y mayor que
la supresién del dulzor (generado por la sacarosa) mediante la adicion de acido tartarico,
mostrandose por tanto un efecto supresor de la acidez por parte del dulzor. Hufnagel y
Hofmani? anotaron mediante experimentos de reconstitucién que la acidez percibida,
impartida por los &cidos tartarico, galacturdnico, acético, succinico, mélico y lactico era

suprimida ligeramente por los cloruros de potasio, de magnesio y de amonio.
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Por otro lado, se ha demostrado como la percepcion del amargor es suprimida
por la presencia de azucafes o glicerof®, sin que la omisién de compuestos amargos
tenga influencia en la sensacién de astringéhéia. cuanto a esta sensacién oral,
estudios previos han mostrado que la concentracion de taninos no es suficiente para
explicar la variacién de la percepcion de astringencia en ¥ifi@&e ha confirmado que
los polifenoles asociados con la percepcién de astringencia presentan pesos moleculares
de entre 500 y 3000 B&'° sin embargo, también se han encontrado compuestos de
bajo peso molecular con capacidad para evocar astringencia, como los flavanoles
monémero¥, flavonoles glicosilados y &cidos fenélifog ciertos acidos organicos
como elcis y trans aconitico® Ademas, como se ha citado en el parrafo anterior, la
presencia u omision de determinados compuestos influye en la percepcion de otras
cualidades gustativas. Asi, la omision de una fraccion vinica que contiene los
compuestos de alto peso molecular (fraccidon astringente) produce una disminuciéon en la
puntuacion dada para el atributo “cuerpo” y un incremento en la puntuacion dada para la
acideZ? mientras que la omisién de los &cidos fenélicos no origina diferencias notables
en la percepcidon de la astringencia, por lo que estos compuestos no parecen contribuir

de forma importante en esta percep&ion.

La interaccidon dulzor-astringencia ha sido también demostrada en disoluciones
sintéticas, observandose como un incremento del dulzor reduce la percepcion de la
sequedad en bo¢aEn este contexto, un estudio llevado a cabo por Sdenz-Navajas y
col*® en vinos reconstituidos revela la importancia de la composicién volatil de los
vinos en la percepcion de la astringencia. Estos resultados ponen de manifiesto que un
aumento en la concentracion de compuestos con notas aromaticas frutales da lugar a un
descenso en la percepcion de la astringencia y del amargor porque cognitivamente es

percibido un aumento del dulzor.

A pesar de la literatura citada, son escasos los trabajos de investigacion en vinos
enfocados al estudio de las interacciones sensoriales y al estudio del efecto que pueden
ejercer los compuestos no voléatiles de bajo peso molecular sobre los de alto peso
molecular y viceversa, por lo que son necesarias nuevas lineas de investigacion que
amplien el conocimiento y aporten luz en el campo de las interacciones en matrices

complejas como el vino.
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Por esta razén, este trabajo esta enfocado al estudio de las interacciones sabor-
sabor y sabor-astringencia que tienen lugar en los vinos. Por ello, trabajando con
fracciones reconstituidas en una matriz, similar a la matriz vino, se propusieron los
siguientes objetivos: (1) obtener vinos reconstituidos con las mismas propiedades
sensoriales en boca que los vinos de referencia, (2) comprobar la implicacién sensorial
de los compuestos no volatiles de bajo y alto peso molecular en la percepcion sensorial
del vino, (3) relacionar los atributos sensoriales que presentan diferencias significativas

entre las muestras con los compuestos quimicos implicados en evocar esa percepcion.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Reactivos

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de calidad analitica y todos los
disolventes cromatograficos utilizados fueron de grado HPLC. El agua ultrapura fue
obtenida a partir del sistema de purificacion Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia).
TSK Toyopearl gel HW-50F fue suministrado por TosoHaas (Montgomeryville, PA,
U.S.A). Los cartuchos de polipropileno (6 mL) empaquetados con resina LiChrolut EN
fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). EI metanol, etanol, acido
férmico, acetonitrilo, &cido clorhidrico, acido sulfurico, acetona y diclorometano fueron
proporcionados por Scharlab (Barcelona, Espafia). El hidroxibutilanisol (BHA), el acido
tanico, vainillina, 6-propil-2-tiouracil, toluene+iol, (-)-epicatequina-3-galato
(ECG), carbonato de cesio, acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), ovoalbumina (V-
grade), acido L-tartarico, L-malico, L-lactico, succinico, citrigs,y trans aconitico,
siringico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, miricetina, kaempferol, vainillina, ester etilico
del &cido protocatéquico, acido protocatéquico, acido galico, acido cafeico, resveratrol y
quercetina fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Malvidina-
3-O-glucésido, ester etilico del acido cafeico, resveratrol, quercetdafBedsido,
guercetina-3-rutindsido, quercetina-®-galactésido, quercetina3-glucurdnido,
kaempferol-30-glucésido, isorhamnetin-@-glucésido, miricetin, kaempferol,
isorhamnetin, epicatequina€3-galato, epigalocatequina-3-galato, epigalocatequina,
procianidinas A2, B1 y B2, acido ferdlico y acigecumarico fueron adquiridas en
Extrasynthese (Genay, Francia). El sulfato de quinina dihidrato (98 %) se obtuvo en
Alfa Aesar (Karlsruhe, Alemania). El sulfato de potasio y aluminio y el cloruro de sodio
fueron adquiridos en Panreac (Barcelona, Espafia). El acido vanillico fue suministrado

por Fluka (Buchs, Suiza).

4.2.2.\Vinos

Los vinos empleados para la obtencion de las fracciones no volatiles de bajo y
alto peso molecular fueron cuatro vinos tintos jovenes (W1-W4), un vino tinto
envejecido con la categoria de reserva (W5) y un vino rosado (W6). La seleccién se

hizo en base a los diferentes valores del indice de polifenoles totales (IPT), a excepcion
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de dos de los vinos (W4 y W5) que presentaron valores similares. Ambos se
seleccionaron con el fin de comparar vinos de diferentes afiadas pero con el mismo IPT.

Para la obtencion de la fraccion volatil se empled un Unico vino tinto joven.

4.2.3. Parametros enoldgicos convencionales de los vinos

Los parametros enolégicos convencionales de los vinos como el grado
alcoholico, pH, acidez volatil, acidez total, acido malico, acido lactico y azucares
reductores se determinaron mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (IRTF) con el equipo WineSc&h FT 120 (FOSS, Barcelona, Espafia),
previamente calibrado de acuerdo a los métodos oficiales de 1&*®\Vindice de
polifenoles totales de los vinos fue estimado mediante la medida a 280 nm multiplicada
por 100%*

4.2.4. Deconstruccion y reconstruccion de los vinos

4.2.4.1. Preparacion de las fracciones no-volatiles

Los seis vinos fueron desalcoholizados, desaromatizados y fraccionados en dos
fracciones de bajo y alto peso molecular siguiendo el protocolo descrito en el apartado
2.2.3.1 de esta memoria. El procedimiento seguido se representa de forma grafica en la
Figura 4.1.

}:\ — Compuestos de bajo peso molecular
1. Liofilizacién ‘

. ., —— Compuestos de alto
Desaromatizacion L P

| |
g peso molecular

H
6 000 r
800 ‘ Signal at 515 nm
2. Re-disolucion ~ Nl B B B
(agua/etanol) @ \ s I
— o f— — . age .z
50 mL N 4. Liofilizacion
3. Fractogel

Figura 4.1. Esquema del proceso seguido para la desalcoholizacion, desaromatizacion y
fraccionamiento del vino.
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4.2.4.2. Preparacion de la fraccion volatil

Los cartuchos de SPE, en reservorios de 6 mL, se rellenaron con 2 g de resina
LiChrolut EN. El sistema de extraccion empleado fue el VAC ELUT 20 Station de
Varian. Los cartuchos fueron acondicionados pasando lentamente 20 mL de etanol y
30 mL de una disolucién hidroalcohdlica al 12.0 % (v/v), cuyo pH se ajustd a 3.0 con
acido tartarico. Posteriormente se introdujo la muestra en el cartucho, 600 mL de un
vino tinto joven. Seguidamente se pasaron por el cartucho 20 mL de disolucion
hidroalcohodlica y los compuestos aromaticos se eluyeron con 20 mL de etanol
aplicando presion positiva para evitar asi el contacto con el aire. Al extracto se le
adiciond butil-hidroxi-anisol (BHA) a una concentracion de 10 mg/L y éste se introdujo
en viales sin espacio de cabeza libre. Los viales fueron sellados y los extractos se
almacenaron a - 4 °C hasta la preparacion de la muestraFiguia 4.2, se muestra un

esquema del proceso de extraccion de la fraccion volatil de un vino.

Fraccién
Volatil

« Cartuchos SPE
(2 g LiChrolutEN resina)

=3

« Equipo de extraccién SPE

=3

hidroalcohélica , pH:

1. Etanol + disolucién
3. Disolucién
hidroalcohélica, pH

2. Vino
4. Etanol

* Aromas extraidos de
un unico vino tinto joven )

Figura 4.2. Proceso de extraccion de la fraccion volatil de un vino.

4.2.4.3. Muestras reconstituidas

4.2.4.3.1. Vinos reconstituidos

Se prepararon 31 vinos reconstituidos, tal y como se muestralabla4.1,
por combinacion de las fracciones de bajo peso molecular (L1, L2, L3, L4, L5, L6) con
las fracciones de alto peso molecular de cuatro de los vinos considerados mas relevantes
para el estudio (H2, H3, H5, H6). Ademas, una fraccién extra (H7), correspondiente a la

dilucion a la mitad de la fraccion H2, fue también incluida en el estudio. Cada fraccion
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obtenida se disolvio en agua/etanol (13.5 % v/v) y la combinacion de ambas fracciones
se llevdé a 50 mL con esta disolucion hidroalcoholica. Todos los vinos reconstituidos
fueron dopados con el extracto aromatico correspondiente a 50 mL del mismo vino tinto

joven.

4.2.4.3.2. Vinos referentes

Se prepararon cinco vinos referentes. La diferencia de estos vinos con respecto a
los reconstituidos estrib6 en que los vinos referentes no fueron fraccionados, pero
igualmente, posterior a su liofilizacion, el grado alcohdlico fue ajustado a 13.5 % y
fueron dopados con el mismo aroma que los vinos nombrados como reconstituidos.
Todas las muestras se reconstituyeron justo antes de llevar a cabo la evaluacion

sensorial de las mismas.

Tabla 4.1. Combinacién de las fracciones de alto y bajo peso molecular para la obtencién de los
vinos reconstituidos.

Fracciones de bajo peso molecular

L1 L2 L3 L4 L5 L6
= . H2 L1HZ L2H2-RW, L3H2 L4H2 L5H2 L6H2
23 H3 L1H3 L2H3 L3H3-RW, L4H3 L5H3 L6H3
@ 2 H4 L4H4 RW,

s E H5 L1H5 L2H5 L3H5 L4H5 L5H5- RWs L6H5
§ a H6 L1H6 L2H6 L3H6 L4H6 L5H6 L6H6- RWs
% H7(H2,) HIEM E2E L3H7 L4H7 L5H7 L6H7

LxHy: Vinos reconstituidos; RW vinos referentes. Las lineas punteadas indican que esas combinaciones
no fueron realizadas. Los distintos colores indican las muestras evaluadas en cada una de las sesiones
sensoriales.

4.2.5. Analisis Sensorial

4.2.5.1. Panelistas

Un total de 13 personas (5 hombres y 8 mujeres, de edades comprendidas entre
23 y 45 afos), todos ellos estudiantes o personal de la Universidad de La Rioja,
seleccionados por su capacidad para detectar el amargor (Test dé°J,qp#iciparon

en este estudio sensorial.
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4.2.5.2. Entrenamiento sensorial

El periodo de entrenamiento consistié en ocho sesiones de una hora de duracion,
contemplando cuatro sesiones de entrenamiento general y cuatro correspondientes a un
entrenamiento especifico. El entrenamiento general comenzaba con la presentacion a los
jueces de diferentes disoluciones representativas de sabores y de sensaciones en boca
como la astringencia con el fin de que las ordenasen en funcion de su intensidad en una
escala, tal y como ha sido descrito en el apartado 1.2.6.2 y se representa en la
Figura 4.3.

Acidez
Ac.Tartéarico
m-15yu
Dulzor Amargor
Sacarosa 4 \J kJ \vJ kJ kj - Sulfatodequmlna
(0 - 15 g/L) (0 - 6 mgiL)

Astnngenma
Sulfato de potasio y aluminio

(0-44gl/L)
0 9
I 1 I O I |
Sabores y astringencia Escala — aysencia Muy fuerte
. . 1 9
Persistencia Escala — Ll Ll
Muy corta Muy larga

Figura 4.3. Entrenamiento general en sabores y astringencia junto con las escalas utilizadas.

Durante el entrenamiento especifico, los panelistas siguieron evaluando
disoluciones de sabores y sensaciones en boca, ademas de puntuar cuatro vinos
reconstituidos y un vino referente, diferentes de los del estudio, pero obtenidos de
acuerdo con los protocolos que se han citado previamente. Al final de la sesién, cada
panelista exponia la evaluacion sensorial que habia hecho de cada muestra detallando la

puntuacion dada a los atributos percibidos.
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4.2.5.3. Evaluacién de las muestras

La evaluacion de las muestras se llevé a cabo en cuatro sesiones, una sesion por
semana. En la primera sesién los panelistas describieron los cinco vinos referentes y sus
correspondientes cinco vinos reconstituidos, puntuando los atributos mencionados
previamente. En las tres sesiones siguientes evaluaron los 26 vinos reconstituidos
restantes introduciéndose una muestra repetida por sesiéon. La ficha entregada a los
catadores para la puntuacion de las muestras se incluye en el apartadsnBxdel.

En laTabla 4.1 se representa mediante distintos colores las muestras evaluadas por
sesion. Siete mililitros de muestra fueron servidos en copas negras normdlizadas
cubiertas por placas Petri, codificadas con nimeros de tres cifras y colocadas de acuerdo
a un orden aleatorio para evitar asi efecto de acumulacién. Durante la evaluacion, los
panelistas siguieron el protocolo de enjuague propuesto por Colonn&’y cetogido

en elAnexo IlI. Todas las muestras se sirvieron a temperatura ambiente y se evaluaron
en cabinas individuales. Los panelistas no recibieron informacion de la naturaleza de las

muestras hasta una vez acabado el experimento.

4.2.6. Caracterizacion quimica de las fracciones de bajo peso molecular

La composicion quimica de las fracciones de bajo peso molecular (L) fue
analizada con los métodos detallados y empleados en los Capitulos 2 y 3. Las distintas
fracciones L se disolvieron en 50 mL de agua milliQ con el fin de que los compuestos a
analizar se encontrasen en la misma concentracion que en el vino de partida. Los

analisis realizados se listan a continuacion:

» Analisis de acidos organicos mediante UPLC-UV/Vis-M8&s fracciones se
decoloraron con carbén activo y se filtraron por 0.22 um. Previo a la inyeccion en el

cromatégrafo se realiz6 una dilucion 1 a(&partado 3.2.4.1)

= Andlisis de compuestos fenélicos mediante UPLC-UV/Vié®@pdo. 3.2.4.2).
= Andlisis de proantocianidinas mediante tiolisis-UPLC&(&partado 1.2.5.2.1).
= Indice de polifenoles totaléqapartado 2.2.4.1).
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4.2.7. Caracterizacion quimica de las fracciones de alto peso molecular

La composicion quimica de las fracciones de alto peso molecular fue analizada
con los métodos detallados y empleados en los Capitulos 2 y 3, siendo los analisis

realizados los que se listan a continuacion:

= Andlisis de proantocianidinas mediante tiolisis-UPLC®(&partado 1.2.5.2.1).

= Andlisis de las proantocianidinas precipitables con protef{apdo. 2.2.4.2).

» Determinacion de las proantocianidinas totales mediante el indice de la
vainillina*(apartado 1.2.5.2.2).

= indice de polifenoles totafégapartado 2.2.4.1).

4.2.8. Analisis estadistico

Las tres muestras evaluadas por duplicado por los panelistas permitieron
determinar la consistencia del panel. Para ello, se calculdé para cada atributo (dulzor,
acidez, amargor, astringencia y persistencia) un ANOVA a tres factores, con los
factores fijos: vino (W), juez (J) y réplica (R). También se realizé6 un ANOVA a tres
factores para evaluar si los vinos referentes y los vinos reconstituidos eran considerados
semejantes o no. Para ello, el vino reconstituido fue tratado como una réplica de su vino
referente. En ambos casos se usoé el software SPSS (IBM, Statistics version 19, Inc.,
Chicago, IL).

Las diferencias significativas entre compuestos quimicos en funciéon de las
distintas muestras fueron determinadas realizando un analisis de la varianza (ANOVA)
a un factor. Se calcularon correlaciones de Pearson entre las variables quimicas y
sensoriales. Las diferencias significativas se comprobaron mediante el Test de Tukey
para un umbral de error del 58 € 0.05) mediante el programa estadistico InfoStat,

version 2011 (www.infostat.com.ar).

Se aplicé el analisis de componentes principales (PCA) con las puntuaciones
medias de todos los jueces de los cinco atributos evaluados en las muestras
reconstituidas. Los analisis se llevaron a cabo con el programa estadistico SPAD
(version 5.5, CISIA-CESRESTA, Montreuil, Francia).
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Finalmente, se utilizé la regresion por minimos cuadrdéasiél Least Square
Regression) con el algoritmo PLS1 con el fin de obtener una explicacion de las
puntuaciones dadas por el panel a cada uno de los atributos en boca y los compuestos
quimicos correlacionados significativamente con cada atributo. El programa utilizado
para este fin fue Unscrambler 9.7 (CAMO, Trondheim, Noruega).
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Vinos

Los parametros quimicos convencionales de los vinos seleccionados en este
trabajo se muestran enTabla 4.2. El rango de IPT de los vinos oscilé entre 10 y 84,
siendo el valor mas bajo el perteneciente a un vino rosado de la variedad Garnacha. Los
vinos W4 y W5 presentaron un valor similar, en torno a 56, siendo el W4 un vino joven
mientras que el W5 correspondia a un vino envejecido en madera con la categoria de
reserva. Los valores de pH oscilaron entre 3.28 y 3.87, mostrando el vino W6 el valor
mas bajo de pH y a su vez, el valor mas alto de acidez total, 7.40 g/L. Los vinos W1y
W6 mostraron un contenido superior de acido malico e inferior de acido lactico ya que
estos vinos no habian realizado la fermentacion malolactica. La cantidad presente de
acido malico en estos vinos fue de 1.41 y 0.78 ¢g/L, respectivamente, siendo cero el
contenido encontrado en el resto de vinos. En todos los vinos, el valor de acidez voldatil
fue inferior a 0.34 g/L, mostrando por tanto, todos ellos, una buena conservacion. El
contenido de azucares reductores fue inferior a 5 g/L, lo esperado en vinos secos, a
excepcion del vino rosado, W6, el cual mostré un valor ligeramente superior, 5.20 g/L.
En cuanto al grado alcohdlico, estos vinos presentaron valores (12.5-14.3 % v/v) muy

similares a los presentes en otros vinos secos.

Tabla 4.2. Denominacion de origen, afiada, variedad y parametros enoldgicos convencionales
de los vinos del estudio.

Denominacion Etanol Acidez Acidez Acido  Acido

. ~ - d e
Vinos de origen Afiada Variedad (VIv) volatil®  total® malico® lactico® AR IPT
w1 Rioja 2010 Tempranillo 12.5 3.87 0.31 6.99 1.41 0.62 4.07 84
W2 Rioja 2010 Tempranillo 14.3 3.58 0.21 6.73 0 2.68 2.34 64
w3 Rioja 2010 Tempranillo 13.75 3.62 0.20 6.25 0 2.53 2.12 49
Tempranillo/
w4 Somontano 2010 Cabernet 13.7 3.48 0.18 7.12 0 1.61 3.04 57
Sauvignon
Tempranillo/
W5 La Mancha 2006 Cabernet 134 3.63 0.34 6.70 0 3.04 3.40 56
Sauvignon
W6 Navarra 2010 Garnacha 13.5 3.28 0.27 7.40 0.78 0.25 5.20 10

*Expresado en gramos de &cido acético por IMExpresado en gramos de &cido tartarico por litro,
‘Expresado en gramos por litrdAzlcares reductores expresados en gramos por findice de
polifenoles totales expresado en unidades de absorbancia.
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4.3.2. Vinos referencia y vinos reconstituidos

El ANOVA aplicado a los datos sensoriales de los tres vinos introducidos como
repeticion en cada una de las sesiones de evaluacion reflejd6 que los panelistas
entrenados eran reproducibles y consistentes (Tabla 4.3)

Tabla 4.3. ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados por los 13 jueces en
las tres muestras introducidas como repeticion.

Atributos Juez (J) Vino (W) Réplicas (R) W*J J*R W*R

(g1 = 12) (g=2) (@=1)  (gl=24) (g=12) (gI=2)

F P F P F P F P F P F P
Dulce 11.152 <0.001 10.654 0.002 0.651 0.433 2.013 0.101 2.388 0.079 0.380 0.691
Acido 4937 <0.001 2582 0.096 0.266 0.611 1.284 0.273 1.965 0.077 0.022 0.978
Amargo 16.841 <0.001 5.995 0.008 0.349 0.56 1.221 0.314 0.663 0.768 2.354 0.117

Astringencia 2809 0.015 1.442 0.256 0.15 0.903 0.836 0.667 0.559 0.852 0.666 0.523
Persistencia 6,264 <0.001 0.074 0.929 0.011 0919 1.462 0.179 0.853 0.601 0.704 0.505

Los efectos significativod(< 0.05) se muestran marcados en negrita, grados de libertad (gl), estadistico
F y valores dé.

Los cinco vinos referencia (RWYy los cinco vinos reconstituidos a partir de sus
fracciones (LxHy)(Tabla 4.1) fueron evaluados sensorialmente en boca por el panel
entrenado. En ambas preparaciones (referencia y reconstituidos), los vinos fueron
desalcoholizados y desaromatizados de acuerdo con el procedimiento descrito por
Séenz-Navajas y cof.y posteriormente fueron reconstituidos con el mismo contenido
alcohdlico y dopados con el mismo extracto aromatico. La eleccion de esta
homogeneidad en alcohol y aromas se llevo a cabo debido al posible efecto que tanto el
contenido alcohdlico como los aromas presentan en la percepcion del amargor y de la
astringencia. Asi, ha sido descrito que una disminucion en el contenido alcohdlico
puede incrementar la astringencia perciffidanientras que un incremento en el
contenido alcohdlico incrementa el amargor percibideor otra parte, Sdenz-Navajas y
col.*®* observaron como la adicién de aromas frutales a un vino modelo reconstituido

provocaba la disminucién en la percepcion de la astringencia y del amargor.

El ANOVA realizado con las puntuaciones dadas a los atributos evaluados en
boca para los cinco pares de vinos, vino referencia y su correspondiente vino

reconstituido, (RWx y LxHx) se muestra en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. ANOVAs a tres factores calculados para los atributos evaluados en boca por los 13
jueces en los 5 vinos reconstituidos y referentes.

Atributos Juez (J) Vino (W) Réplicas (R) W*J J*R W*R

(g9l =12) (gl =4) (9l=1) (gl=48) (91=12) (9l=4)

F P F P F P F P F P F P
Dulce 19.382 <0.001 7.243 <0.001 0.350 0.852 1.616 0.077 1.137 0.354 0.254 0.906
Acido 6.516 <0.001 2.139 0.090 0.072 0.789 1.246 0.224 0.847 0.603 2.211 0.082
Amargo 4922 <0.001 8.275 <0.001 0.000 1.000 1.323 0.168 0.745 0.701 0.321 0.862

Astringencia 2626 0.009 19.52 <0.001 0.069 0.794 0.915 0.620 0.649 0.789 0.345 0.846
Persistencia 6,348 <0.001 11.565 <0.001 0.140 0.710 1.102 0.369 1.102 0.381 0.449 0.72

Los efectos significativod(< 0.05) se muestran marcados en negrita, grados de libertad (gl), estadistico
F y valores dé.

Como puede ser observado efébla 4.4, no existen diferencias significativas
en el efecto réplica en ninguno de los atributos estudiados, es decir, no existen
diferencias entre muestras referentes (RWx) y muestras reconstituidas (LxHx), teniendo
por tanto, ambas, las mismas propiedades sensoriales. Estos resultados muestran que los
compuestos no volatiles responsables de los atributos en boca se retienen en las
muestras reconstituidas a pesar del fraccionamiento realizado. En un experimento
previo llevado a cabo en nuestro grupo de investigacion se demostrd que no existian
diferencias en la composicién no volatil entre vinos referencia y vinos embot&ljados
por lo que se puede considerar, que en cuanto a su composicion no volatil, los vinos
reconstituidos de este trabajo podrian ser comparables a los vinos comercialmente
embotellados. Por lo tanto, los resultados obtenidos muestran que tanto el método de
separacién como la posterior combinacion de las fracciones se llevaron a cabo de
manera correcta ya que los panelistas no fueron capaces de encontrar diferencias

sensoriales entre ambas muestras, muestras referentes y reconstituidas.

El ANOVA realizado mostré diferencias significativas en cuatro de los cinco
atributos evaluados: dulzor, amargor, astringencia y persistehalda(4.4). Los

resultados obtenidos de las diez muestras evaluadas se muestraigerald.4.
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"Vinos referencia" vs "vinos reconstituidos"

B (1) RW2
£ (2) L2H2
™ (3) RW3
B (4) L3H3
B (5) RW4
B (6) L4H4
B (7) RW5
® (8) L5H5
© (9) RW6
B (10) L6HE

Puntuacién sensorial me

Dulce Acido Amargo Astringencia Persistencia

Figura 4.4. Gréfico con las puntuaciones sensoriales medias de los cinco vinos referentes
(ej. RW2) y sus correspondientes reconstituidos (ej. L2H2). Las barras de error estan calculadas
como s/(nY? (s) desviacién estandar; (n) nimero de panelistas.

Las muestras RW6 y L6H6 fueron percibidas diferentes del resto en el caso del
dulzor, del amargor, de la astringencia y de la persistencia. Asi, esta muestra fue
considerada la méas dulce y la menos amarga, astringente y persistente. El vino mas
amargo fue el RW5 y L5H5, pero sin observarse diferencias significativas con los vinos
RW2y L2H2 y RW3 y L3H3. En cuanto a la astringencia, el ANOVA realizado mostro
tres grupos de vinos claramente diferenciados. Las muestras RW6 y L6H6, fueron las
menos astringentes (puntuacion = 3), siendo su IPT = 10, las muestras RW2 y L2H2
fueron las mas astringentes (puntuacion = 7) con un IPT de 64, el mayor de los vinos
estudiados en este trabajo. Las otras tres muestras con IPTs de 49, 57 y 56 fueron
puntuadas con valores en torno a 5 puntos, sin mostrar diferencias significativas entre

ellas.
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4.3.3. Implicacion de las fracciones de bajo peso molecular en las
caracteristicas sensoriales de los vinos

4.3.3.1. Propiedades sensoriales en boca de las muestras reconstituidas

Los resultados del andlisis sensorial en boca de las muestras reconstituidas en las
gue una misma fraccién de alto peso molecular (H) se combiné con las diferentes
fracciones de bajo peso molecular (Lx) procedentes de los vinos descritos anteriormente
se muestran en lakiguras 4.5 y 4.6. En laFigura 4.5 se muestra el plano
bidimensional resultante del analisis de componentes principales (PCA) cuyas dos
primeras componentes principales (PC) acumularon méas del 78 % de la varianza total.
Puede observarse que en el caso de las muestras reconstituidas con la fraccion H6
(procedente de un vino rosado) estas aparecen dispersas por el plano. Asi, la adicion de
distintas fracciones de bajo peso molecular (Lx) a la fraccion H6, fraccion con un bajo
contenido en proantocianidinas (38 mg/L de PAS), provoca un desplazamiento de las
muestras hacia valores mas altos de la primera componente (hacia la derecha de la
muestra L6H6). En el caso de las muestras reconstituidas con fracciones H procedentes
de vinos tintos, H2, H3, H4, H5 y H7 puede observarse, en general, una menor
dispersién de las muestras, asi algunas muestras con la misma fraccion H aparecen
agrupadas a pesar de estar reconstituidas con diferentes fracciones L, sin embargo, en
todos los casos hay muestras reconstituidas con algunas fracciones L alejadas de su
grupo. Asi mirando el grupo de muestras reconstituidas con la misma fraccion H2 (1039
mg/L de PAs), dos muestras se sitian a la derecha del plano (L2H2 y L3H2), tres en la
parte inferior derecha del plano (L1H2, L5H2 y L4H2) y una (L6H2) en el centro
superior del plano. Algo similar puede ser observado con los grupos de muestras
reconstituidas con fracciones con un contenido en proantocianidinas intermedio (LxH3,
LxH5 y LxH7). Estas muestras se proyectan en el centro del plano del PCA agrupadas
principalmente por la fraccion H y Unicamente algunas muestras, las reconstituidas con
las fracciones L6 (vino rosado) y L1 (vino tinto sin fermentacién malolactica) son

desplazadas de su grupo correspondiente.
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PC2 - 28.89%

A -
2 L4H3 | L5H3
* L6H2
e L5He R
. L2H7
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Figura 4.5. Proyeccion de las 30 muestras reconstituidas (A) y de los atributos sensoriales (B)
en el plano definido por las dos primeras componentes principales.
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En laFigura 4.6 se muestra mas detalladamente las variaciones sensoriales en
boca que las distintas fracciones de bajo peso molecular (fracciones L) pueden provocar

en cada grupo de muestras.

B
BL1H2 OLiH7
m L2H2 m L2H7
B L3H2 @ L3H7
L4H2 L4H7]
O L5H2 0 L5H7
8 L6H2
8 L6H7
Dulce Acido Amargo  Astringencia  Persistencia Dulce Acido Amargo  Astringencia Persistencia
C D
B L1H5
B1L1H3
o L2H3 M L2H5
@ L3H3 BIL3H5
L4H3 L4H5
B L5H3 OL5H5
8 L6H3 = L6H5
Dulce Acido Amargo  Astringencia Persistencia Dulce Acido Amargo  Astringencia  Persistencia

~
L
=xi]
QD

OLLH6,
I L2H6,
k| @L3H6
E |mL4H6
O L5H6,
BL6H6|

24
!
'%
i

Dulce Acido Amargo  Astringencia  Persistencia

Figura 4.6. Graficos con las puntuaciones sensoriales medias de los vinos reconstituidos del
estudio comparando en cada grafico, A) LxH2, B) LxH7, C) LxH3, D) LxH5, E) LxH6. Las
barras de error estdn calculadas como s/(n)1/2; (s) desviacion estandar; (n) numero de
panelistas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre W¥rne905) (test de
Duncan); nds, diferencias no significativas.
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En el grupo de muestras reconstituidas con la misma fraccioRigid 4.6A),
la acidez es el atributo que marca las diferencias sensoriales mas importante entre las
muestras, siendo la muestra L1H2 la que presenta mayor acidez en este grupo y la
muestra L6H2 la de menor acidez. En las muestras reconstituidas con la fraccion
proantocianica H7 (H2 diluida a la mitdeigura 4.6B) al igual que en el grupo LxH2
puede observarse que la muestra L1H7 fue la mas acida. Como era de esperar todas las
muestras LxH7 fueron evaluadas menos astringentes que sus homologas LxH2, pero a
diferencia de lo observado con estas Ultimas muestras, la adicion de diferentes
fracciones L produjo diferencias en la sensacion de astringencia. La muestra L5H7 fue
la mas astringente y las muestras L1H7, L3H7 y L6H7 fueron las menos astringentes.
Asi mientras la menor astringencia de la muestra L1H7 podria ser debida a la mayor
acidez percibida en esta muestra, no existen diferencias significativas en otros atributos
sensoriales que permitan explicar la menor astringencia de las otras dos muestras (L3H7
y L6H7). Sin embargo, ambas fracciones L3 y L6 son las que presentan los menores
valores de IPTTabla 4.5).

Tabla 4.5. indice de polifenoles totales, grado medio de polimerizacion y porcentaje de
procianidinas, prodelfinidinas y galatos presentes en las fracciones de bajo peso molecular.

Fracciones de bajo peso molecular
L1 L2 L3 L4 L5 L6

IPT 63.70 £0.12a 51.81+0.08b 37.08+0.10e 4578+0.17d 46.14+0.15c 11.43+0.09f
mDP 2.85+0.02 a 295+0.13a 2.22+0.07b 1.91+0.02¢c 1.64+£0.01d 11+0.05e
%PC 7082+0.23c 69.53+355cd 66.14+0.70d 79.1+x0.33b 8341+030a 5030+x149e
%PD 19.87+037b 2482+380a 2398+0.75a 1445%+0.29c 11.2+0.33c 0.00d
% G 9.31+0.35b 565+0.25¢c 9.88+£0.39b 6.45+0.25¢c 539+0.10c 49.70+1.49 a

Letras diferentes indican diferencias significativés < 0.05) entre fracciones para cada parametro
estudiado.

En lasFiguras 4.6Cy 4.6D se muestran los datos sensoriales correspondientes
al grupo de muestras LxH3 (548 mg/L de PAs) y LxH5 (213 mg/L de PAS),
respectivamente. Como cabia esperar en ninguno de los dos casos se observan
diferencias significativas en la astringencia pero en ambos casos la reconstitucién con
diferentes fracciones L ha provocado en ambos grupos de muestras diferencias
significativas en los atributos acidez y amargor. Finalmente en el grupo de muestras
LxH6 (38 mg/L de PAsFigura 4.6E) los cambios introducidos por las fracciones L

han provocado diferencias significativas en todos los atributos excepto en el dulzor.
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Esto parece indicar que cuanto menor es la concentracion de PAs en las muestras
se manifiesta una mayor influencia de los compuestos de bajo peso molecular en las

caracteristicas sensoriales.

4.3.3.2. Relacion entre el contenido de compuestos no-volatiles de bajo peso
molecular y los cambios sensoriales percibidos en boca

4.3.3.2.1. Compuestos de bajo peso molecular analizados en la fraccion L

Tal y como se ha comentado, las series de muestras reconstituidas con la misma
fraccion H vy distintas fracciones L han mostrado diferencias en el atributo acidez y en
menor extension en los atributos amargor, astringencia y persistencia. En este apartado
se muestran las relaciones entre las diferencias sensoriales detectadas y la composicion
guimica evaluada en dichas fracciones. Los compuestos analizados en las distintas

fracciones de bajo peso molecular, L, se muestran Eabla 4.6.

Tabla 4.6. Compuestos analizados por UPLC-DAD-MS en las fracciones de bajo peso

molecular. Concentracidbn media, maxima (max), minima (min), max/min, umbral sensorial

(expresado en mg/L) y factor DoT (Dose-over-threshold) para acidez, amargor y astringencia.
Compuestos citados en orden decreciente de concentracion, dentro de cada grupo.

Compuestos Media Max Min Me_lx/ Umbral* DoT
(mg/L) (mg/L) (mg/L) min (mg/L) factor®
Acidos organicos
Acido lactico 1790 3050 250 12.2 1393 2.18
Acido tartarico 1450 2430 930 2.61 A4 55.23
Acido malico 1090 1410 nd 494 2.8%
Acido fumérico 690 890 nd n.a
Acido succinico 310 530 50 10.6 166 5.00
Acido citramalico 80 90 nd n.a
Acido citrico tr nd 499
Acido trans-aconitico 2.26 3.24 0.59 5.49 8p.0F  <0.1%36.0¢
Acido cis-aconitico 1.17 1.91 0.5 3.82 80.0F  <0.1%21.22
Acidos fendlicos y derivados
Acido trans-caftarico 75.04 141.32 68.14 2.07 590 28.26
Acido galico 56.44 99.57 9 11.06 50.00 1.99
Acido cutéarico 25.79 72.62 5.05 14.38 1090 7.26
Acido elagico 6.93 12.51 0.1 125.1 1.99 6.28
Ester etillico del acido ferulico 6.65 6.93 6.33 1.09
Ester etilico del &cido cafeico 6.04 10.29 1.79 5.75 gg2d" 0.17/<0.1
Acido cafeico 5.32 17.64 1.96 9.00 13.90 1.35
Acido cis-caftarico 3.28 4.65 1.63 2.85 5.00 0.93
Acido siringico 3.00 4.93 0.24 20.54 52 <0.1°
Acido vainillico 2.81 4.21 1.14 3.69 53 <0.1°
Acido protocatequico 1.23 1.41 1.12 1.26 32.60 <0.r°
Acido p-cumarico 1.02 3.64 0.12 3.03 23.50 <0.1°
Acido fertlico 0.91 1.31 0.69 1.90 13.60 0.1°
Cis-resveratrol 0.30 0.48 nd
Ester etilico del acido protocatéquico 0.27 0.27 nd 9187 <0.19<0.1°
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Tabla 4.6. Continuacion.

Media Max Min Max/ Umbral* DoT
Compuestos (mg/L) (mg/L) (mg/L) min (mg/L) factor®
Acido cinamico 0.21 0.3 nd
Transresveratrol 0.20 0.22 nd n.a
Acido o-cumarico 0.06 0.35 nd n.a
Flavonoles
Quercetin-30-glucurénido 12.50 17.63 0.55 32.05 1900 17.63
Miricetina 3.95 11.19 tr 10.06m0.06  1.12/1.12
Quercetina 2.70 8.17 nd 10.60L0.06'  0.87/0.87
Quercetin-30-glucdsido 1.98 11.17 tr 190 11.17
Siringetin-30-glucdsido 1.0 1.29 0.14 9.21 n.a
Quercetin-30-galactésido 0.54 2.46 0.03 0.82 0.20 12.3
Kaempferol-30-glucésido 0.36 197 tr 03 6.56
Isorhamnetin-32-glucésido 0.12 0.31 tr 1.10 0.28
Kaempferol 0.07 0.36 nd 20.6(20.06  <0.19<0.1¢
Isorhamnetina 0.06 0.14 tr n.a
Flavanoles
Procianidina B1 14.03 24.75 0.64 38.67 1%231° 0.%/0.1°
Epicatequina 4.38 10.39 0.43 24.16 270 <0.T
Procianidina B2 3.80 8.75 tr 11%28¢"  <0.19<0.1
Catequina 2.66 6.47 0.71 9.11 14990  <0.19<0.1°
Epicatequina galato 2.49 8.36 tr 115 <0.1°
Epigalocatequina 0.88 1.74 0.19 9.16 159 <0.1°
Procianidina C1 0.47 0.65 nd 260347  <0.19<0.1
Procianidina A2 0.34 0.42 0.26 1.60 n.a
Epigalocatequin galato 0.05 0.13 nd &7 <0.
Tiolisis
Epicatequina terminal 231 5.32 0.09 59.1
Catequina terminal 2.26 5.21 0.12 43.4
Epicatequingalato terminal 1.38 1.87 0.30 6.23
Epigalocatequina terminal 0.42 0.68 nd
Epicatequina de extension 5.19 8.80 tr
Epigalocatequina de extension 2.71 5.44 nd
Catequina de extensién 0.49 0.90 nd
Epicatequingalato de extension 0.15 0.39 tr
Antocianos
Malvidina-3-O-glucésido 34.83 73.33 3.14 23.35
Delfinidina-3-O-glucosido +
Malvidina-3-O-glucésido- 10.27 26.03 0.26 100.11
(epi)catequina
Petunidina-39-glucdsido 9.49 22.93 0.26 88.19
Malvidina-3-O-glucéside-4-
vinilcatecol +transmalvidina-3-O- 3.79 6.66 tr
-(6'-p-cumaroil)-glucésido
Malvidina-3-O-(6"-acetil)-glucésido 3.20 4.14 tr
Vitisina A de malvidina-3o-
glucésido 2.57 8.22 0.08 102.75
Peonidina-39-glucosido 2.24 5.79 0.11 52..63
Malvidina-3-O-glucdside-8-etil-
(epi)catequina + Petunidina@3-(6'- 1.75 3.72 tr
acetil)-glucésido
Delfinidina-3-O-(6'-acetil)-glucésido  1.49 3.44 tr
Petup@ma-i{a-(s -p-cumaroil)- 1.42 247 nd
glucésido
Cianidina-30-glucésido 1.20 3.08 0.08 38.5
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Tabla 4.6. Continuacion.

Compuestos Media Max Min Max/ Umbral* DoT
P (mg/L) (mg/L) (mg/L) min (mg/L) factor?®

Vltlsma_A de rqalyldlna-xa-(6 -p- 1.08 279 nd

cumaroil)-glucésido

Cianidina-30-(6'-acetil)-glucésido 0.68 2.22 tr

V|S|t|p§1 B de delfinidina-30- 0.30 0.64 tr

glucésido

V|t|5|p§1 A de peonidina-3- 0.30 055 tr

glucésido

MaIVJd!na-3Q-(6 -_p-cumar_on)- 0.23 0.36 tr

glucésido-etil-(epi)catequina

V|t|S|,na_1 B de malvidina-3o- 0.21 0.47 nd

glucésido

Cls-nquV|d|na-3O-(6 -p-cumaroil)- 0.21 038 tr

glucésido

l\{la]wd|na-30-quc05|do-4- 0.12 0.22 nd

vinilfenol

tr: trazas; nd: no detectado; n.a: no disponilid®Tmax se calcula como el cociente de la concentracion
y el umbral PFactor DoT para la acide¥Factor DoT para la astringencf&actor DoT para el amargor.
*Los umbrales sensoriales citados han sido tomados de los trabajos de Hufnagel y Fi@nterbert y
col.*® Dadic y col’®y Kamura y cof’

4.3.3.2.2. Correlaciones con la acidez

La adicion de las diferentes fracciones L a una misma fraccion H provocoé
cambios en la percepcion sensorial del sabor a€idnir@ 4.6) en las siguientes series
de vinos reconstituidos: LxH2, LxH3, LxH5 y LxH6. Sin embargo, solo se ha
encontrado correlacién significativa en la acidez entre las series LxH3/LxH5 (R
0.5870,P = 0.046). La ausencia de correlacion entre el resto de las series de muestras
parece indicar que la existencia de cambios en la percepcién del sabor acido depende de
la fraccion polimérica presente en las muestras y por lo tanto de la astringencia
percibida en las mismas. De acuerdo con los resultados obtenidos en el Capitulo 3 de
esta memoria, son los compuestos de bajo peso molecular, es decir, los compuestos
presentes en las fracciones L, los responsables de evocar este saboal#a 4a7 se
muestran los compuestos que se han encontrado correlacionados con la acidez en cada
serie de vinos reconstituidos. Asi, en las series de muestras LxH3, LxH5 y LxH6, la
acidez estuvo correlacionada con algunos acidos como el malico, fumarico o lactico
pero también con otros acidos presentes en menor concentracion aisraxehitico y
algunos &cidos hidroxicindmicos. Estos ultimos también han sido descritos como
compuestos con implicacién en la sensacién de astringeffdi&n el caso de las
muestras LxH2 (evaluadas como las mas astringentes) ninguno de los &acidos

mayoritarios (malico o lactico) se encontrd correlacionado con la acidez evaluada en
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esta serie de muestras. En este caso, la acidez se encontré correlacionada con
compuestos de bajo peso molecular que han sido descritos por su implicacion en la
astringencia, como el &cideans-aconitic8, el flavanol trimer la concentracién en

ECe® los 4cidos vanillico y siringiéde incluso con el IPT medido en las fracciones. A

la vista de los resultados obtenidos, la acidez percibida no esta marcada por un
determinado grupo de compuestos sino que este sabor en los vinos depende de forma
importante de como estos compuestos son percibidos en presencia de otros, por ejemplo

de los compuestos poliméricos presentes en la fraccion H.

Tabla 4.7. Compuestos correlacionados significativamente con la acidez en cada serie de
muestras.

LxH2 r'  LxH3 r  LxH5 r  LxH6 r
Ac trans-aconitico  0.88  Acido cis-caftarico 0.84  Acido fumarico 0.95  Acido cis-caftarico 0.78
IPT 0.81° Acidotranscaftarico 0.89  Acido malico 0.95" Acidotranscaftarico  0.77
Procianidina C1 0.76  Acido fumarico 0.90  Acido lactico -0.91"  Acido cutérico 0.82"
Acido vainillico 0.96"  Acido malico 0.90  Etanol -0.83  Acido cis-aconitico 0.78
Acido siringico 0.88  Acido lactico -0.82 Acido succinico 0.75
Acido ferdlico -0.90  Acido cutéarico 0.93

ECe 0.83

ICoeficiente de correlaciéon de Pearsof® < 0.01,” P < 0.05,P< 0.1

4.3.3.2.3. Correlaciones con el amargor

En el estudio del amargor, en el Capitulo 3 de esta memoria, se ha confirmado
gue es la fraccién de bajo peso molecular la fraccidon descrita como amarga, existiendo a
Su vez, interacciones con otros sabores y sensaciones como la acidez y la astringencia.
De acuerdo con los resultados obtenidos en las distintas series de muestras
reconstituidas para evaluar el efecto de modificar la composicion de bajo peso
molecular (distintas fracciones L y la misma fraccién H), Unicamente se han observado
cambios en el sabor amargo en tres series de muestras LxH3, LxH5 y FEigHa$
4.6C, 4.6D y 4.6E, respectivamente), es decir, los panelistas han percibido diferencias
significativas en el amargor cuando diferentes fracciones de bajo peso molecular (L) se
han combinado con la fraccion de alto peso molecular procedente de un vino joven
(H3), de un vino envejecido (H5) o de un vino rosado (H6), mientras que no se

observan diferencias en el amargor de las muestras LxH2 y LxH7, en las cuales
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fracciones de bajo peso molecular se han adicionado a un vino joven muy astringente
(H2) y a una dilucion de H2 (H7).

Teniendo en cuenta los tres grupos de muestras en los que se detecta diferencias
en el sabor amargo, se observa una correlacion significativamente negativa entre
amargor y acidezR(< 0.05). Asi, las muestras reconstituidas con L1 y L6 (fracciones
mas acidas) fueron las puntuadas con un menor amargor. Esto es facilmente observable
en el grupo de muestras LxH3, donde las muestras L2H3, L3H3, L4H3 y L5H3 fueron
evaluadas con similar amargor (5.1-5.5) mientras que las muestras L1H3 y L6H3 fueron
puntuadas con un valor mas bajo (3.9). En relacién con los otros dos grupos de muestras
en los que existen diferencias significativas en el atributo amargor (LxH5 y LxH6), en
la Tabla 4.8 se muestran los compuestos de bajo peso molecular que podrian ser
sensorialmente activos en el amargor evaluado en ambas series de vinos reconstituidos.
Para seleccionar los compuestos sensorialmente activos se aplicé el criterio de
diferenciabilidad® en la concentracién de max/min > 2, (calculado sin incluir el vino
rosado, ya que en muchos casos su concentracion era de trazas), sobre los compuestos

que habian mostrado una correlacion significativa en el amargor.

Tabla 4.8. Compuestos de bajo peso molecular correlacionados significativamente con el
amargor y compuestos sensorialmente activos en el amargor (en negrita) en las series de
muestras LxH5 y LxH®6.

LxH5 r'  LxH6 r
Quercetin-3-O-glucurénido 0.81°  Isorhamnetina 0.90
Miricetina 0.77 Ce 0.75
Quercetina 0.76 ECe 0.78
Acidez total -0.93”  Procianidina C1 0.73
Acido lactico 0.87"

Azlcares reductores -0.92”

Acido malico -0.75

Vitisina B de delfinidina-3-O-glucosido 0.76
Malvidina-3-O-(6-O-acetil)-glucésido 0.81
Cis-malvidina-3-0-(6-O-p-cumaroil)-glucésido 0.88"

Malvidina-3- O-(6-O-p-cumaroil)-glucésido etil epicatequina 0.76
Malvidina-3- O-glucosido-4-vinilfenol A 0.76

ICoeficiente de correlacién de Pearsom® < 0.01,” P < 0.05, P < 0.1.
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Puede observarse que los compuestos con capacidad de poder generar amargor
son distintos en cada una de las series de vinos reconstituidos. Asi en la serie LxH5 son
sensorialmente activos tres flavonoles, miricetina, quercetina y quercetina-glucurénido,
cuatro antocianos y el acido lactico, mientras que los azucares reductores muestran una
correlacion negativa con el amargor. En el caso de las muestras reconstituidas con la
fraccion H6, los compuestos correlacionados con el amargor son un flavonol, la
isorhamnetina, dos flavanoles obtenidos a partir de la reaccion de tidlisis, la Ce y la ECe
y la procianidina C1, siendo de entre ellos los compuestos sensorialmente activos, los
dos flavanoles monémeros procedentes de la reaccion de depolimerizacién. Preys y
col* han apuntado la hipétesis de una correlacién entre ciertos flavonoles agliconas
(miricetina y quercetina) y el sabor amargo. Sharbert y Hoffh&am observado que la
omisién de flavonoles-3-glicosilados y flavanoles disminuye el amargor percibido. Por
el contrario, Villamor y cof? han observado niveles relativamente bajos de asociacion
entre el atributo amargor y compuestos poliméricos de bajo y alto peso molecular,
antocianos y taninos, en vinos elaborados con cv. Cabernet Sauvignon y cv. Merlot. En
el modelo predictivo del amargor, obtenido a partir de la evaluacién sensorial y la
composicién quimica analizada en diferentes fracciones L (capitulo 3 de esta memoria),
puede observarse que el peso de los flavanoles en este sabor es inferior al peso ejercido
por un flavonol glicosilado, la quercetina@Brutinésido** No obstante, ninguno de los
compuestos con capacidad para predecir el amargor de las fracciones coincide con los
compuestos correlacionados con el amargor en el presente estudio en vinos
reconstituidos. Este hecho se pone de manifiesto bastante habitualmente en la
bibliografig®*® ya que ambos grupos de compuestos, flavanoles y flavonoles son
citados como compuestos que contribuyen al sabor amargo, sin embargo, en unos
trabajos aparecen significativos unos compu@8tgsen otros estudios se citan como
relevantes otros compuestdsParece por tanto, que la implicacién de los compuestos
de bajo peso molecular que pueden inducir sabor amargo es diferente en funcion del
tipo de vino. Esto puede ser debido a complejas interacciones a nivel de receptores
bucales, en las que pueden tener influencia el contenido polimérico de los vinos y/o
otros compuestos de bajo peso molecular, incluso de la misma familia de compuestos,

como ha sido apuntado por Sdenz-Navajas §col.
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4.3.3.2.4. Correlaciones con la astringencia

En relacion al atributo astringencia, los panelistas Unicamente observaron
diferencias significativas entre las distintas fracciones L cuando estas se combinaron
con H6 (fraccion polimérica procedente de un vino rosado y por tanto con muy bajo
contenido proantocianico) y con H7 (fraccion polimérica del vino W2, con alto
contenido polifendlico, pero cuya fraccién polimérica se habia diluido a la mitad). En la
Tabla 4.9 se muestran los compuestos que se han encontrado correlacionados con la
astringencia y los compuestos sensorialmente activos en la astringencia (aplicando el

criterio de max/min > 2) en ambas series de vinos reconstituidos.

Tabla 4.9. Compuestos de bajo peso molecular correlacionados significativamente con la
astringencia y compuestos sensorialmente activos en la astringencia (en negrita) en las series de
muestras LxH6 y LxH7.

LxH6 rt LxH7 r
Procianidina B1 0.72  Catequina 0.88"
% PC 0.74  Epicatequina 0.81
IPT 0.72  Procianidina B2 0.78
Procianidina C1 082 %PC 0.76
Trans/cisaconitico 0.84" Ct 0.91"
ECt 0.93”

Eoeficiente de correlacion de Pearso® < 0.01,” P < 0.05, P< 0.1

Unicamente cuando la fraccién de bajo peso molecular se combina con una
fraccidon con un bajo contenido en proantocianidinas, algunos compuestos de bajo peso
molecular explican las diferencias en astringencia percibidas en los vinos. Los
compuestos correlacionados con esta sensacion en boca, en ambos casos, pertenecen a
la familia de los flavanoles. Asi, en el caso de la reconstitucion con H6, la astringencia
estuvo correlacionada con la procianidina dimera B1, el porcentaje de procianidinas (%
PC), el contenido de polifenoles totales (IPT), la procianidina trimera C1 y con la
relaciontrans/cisaconitico. En esta seria de muestras los compuestos sensorialmente
activos en la astringencia fueron la procianidina B1 y la reldcads/cisaconitico. En
muestras reconstituidas con H7, el atributo astringencia mostré correlacién con la

catequina y epicatequina, con las unidades monoméricas procedentes de la
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depolimerizacién, Ct y ECt, con la procianidina dimera B2 y con el % PC, siendo los
compuestos sensorialmente activos los flavanoles monémeros y la procianidina dimera
B2. La contribucién de los flavanoles en la astringencia ha sido corroborada en
numerosos trabajdé:*® Ademas, la influencia de la relaciémans/cisaconitico con la
astringencia también ha sido anotada en un estudio enfocado a modelizar la astringencia
percibida en vinos tintos espafiofésSin embargo, en este estudio, ningin &cido
fendlico mostro correlacion con la astringencia. Resultados contradictorios aparecen en
la literatura descritos respecto a la influencia que presentan estos compuestos en esta
percepcion. Asi, Saenz-Navajas y Tohan destacado el papel de los &cidos cutérico,
caftarico y del ester etilico del 4cido protocatéquico en la percepciéon de la astringencia;
sin embargo, trabajos llevados a cabo por Hufnagel y Hofmaescartan la
contribucién de estos compuestos en el sabor del vino. Nuevamente, como en el caso
del amargor, parece que la astringencia que manifiestan los compuestos fendlicos de
bajo peso molecular se ve altamente influenciada por la fraccion proantocianica. Este
efecto puede explicar el hecho de que los compuestos que expresan astringencia sean
diferentes en funcion de la fraccion de alto peso molecular con la que se combinen. Asi

239.44-46

también en la bibliograf? se citan diferentes compuestos relacionados con la

percepcion de esta sensacion tactil.

4.3.3.2.5. Correlaciones con la persistencia

La persistencia unicamente se modificd en el estudio de muestras reconstituidas
con la fraccion H6Kigura 4.6E). Los compuestos correlacionados positivamente con
este atributo fueron el acidtransaconitico, el indice de polifenoles totales, la
procianidina C1 y la Vitisina-B de malvidin® € 0.1). Todos ellos, a excepcion de la
vitisina y del acido transconitico mostraron correlacion con la astringencia. Esta
observacién era esperada, ya que la persistencia esta correlacionada positivamente con
la astringencia (F = 12.8®, = 0.0231, B = 0.76). Nobl&’ estableci6 que los atributos

amargor y astringencia estan caracterizados por una larga persistencia.

Por lo tanto, en vista a estos ultimos resultados, podemos confirmar que el papel
gue juegan los compuestos de bajo peso molecular en la astringencia y persistencia es
mas relevante cuando se trata de vinos elaborados sin una maceracion prolongada del

mosto con los hollejos, como es el caso de vinos rosados.
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4.3.4. Implicacién de las fracciones de alto peso molecular en las
caracteristicas sensoriales de los vinos

Para evaluar la influencia de la fraccion de alto peso molecular en las
caracteristicas organolépticas en boca de los vinos, se compararon muestras
reconstituidas con la misma fraccion L y distintas fracciones H. Los resultados de
aplicar el andlisis de componentes principales a los datos del andlisis sensorial, asi como
las medias y desviaciones estandar de estos datos se muestrdfigardas4.9 y4.10.

En el PCA obtenido a partir de los datos sensoriales puede observarse que las muestras
(Figura 4.9A) no se agrupan por la fraccion L, a excepcidon de las muestras L1Hx que
se sitian en la parte central inferior del PCA mostrando que todas ellas han sido
evaluadas con alta acidez. Esto parece légico ya que la fraccion L1 procede de un vino
tinto con alta acidez (6.99 g/L de acidez total y 1.41 g/L de acido malico), sin embargo
esto no parece ocurrir con el grupo de muestras reconstituidas con la fraccion L6 (7.40

g/L de acidez total y 0.78 g/L de acido malico).
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Figura 4.9. Proyeccion de las 31 muestras reconstituidas (A) y de los atributos sensoriales (B)
en el plano definido por las dos primeras componentes principales.

Con el fin de ver mas detalladamente las posibles diferencias para cada serie de
muestras, en l&igura 4.10 se muestran las graficas obtenidas para las seis series de

vinos reconstituidos con la misma fraccién L y diferente fraccion H.
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Figura 4.10. Graficos con las puntuaciones sensoriales medias de los vinos reconstituidos del
estudio comparando en cada grafico, A) L1Hx, B) L2Hx, C) L3Hx, D) L4Hx, E) L5Hx y F)
L6Hx. Las barras de error estan calculadas como s/(n)1/2; (s) desviacion estandar; (n) nimero
de panelistas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre Rigds@5) (test de
Duncan); nds, diferencias no significativas.

En estas graficas puede verse que independientemente de la fraccion L estudiada
la presencia de diferentes fracciones H genera cambios en la astringencia de las
muestras lo que estaria de acuerdo con nuestra hipoétesis de partida, la cual establece que
distinto contenido en PAs provoca diferencias en la percepcion de la astringencia.
Ademas, en todos los casos, las muestras reconstituidas con la fraccion de mayor
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contenido en PAs (H2) son las mas astringentes de su grupo. Sin embargo, y en contra
de lo que hubiésemos esperado por las caracteristicas sensoriales de la fraccion H
descrita como astringente y persistente (capitulo 2 de esta memoria), se observan
cambios en algunos atributos, los cuales, a priori, solamente se hubiesen esperado por
cambios en la fraccién de bajo peso molecular (fraccion L). En las series de muestras
L1Hx (Figura 4.10A) y L2Hx (Figura 4.10B) las diferentes fracciones H provocan
cambios Unicamente en la astringencia, aunque estos cambios son menores de lo que
previamente se hubiesen esperado en relacién con el diferente contenido en PAs de las
fracciones H Tabla 4.10). En los otros cuatro grupos de muestras L3Hx, L4Hx, L5Hx

y L6Hx, ademas del atributo astringencia también se observan diferencias significativas
en la acidez. En el grupo L3Hx también en el amargor y en la serie L4Hx en la
persistencia.

Tabla 4.1Q Parametros quimicos relacionados con la concentracion de polifenoles (IPT) y de
proantocianidinas en las fracciones de alto peso molecular.

Fracciones de alto peso molecular

H2 H3 H4 H5 H6
IPT 10.68 +0.07 b 5.83+0.05c 3.61+0.01d 3.51+£0.03d 1.37+£0.03 e

PPAS 0.25+0.01b 0.19 £0.10 bc 0.05 +0.01 bc 0.03+0.01c 0.00c
TPAs 1039.04 +28.31 b 547.67 £27.39¢c 395.94 +13.70 cd 212.82 £ 0.46 de 38.61+794e
mDP 16.27 £1.64 a 1740 £1.21a 1196 £1.34b 11.09 £0.97b 0.00

% PC 57.64 +0.29d 60.48 +0.50 c 66.27 +0.21b 73.29+0.60 a 0.00

% PD 38.15+0.12a 37.27 £051a 31.75 £0.37b 24.14+0.66 C 0.00

% G 421+0.23a 2.25+0.13 bc 1.98+0.17c 2.57+0.08b 0.00

Letras diferentes indican diferencias significativés < 0.05) entre fracciones para cada parametro
estudiado.

Con el fin de conocer la influencia que pueden ejercer en las caracteristicas
sensoriales de los vinos los cambios en la concentracion y en la estructura de la fraccion
tanica, en laSablas 4.11 y 4.1%e muestran los datos resultantes de la comparacion
entre muestras con la misma fraccién L y diferente composiciéon en PAs. Asi cuando
comparamos la serie LxH2 (1039 mg/L de PAs), con sus respectivas muestras de las
series LxH7, LxH3, LxH5 y LxH6 (520, 548, 213 y 38 mg/L de PAs, respectivamente)
(Tabla 4.11), en todos los casos se observan diferencias significativas en la astringencia
mientras que estas diferencias no se detectan entre los siguientes grupos de muestras
LxH3/LxH6; LxH5/LxH6 o LxH7/LxH6 (Tabla 4.12), tal y como hubiésemos esperado
en base al diferente contenido en PAs de estas fracciones.
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Tabla 4.11. Comparacion sensorial de la fraccion mas tanica (H2) con el resto de las fracciones
(H3, H5, H6 y H7) dejando fija la fraccién de bajo peso molecular.

Dulce Acido Amargo Astringencia Persistencia
L1H2 1.92 7.08 5.00 6.08 6.15
L1H3 1.77 7.00 3.69 4.08 5.62
L2H2 1.92 4.85 5.23 [ 6.46
L2H3 2.23 5.00 5.08 5.54 5.62
L3H2 2.08 4.85 5.15 et 6.23
L3H3 2.31 462 5.31 4.85 5.69
L4H2 2.15 Lok 5.08 age 6.77
L4H3 2.38 431 ** 5.38 4.54 5.08
L5H2 1.67 5.58 4.42 6.67 6.17
L5H3 A7 3.46 ** 5.54 4.69 ** 5.62
L6H2 2.62 3.92 431 6.08 5.62
L6H3 2.77 5.35 ** 3.69 4.12 ** 5.38
L1H2 1.92 7.08 5.00 6.08 6.15
L1H5 1.62 6.31 4.46 5.08 5.77
L2H2 1.92 4.85 5.23 7.008 6.46
L2H5 2.08 4.08 6.00 5.69 5.92
L3H2 2.08 4.85 5.15 o 6.23
L3H5 1.69 454 6.31 4.69 6.15
L4H2 2.15 6.46 5.08 6.69 6.77
L4H5 1.77 485 * 4.85 546 ** 5.85
L5H2 1.67 8 el e 6.17
L5H5 2.15 431 5.77 5.54 ** 5.69
L6H2 2.62 3.92 431 6.08 5.62
L6H5 2.77 5.62 ** 3.77 4.38 ** 5.15
L1H2 1.92 7.08 . LlE 6.15
L1H6 2.15 6.61 3.46 477 6.23
L2H2 1.92 4.85 5.23 7.00 .~ 6.46 .~
L2H6 1.92 5.23 473 4.96 5.42
L3H2 2.07 4.85 5.15 6.31 6.23
L3H6 1.85 6.08 * 423 354 4.85 *
L4H2 2.15 6.46 5.08 6.70 6.77
L4H6 1.85 4.46 ** 5.54 5.46 ** 6.23
L5H2 1.67 5.58 4.42 6.67 .~ 6.17
L5H6 2.77 477 461 4.61 5.31
L6H2 2.61 3.92 431 6.08 5.61
L6H6 3.00 5.08 ** 3.92 3.46 ** 4.61
L1H2 1.92 7.08 5.00 6.08 6.15
L1H7 1.85 5.77 ** 477 485 * 5.92
L2H2 1.92 4.85 5.23 LEET . 6.46
L2H7 1.85 423 5.31 5.77 6.00
L3H2 2.08 4.85 5.15 gl 6.23
L3H7 2.15 454 461 4.77 5.54
L4H2 2.15 646 5.08 6.69 6.77
L4H7 1.77 5.08 4.92 546 ** 531
L5H2 1.67 5.58 4.42 6.67 6.17
L5H7 2.38 461 5.00 6.38 6.15
L6H2 2.61 3.92 431 aee 5.61
L6H7 2.65 458 3.89 4.69 5.31

*muestran diferencias significativasPa< 0.05, *muestra diferencias significativaP & 0.10.
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Tabla 4.12. Comparacién de la descripcion sensorial de fracciones proantocianicas de
contenido intermedio (H3, H5, H7) con la fraccibn de menor contenido proantocianico (H6),
dejando en todos los casos fija la fraccion de bajo peso molecular.

Dulce Acido Amargo Astringencia Persistencia
L1H3 1.77 7.00 3.69 4.08 5.62
L1H6 2.15 6.62 3.46 4.77 6.23
L2H3 2.23 5.00 5.08 5.54 5.62
L2H6 1.92 5.23 4.73 4.96 5.42
L3H3 2.31 4.62 5.31 4.85 5.69
L3H6 1.85 6.08 ** 4.23 354 * 485 *
L4H3 2.38 4.31 5.38 4.54 5.08
LAH6 1.85 4.46 5.54 5.46 6.23 **
L5H3 2.23 3.46 5.54 4.69 5.62
L5H6 2.77 4.77 4.62 4.62 5.31
L6H3 2.77 5.35 3.69 412 5.38
L6H6 3.00 5.08 3.92 3.46 4.62
L1HS 1.62 6.31 4.46 5.08 5.77

2.15 6.62 3.46 4.77 6.23
L1H6
L2H5 2.08 4.08 6.00 5.69 5.92
L2H6 1.92 523 * 4.73 4.96 5.42
L3H5 1.69 4.54 6.31 4.69 6.15
L3H6 1.85 6.08 * 423 ** 3.54 ** 485 **
L4H5 1.77 4.85 4.85 5.46 5.85
L4H6 1.85 4.46 5.54 5.46 6.23
L5HS 2.15 431 5.77 5.54 5.69
LSH6 2.77 4.77 4.62 4.62 5.31
L6H5 2.77 5.62 3.77 4.38 5.15
L6H6 3.00 5.08 3.92 3.46 4.62
L1H7 1.85 5.77 4.77 4.85 5.92
L1H6 2.15 6.62 3.46 4.77 6.23
L2H7 1.85 4.23 5.31 5.77 6.00
L2H6 1.92 5.23 4.73 4.96 5.42
L3H7 2.15 454 4.62 4.77 5.54
L3H6 1.85 6.08 ** 4.23 3.54 ** 4.85
L4H7 1.77 5.08 4.92 5.46 5.31
L4H6 1.85 4.46 5.54 5.46 6.23 *
LSH7 2.38 4.62 5.00 6.38 6.15
L5H6 2.77 477 4.62 462 ** 5.31
L6H7 2.65 4.58 3.88 4.69 531
LE6H6 3.00 5.08 3.92 3.46 4.62

**muestran diferencias significativasPa< 0.05, *muestra diferencias significativaR & 0.10.

De acuerdo con estos datos podemos afirmar que solo cuando las muestras
presentan un alto contenido en PAs, caso de las fracciones reconstituidas con la faccion

H2, las caracteristicas sensoriales aportadas por la fraccion L no parecen ejercer una
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influencia determinante en las caracteristicas orosensoriales de las muestras. Sin
embargo, cuando el contenido en PAs es menor (resto de fracciones H), la fraccion L
puede influir sensorialmente minimizando las diferencias esperables en la astringencia

en base al contenido en PAs.

En relacién con las muestras LxH2 y LxH7, las cuales solo se diferencian en la
concentracion de PAs (1039 y 520 mg/L, respectivamente), ya que las PAs presentan el
mismo grado de polimerizacion y la misma estructura, se observa entre ellas diferencias
significativas en la astringencia, siendo siempre mayor la astringencia evaluada en las
muestras reconstituidas con la fraccion H2 independientemente de la fraccion L
empleada para la reconstitucién. Unicamente las muestras L5H2 y L5H7 no presentan
diferencias significativas en dicho atributo. Estas diferencias entre LxH2 y LxH7
parecen indicar que la concentracidon de PAs tiene mayor influencia que el grado de
polimerizacion de las mismas. Esto también parece deducirse de la comparacion entre
las muestras LxH2 y LxH3, las cuales contienen 1039 y 549 mg/L de PAs. Nuevamente
las muestras reconstituidas con la fraccion H2 fueron evaluadas significativamente mas
astringentes que las reconstituidas con la fraccion H3, a pesar de que ambas fracciones
tienen un grado de polimerizacion similar (MDP = 16.3 y 17.4, respectivamente). Sin
embargo, cabe destacar que las muestras LxH3 y LxH5 con 548 y 213 mg/L de PAs y
con un grado de polimerizacion medio de 17.4 y 11.1, respectivamente, no presentan
diferencias sensoriales entre ellas. Wollmam y“tdhan corroborado el papel
irrelevante del grado de polimerizacion en la astringencia de los vinos. En relacion con
la estructura de las proantocianidinas analizadas en las fraccionbsbld @.9) la
astringencia no se ha encontrado correlacionada ni con el porcentaje de procianidinas
(% PC) ni con el de prodelfinidinas (% PD), mientras que el porcentaje de galoilados
(% G) podria estar marcando algunas de las diferencias encontradas en la astringencia
ya gue la fraccion H2 presenta mayor porcentaje (6.2 %) que las fracciones H3 y H5
(3.33 y 3.82 %, respectivamente). Este parametro junto con la concentracion en PAs
podria ayudar a explicar las diferencias en la astringencia de las muestras LxH2/LxH3 y
LxH2/LxH5, asi como la no existencia de diferencias entre las muestras LxH3 y LxH5;
sin embargo, esto no permite explicar porque las muestras LXxH3/LxH6 y LxH5/LxH6

no presentan diferencias en el atributo astringencia.
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4.4. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha demostrado la posibilidad de preparar muestras
reconstituidas que presentan las mismas propiedades sensoriales que los vinos

referentes.

Se ha puesto de manifiesto el papel de los compuestos de bajo peso molecular en
el amargor, la astringencia y persistencia de los vinos, siendo mas notable su aportacion

a la astringencia y a la persistencia en el estudio de vinos rosados que de vinos tintos.

El amargor y la astringencia aportada por los compuestos fendélicos de bajo peso
molecular parece ser vino dependiente, ya que no se reproducen los cambios sensoriales

en las distintas series de muestras reconstituidas preparadas.

En vinos tintos, la percepcion de la astringencia es debida a la concentracion de
proantocianidinas por encima del grado medio de polimerizacion de los taninos y de las

diferencias estructurales de estos compuestos.

La omisién y la disminucion en la concentracion de los compuestos de alto peso

molecular produce un claro descenso de la sensacion de astringencia.

La concentraciéon de proantocianidinas que presenta un vino es determinante ya
que parece modular la percepcion de otros sabores como el amargor y la acidez,

jugando por tanto un papel muy importante en el equilibrio final de los vinos.
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5.1. ANTECEDENTES

La produccion de uvas de calidad requiere del control exhaustivo de multiples
parametros en el vifiedo. Entre ellos, la gestion de la produccion resulta un parametro a
tener en cuenta en el avance hacia una vitivinicultura de calidiaglen dia, el aclareo
manual de racimos es la técnica comunmente utilizada para controlar la produccion en
vifiedos con mucho vigor. En muchos casos, el aclareo induce una maduracion mas
temprana de la uva y mejora la calidad, pero depende de forma importante del momento
en el que se realiceAlgunos autores han demostrado que el periodo méas efectivo para
realizar el aclareo es el envéroLa influencia de esta técnica sobre el pH y la acidez
total es menor que sobre la acumulacion de azlcares, los cuales se incrementan.
Ademas, diversos autores han encontrado que el aclareo de racimos produce un
aumento en la intensidad colorante (IC), en los antocianos, asi como en el resto de
compuestos polifendlicos, debido al incremento del ratio area foliar/proddccion.
Aunque efectivo, el aclareo manual de racimos es una técnica viticola muy cara ya que

requiere de elevada mano de obra y tiefpo.

Un método alternativo para controlar la produccién es la aplicacion en el vifiedo
de reguladores de crecimiento, los cuales han proporcionado resultados satisfactorios en
otras frutas. Los reguladores de crecimiento permiten el control de diversos parametros
fisiolégicos envueltos en el desarrollo vegetativo y reproduétide. entre ellos, la
prohexadiona de calcio (Pro-Ca) (3,5-dioxo-4-propionilciclohexanocarboxilato de

calcio) Figura 5.1) muestra especial importancfa.

— —  1/2Ca++

Figura 5.1. Estructura de la prohexadiona de calcio
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La Pro-Ca pertenece al grupo de las acilciclohexanodionas y es un mimético
estructural del acido 2-oxo-glutarico, el cual actia como co-sustrato de las dioxigenasas,
catalizando los ultimos pasos de la sintesis de las giberelinas (GAs). La Pro-Ca bloquea
particularmente la 3pidroxilacion, inhibiendo de ese modo la formacide GAs
biol6gicamente activas a partir de GAs biolégicamente inactivas interferencia que
ejerce la Pro-Ca en el metabolismo de las giberelinas, el etileno y los flavonoides reviste
especial importancia debido a su implicacion practica. Tales interferencias producen
una disminucion en el contenido de giberelinas bioactivas y reducen la formacion de
etileno, lo cual causa la reduccién del crecimiento vegetativo y del desarrollo dé| fruto

y por consiguiente, la posibilidad de aumentar la cafidad.

La Pro-Ca es capaz de alterar el metabolismo de los flavonoides, generandose
nuevos flavonoides que fueron previamente identificados como 3-deoxicatequinas en
las hojas mas jovenes de manzah@sperale¥, en las hojas de viffay en bayas o
frutas silvestre$. Sin embargo resulta necesario estudiar el efecto que muestra la Pro-
Ca en la composicién fendlica de uvas y vinos y profundizar en el conocimiento de los
efectos que su aplicacion podria tener en el desarrollo de la fermentacion alcohélica.
Ademas, la alteracion de la composicion de los flavonoides parece estar relacionada con
un incremento en la resistencia a infecciones microbianas en diversas ‘pfafftad.a
Pro-Ca carece por si misma de actividad antimicrobiana, pero su aplicacion conlleva a
una reduccion de la infeccion causada por la bactEriginia amylovora en
manzano$?°?'y en perale& Muchos estudios sugieren que los compuestos fendlicos
pueden jugar un papel relevante en la resistencia de la planta actuando como

compuestos antimicrobiarfd$’ o como barreras mecanicas’

La Pro-Ca se aplica sencillamente mediante pulverizacion y no constituye riesgo
aparente ni para el consumidor ni para el medio amBiegrteque su probabilidad de
dejar residuos en las plantas es muy Fdja Pro-Ca es absorbida completamente en
menos de ocho horas. En la planta tiene una vida media de unas pocas semanas y en el
suelo su vida media es inferior a una semana, sin que su degradacion produzca
metabolitos toxicod’ Este regulador de crecimiento ha sido patentado por Kumiai

Chemical Industry Co. y ha sido registrado como regulador de crecimiento en arroz en
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Japér®’ Posteriormente, la Pro-Ca fue registrado en Estados Unidos bajo el nombre
comercial de Apogee®, (27.5 % Pro-Ca), como sustituto de daminozide, usado en
manzanos y como Regalis® (10 % Pro-Ca) en Europa a través de la empresi BASF.
La Pro-Ca ha sido aplicada en arboles frutales con resultados altamente

satisfactoriog®3¢-38

Disegna y cof? observaron que el tratamiento con Pro-Ca en la variedad Tannat
produce una reduccidén del crecimiento vegetativo, de la produccion de uvas y del
tamafio y peso de las bayas. Los vinos elaborados son percibidos como mas afrutados,
mas alcohdlicos, con mas color, con mayor volumen en boca y complejidad, mas
persistentes y mas intensos aromaticamente. Estos vinos presentan una mayor
concentracion de terpenos Yy norisoprenoides con respecto al vino control.
Posteriormente, Lo Giudice y c¢Bf!* estudiaron el impacto de la aplicacion de Pro-Ca
en vides deVitis vinifera, especialmente en cv. Chardonnay, Cabernet Franc, Cabernet
Sauvignon y Seyval. Se observé que Pro-Ca produce una disminucion en el tamafio de
la baya. En cv. Cabernet Sauvignon, la reduccion del peso de baya esta correlacionada
con un aumento en la intensidad de color y en el contenido de antocianos y fenoles
totales. Los efectos observados en la composicion de la uva son generalmente positivos,
pero el efecto en la calidad y en las caracteristicas organolépticas de los vinos es adn

desconocidd*

En un trabajo previo llevado a cabo en nuestro grupo de investigacion en cv.
Tempranillo, el tratamiento con Pro-Ca produjo una reduccion en el rendimiento, en el
tamafno de bayas y de racimos. Ademas se produjo una maduracion mas homogénea y
temprana, con altos valores de grados Brix. En los vinos elaborados se observd un
incremento en el indice de polifenoles totales (IPT), taninos e intensidad colorante (IC)
siendo estos vinos mejor evaluados organolépticarfrente.

El objetivo de este estudio es obtener una informaciéon mas precisa y detallada
del efecto de la Pro-Ca en la composicion fendlica de uvas y vinos tintos de las
variedades cv. Tempranillo y cv. Garnacha, la cual es una de las variedades tintas mas

ampliamente cultivada en el mundo.
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5.2. MATERIAL Y METODOS
5.2.1. Vifiedos

Este trabajo experimental se llevO a cabo en dos vifiedos comerciales de
Tempranillo y Garnacha, no irrigados y situados en dos poblaciones proximas
pertenecientes a la Denominacién de Origen Calificada Rioja, durante dos afios
consecutivos, 2007 y 2008.

El viiiedo correspondiente a la variedad Tempranillo (clon 51) sobre el
portainjerto 110R esta localizado en Aldeanueva de Ebro (42°N31°5316"0, 346
msnm). El vifiedo, de 1 ha, fue plantado en el afio 2000. El sistema de plantacion es el
vaso con un marco de plantacion de 2.6 m x 1.2 m. Las cepas estan podadas a 12

pampanos.

El vifiedo correspondiente a la variedad Garnacha (clon 70) sobre el portainjerto
110R esta localizado en Rincon de Soto (42ZF'NF1°5103"0, 216 msnm). El vifiedo
de 2.5 ha, fue plantado en el afio 1998. El sistema de plantacion es la espaldera con un

marco de plantacion de 2.6 m x 1.2 m. Las cepas estan podadas a 12 pampanos.

Ambas parcelas estuvieron gestionadas de acuerdo a las practicas estandar de
viticultura para la variedad y la region. Todas las aplicaciones de fertilizantes y
pesticidas y practicas de gestion de plagas y enfermedades fueron realizadas lo mas

uniformemente posible en ambos vifiedos.

5.2.2. Tratamiento en campo

Los tratamientos se llevaron a cabo a lo largo de seis filas consecutivas, dejando
tres filas de separacion entre los tratamientos de aclareo manual y Pro-Ca. Cada fila
estaba compuesta aproximadamente por unas 100 cepas. La Pro-Ca, bajo el nombre
comercial de Regalis®, 10 % Pro-Ca, (BASF, Ludwigshafen, Alemania) fue aplicada en
un unica dosis de 3 kg/ha en prefloraciéon utilizando un atomizador ILEMO-HARDI®

(Taastrup, Dinamarca). El tratamiento se realiz6 a ambos lados de la pared vegetativa

224



Capitulo 5. Efecto del aclareo manual y de la aplicacion de prohexadiona de calcio en la
composicion fendlica de uvas y vinos. Influencia en las propiedades sensoriales de los vinos

(en el caso del vifiedo en espaldera), mojando los pampanos. Las aplicaciones se
realizaron cuando no existia riesgo de precipitaciones, al menos, en las siguientes 24
horas. Los tratamientos que se llevaron a cabo fueron los siguientes: cepas testigo o
control, cepas tratadas con Pro-Ca y cepas donde se realiz6 un aclareo manual de
racimos, el cual se llevé a cabo a comienzos del envero y en la siguiente proporcion:

30 % en Tempranillo y 50 % en Garnacha, en ambos afos, excepto en la variedad
Tempranillo, en la cual, en el afio 2008 no se realizo el aclareo manual debido a la baja
produccion que presentaba. El racimo distal fue eliminado, al igual que racimos de

pampanos débiles, dejando como mucho un sélo racimo por pAmpano.

5.2.3. Proceso de Vinificacion

Se vendimiarod0 cepas al azar pertenecientes a las dos filas centrales de cada
tratamiento, con el objetivo de evitar asi interferencias con los tratamientos realizados
en filas vecinas. Las cinco cepas iniciales y finales de cada fila no fueron consideradas.
Las fechas de vendimia escogidas en funcion de la madurez de la uva fueron el 11 de
octubre de 2007 y el 7 de octubre de 2008. La vendimia se realiz6 de manera manual y
para ello se emplearon cajas de plastico de 15 kg. La vinificacion tuvo lugar en la
bodega experimental de la Universidad de La Rioja. Después del estrujado y
despalillado, la pasta y el mosto se encubaron en depdsitos de acero inoxidable de 50 L,
3 depositos por tratamiento con el fin de tener 3 repeticiones para cada uno de ellos. En
el momento del encubado, se adicion0 metabisulfito potasico (100 mg/kg).
Posteriormente, se inoculé con levaduras secas a@aecsharomyces cerevisigg0
g/hL) (VRB Uvaferm®, Lallemand, Australia). El proceso de prefermentacion dur6 24
horas. Durante la vinificacién se efectuaron dos bazuqueos diarios. La fermentacion
alcoholica se control6 midiendo diariamente la evolucion de la densidad y la
temperatura. Una vez acabada la fermentacion alcohdlica se descubaron los vinos,
llevandose a cabo la fermentacién malolactica en depdsitos de acero inoxidable de 15 L.
Esta Ultima fermentacién se realizé inoculando bacterias la€ieascoccus oeril
g/hL) (MRB® Alpha, Lallemand, Australia) con el fin de llevar a cabo una
fermentacion malolactica lo mas homogénea posible. El control de la fermentacion
malolactica se llevé a cabo midiendo el consumo del &cido malico y la formacion del

acido lactico. Finalizada la fermentacion malolactica, se trasegaron los vinos, se

225



Capitulo 5. Efecto del aclareo manual y de la aplicacion de prohexadiona de calcio en la
composicion fendlica de uvas y vinos. Influencia en las propiedades sensoriales de los vinos

tomaron muestras y se ajusté la concentraciéon de anhidrido sulfuroso a 30 mg/L. Los
vinos se clarificaron por frio a 4 °C durante 4 semanas y fueron embotellados.

5.2.4. Analisis Quimicos

52.4.1. Reactivos

Todos los compuestos quimicos fueron de pureza analitica. Todos los
disolventes fueron de grado HPLC. El agua ultrapura se obtuvo a partir del sistema de
purificacion Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia). El gel TSK Toyopearl HW-50F
fue suministrado por TosoHaas (Montgomeryville, PA, USA). El metanol, acido
férmico, etanol, acetonitrilo, acido sulfurico, acetato de sodio, metabisulfito sodico y el
acido clorhidrico se adquirieron en Scharlab (Barcelona, Espafia). El sulfato de quinina
dihidrato (98 %) se obtuvo en Alfa Aesor (Karlsruhe, Alemania). El sulfato de potasio y
aluminio y el acido tanico fueron adquiridos en Panreac (Barcelona, Espafia). La
ovoalbumina (V-grade), catequina, epicatequina, miricetina, kaempferol, acido galico,
acido cafeico, quercetina, siringaldazina y la polivinilpolipirrolidona fueron
suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa). Querceti@agBicosido,
guercetina-3-galactésido, quercetina@-glucurénido, kaempferol-8-glucdsido,
epicatequina galato, epigalocatequina galato, epigalocatequipaacido cumarico
fueron proporcionados por Extrasynthese (Genay Cedex, Francia). El acido
trifluoroacético (TFA) fue suministrado por Fluka (Buchs, Suiza). La metilcelulosa fue
suministrada por Acros Organics (New Jersey, USA).

5.2.4.2. Andlisis de las uvas

5.2.4.2.1. Preparacion de las muestras

El muestreo de las bayas, consistio en una seleccion al azar dentro del racimo
pero siguiendo un muestreo metédico de recogida de 5 bayas a lo largo de éste; dos de
los hombros, dos del centro del racimo y una de la parte inferior. Muestras de 50 bayas,
correspondientes a cada uno de los tratamientos, se recogieron por triplicado después de
vendimiar para determinar el peso medio de las bayas. Estas muestras se conservaron a
-20 °C para posteriores analisis. Ademas, se recogieron muestras de 100 bayas para
determinar el tamafio y la relacion sélido/liquido.
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5.2.4.2.2. Madurez Tecnoldgica

Para el estudio de la madurez tecnoldgica, 100 bayas, muestreadas al azar y por
triplicado por cada tratamiento, fueron pesadas y colocadas en unas bandejas que
presentaban agujeros de diferentes diametros, (18, 16, 14, 12 y 10 mm). Se realizo el
conteo del nimero de bayas en funcién de su didmetro, es decir, nimero de bayas
retenidas en cada bandeja. Posteriormente las bayas fueron manualmente estrujadas y
filtradas. Las partes solidas fueron separadas y pesadas y se midid el volumen de
liquido. Los parametros enoldgicos convencionales (densidad, °Brix, pH, acidez total, y
acido malico) fueron determinados mediante GrapeScan FT 120 (FOSS, Dinamarca),
previamente calibrado con muestras de uva analizadas por los métodos oficiales de la
OIV. La concentracion de lacasa fue determinada usando el método descrito por

Dubourdieu y cof?
5.2.4.2.3. Madurez Fendlica

Para el estudio de la madurez fendlica, tres muestras de 50 bayas, muestreadas al
azar, fueron tratadas de acuerdo al método propuesto por llandf s@. método esta
basado en la maceracion de bayas estrujadas en una disolucion metanolica (50 %)
durante una hora. Los polifenoles totales y los antocianos fueron estimados midiendo la
absorbancia a 280 y 520 nm, respectivamente y en medio acido. Los taninos fueron
evaluados una vez que tuvo lugar su precipitacién con metilcelulosa. La cuantificacion
se llevd a cabo a partir de la catequina, expresado como miligramos de catequina
equivalente por gramo fresco de peso de muestra. Los antocianos fueron expresados
como miligramos de malvidina-3-glucésido por gramo fresco de peso de muestra. Los
valores triestimulo (L*, C* y H*) fueron calculados para obtener las coordenadas
cromaticas ClELab, L* (luminosidad), a* (rojo/verde) y b* (amarillo/azul), usando
como iluminante D65 y el observador CIE 1964 basado en el método de la OIV descrito
por Ayala y col®® El espectro del mosto se obtuvo en el rango del visible (380-770 nm),
usando una cubeta de 1 mm de paso 6ptico. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.
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5.2.4.3. Analisis de los vinos

5.2.4.3.1. Fraccionamiento de los compuestos fendlicos del vino

El fraccionamiento llevado a cabo en este estudio ha sido descrito previamente
en el apartado 1.2.3.1. La fraccion etanolica, en la cual se recogen los compuestos de
bajo peso molecular fue la analizada por HPLC-DAD y HPLC-MS. Todos los vinos
fueron fraccionados tres veces Y filtrados por 0#bantes del andlisis.

5.2.4.3.2. Analisis de los compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD

Antocianos, acidos hidroxicinamicos, flavanoles y flavonoles fueron analizados
por inyeccién directa en el HPLC, a partir de la fraccion obtenida mediante
cromatografia de permeacion en gel. El analisis mediante HPLC-DAD se realiz6 con un
cromatografo liquido modular de la casa Agilent y modelo 1100 (Waldbronn,
Alemania) equipado con un inyector G1313A, una bomba cuaternaria G1311A, un
desgasificador en linea G1379A, un horno G1316A, un detector de fila de fotodiodos
G1315B y el programa de Agilent Chemstation. La columna de fase reversa fue una
Kromasil 100-C18 (fum de tamafio de particula y 250 mm x 46 mm d.i.)tegida
con una precolumna del mismo material (Teknokroma, Barcelona, Espafia). Los
compuestos fendlicos se eluyeron mediante las siguientes condiciones: 1 mL/min de
velocidad de flujo; horno a 40 °C; disolvente A: acido férmico/agua (5:95, v/v);
disolvente B: acetonitrilo (100 %); gradiente: isocratico 0 % B durante 2 min, de
0 a8 % de B en 3 min, de 8 a 20 % de B en 55 min, de 20 a 30 % de B en 10 min, de 30
a 50 % de B en 1 min, de 50 a 100 % de B en 2 min, isocratico en 100 % de B durante 7
min, de 100 a 0.0 % B en 1 min y 0 % de B durante 9 min, seguido de un lavado y

acondicionamiento de la columna.

Se inyectaron 3@L de la fraccion a estudio disuelta en acido foritagoa,
(5:95 v/v) directamente en el sistema de HPLC y fueron cromatografiados. Los
espectros en el UV-Vis se adquirieron entre 220 y 700 nm, con una ancho de banda de
2.0 nm. La determinacion de los antocianos se realizé a 520 nm, la de los flavonoles a

365 nm, la de los &cidos fendlicos a 313 nm y la de los flavanoles a 280 nm. Los
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diferentes compuestos fueron identificados en base a los espectros UV-Vis asi como a

los tiempos de retencion de los estdndares comerciales correspondientes.

Las curvas de calibracion se obtuvieron inyectando diferentes concentraciones
de los estandares. Los contenidos de antocianos, flavonoles, acidos hidroxicinamicos y
flavanoles fueron expresados como malvidin@-ghucdsido, quercetina, acido cafeico
y catequina, respectivamente. El rango lineal de las curvas de calibracidh 983 en
todos los casos) fue de 0.01 (limite de cuantificacion) a 1 mg/L para los compuestos con
concentraciones mas bajas y de 1.0 a 100 mg/L para los compuestos presentes en
concentraciones mas altas. Las concentraciones fueron determinadas a partir de las
ecuaciones de regresion lineal. Los datos cuantitativos de los compuestos identificados
se obtuvieron mediante interpolacion de las areas relativas en las rectas de calibrado
construidas a partir de los compuestos puros. Cada medida se realizé por triplicado. El
método analitico mostr6 una exactitud de 97.1 % y 103.6 % y precisiones (repetibilidad)
de 0.9 %.

5.2.4.3.3. Andlisis de los compuestos fendlicos mediante HPLC-ESI-MS

Con el fin de confirmar la naturaleza de los compuestos, se llevé a cabo un
analisis mediante espectroscopia de masas acoplando la salida del HPLC a un
espectrometro de masas con analizador doble cuadrupolo con una fuente de ionizacion
electrospray (HP 59987A) (ESI) y controlado por el software de MS Agilent 1200. La
separacion cromatografica se llevo a cabo de acuerdo al método descrito en el apartado
5.2.4.3.2 de este mismo capitulo. Para asegurar que el flujo que pasaba al ESI era de 19
puL/min durante la LC-MS, el eluyente procedente del cromatdgrafo se dividié mediante
una pieza en forma de T, que poseia un volumen muerto nulo. Esta velocidad de flujo
fue encontrada como la mas optima bajo las condiciones de analisis. Como gas
nebulizador se utilizé nitrégeno a una presion de entrada de 80 psi y una temperatura de
225 °C. Todos los datos obtenidos de la espectrometria de masas se adquirieron en el
rango de m/z 150 a 700 en modo negativo para los acidos hidroxicinamicos, flavanoles
y flavonoles y en modo positivo para los antocianos. Ehalala 5.1 se muestra la

identificacién de todos los compuestos realizada mediante UV-Vis y MS.
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Tabla 5.1. Compuestos analizados mediante HPLC-DAD y MS en los vinos del estudio

Fragmentos
TR (min) Compuestos identificados Mmax) (NM) [M-H] " (m/z) MS/MS
(m/z)
Acidos
3.7 Acido gélico 216, 272 169 125
Flavanoles
9.3 Catequin-3-galato 202, 277 441 289
9.6 Catequina 203, 279 289 203
11.2 Epigalocatequina-3-galato 203, 271 457 305
13.7 Epicatequin-3-galato 203, 279 441 289
17.2 Epicatequina 203, 279 289 203
11.9 Epigalocatequina 206, 271 305 203
Acidos hidroxicinamicos
8.4 (2)-acido caftarico 330 311 179
8.6 (E)-acido caftarico 331 311 179
10.6 Acido cutarico 313 295 149
11.2 Acido cafeico 218, 238, 324 179 135
16.8 Acido cumérico 212, 226, 310 163 119
Flavonoles
20.5 Miricetina-3-glucésido 254, 365 479 151
22.7 Quercetina-3-galactésido 256, 354 463 301
27.6 Quercetina-3-glucésido 256, 355 463 301
35.4 Kaempferol-3-glucésido 265, 346 447 285
42.4 Miricetina 254,371 317 151
54.7 Quercetina 255, 369 301 151
67.5 Kaempferol 253, 362 285 269
Antocianos [M-H] * (m/z)
12.8 Delfinidina-30-glucésido 277,342,524 465 303
15.7 Cianidina-39-glucésido 279,516 449 287
18.4 Petunidina-®-glucésido 277, 347, 525 479 317
22.1 Vitisina B de petunidina-3-O-glucésido 492 503 341
25.5 Malvidina-3©-glucésido 277, 348, 527 493 331
29.2 Vitisina A 299, 372,510 561 399
30.3 Delfinidina-30-6-acetilglucosido 276, 346, 527 507 303
38.8 Malvidina-3©-glucdsido-catequina 280, 532 781 619
42.6 Petunidina-®-6-acetilglucésido 270, 529 521 317
46.9 Peonidina-®-6-acetilglucésido 280, 522 505 301
47.9 Malvidina-3©-6-acetilglucésido 278, 350, 530 535 331
524 Delfinidina-30-6-p-cumaroil-glucésido 282, 313,531 611 303
54.3 Cianindina-33-6-p-cumaroil-glucésido 284, 314, 524 595 287
55.9 Petunidina-®-6-p-cumaroil-glucésido 282, 313, 532 625 317
62.6 Peonidina-®-6-p-cumaroil-glucésido 283, 313, 526 609 301
64.3 Malvidina-30-6-p-cumaroil-glucésido 282, 313, 532 639 331
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5.2.4.3.4. Andlisis de proantocianidinas precipitables con proteinas (PPAS)

Las proantocianidinas precipitables con ovoalbumina presentes en los vinos se
determinaron siguiendo el método propuesto por Llaudy §f,cell.cual ha sido descrito

en el apartado 2.2.4.2.

5.2.4.3.5. Determinacion de parametros enoldgicos convencionales y medidas

de color

Los parametros enologicos convencionales de los vinos (contenido en etanol,
pH, azlcares reductores, acidez total, acidez volatil Mi&@ y total) se determinaron
de acuerdo a las practicas oficiales de la B\l acido L-malico y L-lactico se
determinaron mediante métodos enzimaticos de acuerdo con los métodos oficiales de
andlisis AOAC*® La intensidad colorante (IC) fue calculada como la suma de las
absorbancias a 420 nm, 520 nm y 620 nm y multiplicada por 10 ya que las medidas se
realizaron en cubetas de cuarzo de 1 mm de paso 6ptico. La tonalidad (T) se calcul6
como el cociente entre la absorbancia a 420 nm y la absorbancia a 520 nm. El indice de
polifenoles totales (IPT) fue estimado como la absorbancia a 280 nm. Los taninos se
determinaron usando el método descrito por Ribéreau-Gayon y Ston€sHeftdice
de etanol (IET) que refleja la condensacion tanino-polisacéarido fue calculado usando el

método descrito por Gloriéd Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

5.2.5. Andlisis Sensorial de los vinos

En Febrero de 2008 y 2009, se llevé a cabo el andlisis sensorial de los vinos. El
panel sensorial estuvo formado por expertos de la Asociacion de Enélogos de La Rioja
y Licenciados en Enologia por la Universidad de La Rioja. Todos los panelistas habian
participado previamente en el andlisis descriptivo de vinos y estaban habituados a
puntuar el perfil aromatico y gustativo de variedades tintas como Garnacha y
Tempranillo. El panel estuvo formado por 30 panelistas (13 hombres y 17 mujeres de
entre 28 y 56 afos) y 32 panelistas (17 hombres y 15 mujeres de entre 26 y 62 afios) en

2008 y 2009, respectivamente.
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5.2.5.1. Test DUo-Trio

El primer objetivo de la evaluacion sensorial era determinar si los vinos
obtenidos a partir de los tratamientos en campo (aclareo manual y aplicacion de Pro-Ca)
eran significativamente diferentes al control. Para ello, se realizé un test duo-trio, ya que
es una aplicacion clasica de un test discriminati®e presentaron tres muestras a los
expertos, una de ellas identificada como referencia. Una de las otras dos era idéntica a la
referencia. A los panelistas se les preguntd cual de las dos muestras presentadas era
igual a la muestra referencia, por lo que se utilizdO un test binomial unilateral. Los

panelistas evaluaron el aroma, el sabor y las percepciones en boca.

5.2.5.2. Entrenamiento sensorial

Los panelistas participaron en cuatro sesiones de entrenamiento sensorial de
aproximadamente 45 minutos de duracion cada una. En estas sesiones se recordaron
términos aromaticos tipicos de cada variedad y se hizo también un recordatorio de
sabores y sensaciones en boca. En la primera sesion, a los panelistas se les pidio
describir los atributos aromaticos de los vinos Tempranillo y Garnacha con sus propias
palabras. Los descriptores y sus definiciones fueron discutidos entre los panelistas y el
director del panel. Los panelistas seleccionaron ocho atributos aromaticos que se
acordaron como los mejores descriptores para definir las caracteristicas sensoriales de
los vinos. Todos los términos generados fueron términos generalmente utilizados en la
descripcion de vinos tintosTébla 5.2). Estos mismos descriptores fueron usados
también en 2009 para poder realizar una comparacion entre afios, asi que en ese afio no
hubo discusion respecto a la eleccion de términos. Durante el entrenamiento, se
presentaron diferentes estandares, representativos de aromas, sabor y astringencia. Los
estandares utilizados fueron o bien odorantes comerciales suministrados por
Sentosphere (Paris, Francia), “Le Nez du Vin” (Jean Lenoir, Provence, Francia), o0
productos naturales (frutas, zumos, especias, verduras, etc.) preparados al comienzo de
cada sesion. Para el entrenamiento del sabor y la astringencia se prepararon disoluciones
con distintas concentraciones de azucar de mesa (0 - 12 g/L) para el dulzor, acido
tartarico (0 - 1.5 g/L) para la acidez, sulfato de quinina (0 - 10 mg/L) para el amargor,
glicerol (0 - 30 g/L) para el volumen en boca y sulfato de potasio y aluminio (0 - 5 g/L)
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para la astringencia. Asi, durante el entrenamiento, estas disoluciones ayudaron a los

panelistas a aprender a reconocer y discriminar entre las diferentes sensaciones orales.

Tabla 5.2. Lista final de los descriptores usados para el analisis descriptivo del aroma, sabor y
sensaciones en boca, con los correspondientes estandares de referencia presentados durante el
entrenamiento del panel.

Atributo Estandar de referencia*

Aroma

14 mL de zumo de manzana + 14 mL de zumo de melocotéon +
20 gotas de extracto de naranja + 0.5 mL de acetato de isoamilo
15 mL de agua con sabor a casis + 5 g de mermelada de moras +
Frutas rojas y negras 5 g de mermelada de fresa + 5 g de mermelada de frambuesa + 5
g de mermelada de cereza

50 uL del n® 25 de “Le Nez Du Vin” + 50L del n°® 29 de “Le

Frutas blancas y amarillas

Floral Nez Du Vin” + 5 pétalos de jazmin + 5 pétalos de rosa
Lactico 30 mL de nata liquida

Especiado 2 g de pimienta negra + regaliz de palo + nuez moscada
Balsamico 1 g de caramelo de menta en trozos

Alcohdlico 15 mL de alcohol etilico

Herbéaceo 4 g de hierba fresca cortada

Sabor y sensaciones en boca

Dulzor 0-12 g/L Sacarosa

Acidez 0-1.5 g/L Acido tartarico

Amargor 0-10 mg/L Sulfato de quinina
Astringencia 0-5 g/L Sulfato de potasio y aluminio
Volumen en boca 0-30 g/L Glicerol

*Los estandares se prepararon en 30 mL de agua desionizada

Durante la fase de entrenamiento general (cuatro sesiones), los panelistas se
familiarizaron con los atributos aromaticos y con la evaluacion de la intensidad del
dulzor, acidez, amargor, volumen en boca, astringencia, intensidad aromatica y
retronasal e intensidad global asi como persistencia. En una sesion tipica de
entrenamiento, los panelistas tuvieron que evaluar de entre dos y cuatro vinos diferentes
y puntuar los atributos aromaticos seleccionados, el dulzor, acidez, amargor, volumen
en boca y astringencia en una escala de seis puntos (0 = “ausencia”’, 1 = “muy bajo” y
5 = "muy alto”), mientras que la intensidad aromatica y retronasal, la intensidad global
y la persistencia se puntuaron en una escala de cinco puntos (1 = “muy deébil” y 5 =

“muy fuerte”) ya que para estos atributos el “0” carece de sentido.
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5.2.5.3. Evaluacion de las muestras

Los panelistas entrenados evaluaron los vinos por duplicado. Los vinos fueron
servidos en un orden aleatorio, en copas negras normalizaddg (80 mL)
codificadas por un numero de tres cifras y cubiertas por una placa Petri. Los panelistas
tuvieron que oler cada vino y puntuar los atributos aromaticos. A continuacion debian
introducirse el vino en la boca y puntuar las intensidades del dulzor, acidez, amargor,
volumen en boca, astringencia, intensidad aromatica, intensidad retronasal, intensidad
global y persistencia usando las escalas descritas en la seccion anterior. Entre muestra y
muestra se impuso un intervalo de 5 minutos para limitar los efectos de acumulacion.
Durante este tiempo debian enjuagarse la boca con agua, comer pan desalado (crackers)
y nuevamente enjuagarse con agua. Todos los vinos se sirvieron a temperatura ambiente

(20 — 22 °C) y se evaluaron en cabinas individuales.

5.2.6. Andlisis estadistico

Se realizaron ANOVAs a un factor para cada uno de los parametros evaluados
en uvas con tres repeticiones por muestra. El método de comparacion utilizado para
identificar diferencias significativas entre las uvas tratadas y las control fue el Test de

Duncan a un nivel de significacion del 0.05 %.

Se aplic6 un ANOVA a un factor a todos los datos quimicos obtenidos para
identificar diferencias significativas entre el vino control y los vinos tratados. Las
diferencias entre las muestras fueron referidas a diferencias significativas al menos
P < 0.05. Un ANOVA a dos factores fue aplicado para evaluar las interacciones
“tratamiento x variedad” y “tratamiento x afio” con una probabilida® @e0.05. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa SPSS 15 (IBM®, Chicago,
IL, U.S.A). También se aplic6 un modelo de ANOVA mixto sobre los datos
procedentes del andlisis sensorial descriptivo considerando a los jueces como un efecto
aleatorio. Los factores tratamientos, réplicas y jueces asi como los dos tipos de
interacciones, “tratamiento-vino x juez” y “tratamiento-vino x réplica” fueron evaluados
a una significacionR < 0.05) usando un modelo lineal general. Las diferencias de
medias entre tratamientos fueron calculadas aplicando la diferencia minima significativa
(Test de Fisher).

234



Capitulo 5. Efecto del aclareo manual y de la aplicacion de prohexadiona de calcio en la
composicion fendlica de uvas y vinos. Influencia en las propiedades sensoriales de los vinos

Se aplico el andlisis de componentes principales (PCA) empleando las
puntuaciones promedio dadas por los panelistas a los atributos sensoriales y a los

parametros de color.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Condiciones climaticas

Los datos metereoldgicos mensuales desde prefloracion a vendimia se muestran
en laTabla 5.3. Las temperaturas mensuales fueron similares en ambos afos, excepto
en Agosto donde las temperaturas fueron mas altas en 2008, y Octubre, con
temperaturas mas bajas en 2008. Las precipitaciones fueron diferentes, siendo menores
en 2008. La integral térmica calculada desde el 1 de Junio hasta la vendimia fue mayor

en 2007, existiendo diferencias entre el mismo mes de diferentes afios.

Tabla 5.3. Datos climaticos de Aldeanueva de Ebro proporcionados por la estacion
metereologica del Gobierno de La Rioja.

Temperatura Temperatura  Temperatura  Precipitacién

Meses maxima?® media® minima® acumulzada IT® (°C)
(°C) (°C) (°C) (L/m")

2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008 2007 2008
Junio 27.5 27.3 20.2 20.6 134 14.7 11.4 17.0 219.7 230.8
Julio 29.9 29.6 22.1 219 15.0 14.9 0.0 32.8 385.8 331.0
Agosto 28.2 30.1 21.2 222 151 15.3 16.8 1.8 361.9 3945
Septiembre  25.3 25.0 18.5 18.2 12.9 12.3 10.2 13.6 272.7 260.0
Octubre® 22.2 19.5 17.2 12.9 13.7 6.5 51 0 87.5 21.2

TOTAL 894 65.2 13276 12375
®Media completa del me8ntegral térmica (base 10°C)datos recogidos desde el 1 de octubre hasta el
dia de la vendimia

5.3.2. Peso y tamaio de bayas. Rendimiento

La efectividad de los tratamientos respecto a la disminucion de la produccion en
ambas variedades y aflos se muestra dalida 5.4. Los resultados muestran como la
aplicacion de Pro-Ca produjo una reduccion en el rendimiento del 29 % y 15 %, en la
variedad Garnacha, en 2007 y 2008, respectivamente; y en Tempranillo del 24 % en
2007, mientras que no se observé reduccion en el 2008. El aclareo manual produjo una
reduccion de la produccion en Tempranillo del 25 % en 2007, y en Garnacha del 41 %y
42 % en 2007 y 2008, respectivamehge efectividad de la reduccion de la produccion

debido a la aplicacion de Pro-Ca fue observada por tanto en ambas variedades
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estudiadas, Tempranillo y Garnacha, confirmando estos resultados los estudios previos
llevados a cabo por Lo Giudice y ¢bly Vaquero-Fernandez y cBl.

En laTabla 5.4 se muestra también el tamafio de las bayas asi como la relacion
sélido/liquido. En todos los casos, excepto para la variedad Tempranillo 2008, las uvas
procedentes de cepas tratadas con Pro-Ca mostraron un peso significativamente menor
que las uvas procedentes de cepas control. Este hecho concuerda con los resultados de
Lo Giudice y col' y Vaquero y cof? Un comportamiento menos regular mostraron las
uvas de cepas sometidas a un aclareo manual de racimos. Como se observa en el afio
2007, las cepas de la variedad Tempranillo en las cuales se realiz6 el aclareo manual de
racimos presentaron un peso significativamente superior respecto a las uvas control y a
las procedentes del tratamiento con Pro-Ca. En el caso de la variedad Garnacha, en el
afio 2007, las uvas procedentes de cepas en las que se realizd un aclareo manual de
racimos no mostraron diferencias significativas con respecto a las uvas control, sin
embargo, en el afio 2008, el peso de las uvas procedentes de cepas sometidas a un
aclareo manual fueron significativamente inferiores que las uvas control y
significativamente superiores que las uvas tratadas con Pro-Ca. Resultados similares se

han obtenido con respecto al tamafio de las b3y 5.4).

Respecto a la relacién solido/liquido, sélo se encontraron diferencias en el afio
2007, pero con un comportamiento diferente en cada una de las variedades estudiadas.
Mientras que en el caso de la variedad Tempranillo, el aclareo manual y la Pro-Ca
produjeron una mayor relacion sélido/liquido que las uvas control, en la variedad
Garnacha, solo las uvas control y las procedentes de la aplicacion de Pro-Ca mostraron
diferencias significativas, siendo en este caso las uvas control las que presentaron una

mayor relacion solido/liquido.

Como se ha mencionado en el apartado 5.2.2 la baja produccion presente en las
cepas de Tempranillo en el afio 2008, impidié la realizacion del aclareo manual de
racimos y por lo tanto sélo fue posible para esa variedad en ese afio la vinificacion de
vinos procedentes de cepas control y de cepas tratadas con Pro-Ca.
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La ausencia de diferencias significativas en el ptsmafio y en la relacion
sélido/liquido entre las uvas Tempranillo control y las procedentes del tratamiento con
Pro-Ca en el afilo 2008, podria haber sido debida a un pobre cuajado del fruto,
mostrando las cepas control un comportamiento similar a las cepas tratadas
guimicamente. Este hecho fue debido posiblemente a las condiciones climaticas
presentes durante la induccion floral, la cual tuvo lugar a primeros de Junio del afio
anterior. Este proceso es promovido por altas temperaturas y escasas precipitaciones que
tuvieron lugar en el afio 2006, mientras que en 2007 las condiciones climaticas no

fueron tan favorables (mayor nimero de dias lluviosos y humedos).

5.3.3. Madurez Tecnoldgica

Los resultados de la madurez tecnoldgica en las uvas se muestran en la
Tabla 5.5. En 2007, la aplicacion del aclareo manual proporcion6 uvas con un mayor
contenido en azucares (°Brix), mientras que las uvas procedentes del tratamiento con
Pro-Ca no mostraron diferencias significativas en comparacion con las uvas control. En
2008 no hubo diferencias significativas respecto a los °Brix. En 2007, las uvas de la
variedad Tempranillo procedentes del aclareo manual presentaron valores de pH
inferiores que las control, mientras que las uvas de la variedad Garnacha procedentes de
los tratamientos mostraron valores de pH superiores. Los valores de acidez total en
2007 fueron superiores en las uvas Tempranillo y en uvas Garnacha tratadas con Pro-Ca
gue en uvas procedentes del aclareo manual. En 2008 no hubo diferencias significativas
ni en el pH ni en la acidez total. Las uvas procedentes del aclareo manual, en ambas

variedades, mostraron los valores mas bajos en contenido de acido malico.

Entre afios se observaron diferencias en la maduracién de las uvas. En 2008, las
uvas procedentes de ambas variedades presentaron mayores °Brix, menor acidez total y
menor concentracion de acido maliéd< 0.05). Esto pudo ser debido a las diferentes
condiciones climaticas presentes durante el periodo de maduracion. Las altas
temperaturas y las bajas precipitaciones en Agosto de 2008 adelantaron la maduracion,
incrementando el contenido de azucares y la degradacién de los acidos. En 2007, la gran
cantidad de precipitaciones coincidentes con el ultimo periodo de maduracion

(septiembre y octubre) propiciaron un menor contenido en azlcares.
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En ambos afos y variedades, los valores de lacasa fueron bajos, no observandose
diferencias significativas entre muestras. Vail y Maroiscontraron una correlacion
significativa entre la compacidad del racimo y la susceptibilidad de podredumbre del
racimo causada pdotrytis cinerealLa aplicacion de Pro-Ca proporcion6é bayas mas
pequenfias reduciéndose este efecto, como sefialaron Vaquero-Fernandez y col.

Tabla 5.5. Efecto del aclareo manual de racimos y del tratamiento con Pro-Ca en la madurez
tecnoldgica de uvas Tempranillo y Garnacha

Acidez Acido
° Brix pH total malico Lacasd
(glL)° (9/)
TEMPRANILLO
2007
Control 22.8+0.%2 353+0.08 6.26+1.07 243+0.1% 0.00+0.00
Aclareo .\ 1,04 3414002 632+120 219+004 0.18+026
manual
Pro-Ca 235+0% 3.38+0.02 6.83+0.08 2.28+0.08° 0.08+0.08
2008
Control 243+09 3.40+008 4.14+0.18 170+0.18 0.00+0.00
Pro-Ca 24.4+13% 3.34+0.0% 4.69+037 1.96+0.09 0.18+0.08
GARNACHA
2007
Control 20.60+08 3.24+0.02 6.78+0.06 1.73+0.08 3.43+4.11%
Aclareo .o 03108 3204002 6.09:028 115:018 2.25+1.04
manual
Pro-Ca  20.83+1% 3.26+0.0% 654+0.16 192+0.28 0.25+0.39
2008
Control 25.54+0.7 3.26+0.02 556+020 128+0.20 1.71+0.93
Aclareo o 01108 3274002 540+01% 1.04+008 0.91+0.18
manual
Pro-Ca  2551+0% 3.25+0.0%4 568+0.38 0.93+0.08 1.29+0.48

Petras diferentes en la misma columna y afio muestran diferencias significativas al 5 %.
Expresado como g/L de 4cido tartaritiExpresado como nmol/L de lacasa.

El adelanto de la maduracién de la uva como resultado del aclareo manual ha
sido descrito por diferentes autores en estudios realizados en diferentes variedades, tales
como, Cabernet Sauvignorshiraz’, Tempranilld® y Garnach&® Los valores de °Brix,
pH, acidez total y acido malico de uvas procedentes del tratamiento con Pro-Ca no
mostraron diferencias enoldgicas significativas respecto a las uvas control. Estos
resultados coinciden con los mostrados en otros estudios publicados en esta linea de

trabajo, en los cuales, la aplicacion de Pro-Ca tampoco modifico estos paréifietros.
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5.3.4. Madurez Fendlica

Como era esperado, el contenido polifendlico fue en ambos afios superior en la
variedad Tempranillo que en la variedad Garnadfhgu(as 5.2, 5.3 y 5.4). No
obstante, casi todas las referencias coinciden en el hecho de que factores no genéticos,
tales como, los factores edafoclimaticos o determinadas practicas viticolas tienen un
efecto en el contenido polifendli€db Esta influencia puede ser observada para cada
variedad en los dos afos de estudio, siendo el contenido polifendlico superior en las

uvas del afio 2007 con respecto a las del 2008.

Polifenoles Totales

160 -
140 -

120

100 1 T a 1 Control

Aclareo manual
B Pro-C:

Polifenoles totales (u.z

N B D (o]
o o o o o
| | | |

Tempranillo 2007 Tempranilo 2008 Garnacha 2007 Garnacha 2008

Figura 5.2. Contenido en polifenoles totales en ambas variedades, afos y tratamientos.
Letras diferentes en la misma variedad y afio, muestran diferencias significativas al 5 %.

Taninos Totales

4,50
4,00 A b
3,50 1
300 2 a °
250 ) b 0 Control
2,00 -
1,50
1,00
0,50 1
0,00 T \

Tempranillo 2007  Tempranilo 2008 Garnacha 2007 Garnacha 2008

Aclareo manual
B Pro-Cs

Taninos totales (mg

Figura 5.3. Contenido en taninos totales en ambas variedades afios y tratamientos.
Letras diferentes en la misma variedad y afio, muestran diferencias significativas al 5 %.
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Antocianos Totales
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Figura 5.4. Contenido en antocianos totales en ambas variedades afios y tratamientos.
Letras diferentes en la misma variedad y afio, muestran diferencias significativas al 5 %.

A pesar de estos resultados, sin embargo, no se han encontrado correlaciones

entre las condiciones climéticas y el contenido en compuestos fendlicos en las uvas.

En relacion al contenido de polifenoles totalegra 5.2), se puede observar
gue en ambas variedades los tratamientos llevados a cabo para reducir la produccion,
mostraron uvas con un mayor contenido polifenélico que las uvas control. Sin embargo,
ambos tratamientos tuvieron un efecto diferente respecto al contenido en antocianos
(Figura 5.3) y taninos Figura 5.4). Las uvas Tempranillo procedentes del tratamiento
de aclareo manual mostraron un contenido superior de taninos, mientras que las

procedentes del tratamiento con Pro-Ca mostraron un mayor contenido de antocianos.

Los resultados respecto a la composicion fendlica de la variedad Garnacha
fueron muy similares a lo largo de las dos campafgsifas 5.2, 5.3 y 5.4). Las uvas
procedentes de la aplicacién del aclareo manual mostraron un mayor contenido en
antocianos y taninos que las uvas control, mientras que las uvas procedentes del
tratamiento con Pro-Ca no mostraron diferencias significativas ni con las uvas control ni
con las uvas procedentes del aclareo manual, mostrando valores intermedios entre

ambos.
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Los resultados observados en ambas variedades y en ambos afos revelaron que
la aplicacion de Pro-Ca no produce, en ningun caso, una disminucion en la sintesis de
compuestos polifendlicos. Resultados similares a los de la aplicacion de Pro-Ca
respecto al incremento del contenido polifendlico han sido observados mediante la
realizacién del aclareo mecanico en la variedad NebBiglen la variedad Cabernet
Franc®® Pefia-Neira y cdt* estudiaron los cambios en la composicién fenélica de
hollejos de uva de la variedad Syrah procedentes de cepas en las cuales se habia
realizado un aclareo manual en el envero. Estos autores encontraron un incremento de
algunos derivados fendlicos relacionados con la estabilidad del color del vino, formados
por medio de reacciones de copigmentacién y polimeriz&tiéa estabilidad del color
del vino y una concentracion elevada de polifenoles son dos de las caracteristicas
esenciales buscadas en un vino que va a experimentar un proceso de envejecimiento en
barrica y botella, como es el caso de muchos vinos espafoles elaborados con las

variedades estudiadas en este trabajo.

5.3.5. Parametros cromaticos

Es sabido que la intensidad del color de los vinos disminuye a lo largo de su
envejecimiento, con un incremento simultaneo de la luminosidad (L*) y una
disminucién de los tonos violetas (b*) y rojos (a*). Aunque las muestras evaluadas son
mostos, estos resultados pueden dar una primera aproximacion y resultar una

herramienta util en la prediccidon del color de los futuros vinos.

A patrtir del estudio de las coordenadas CIELTdb(a 5.6) se observdé como en
el afo 2007, la variedad Garnacha no mostré diferencias en el color entre los
tratamientos realizados, pero es necesario decir que esta variedad tiene tendencia a la
oxidacion y en ese afio, las muestras sufrieron una rapida oxidacion lo cual se ve
reflejado en los valores extremadamente altos que muestra la coordenada b* en los tres
casos. En el aflo 2007, en referencia a la variedad Tempranillo y en 2008, en ambas
variedades, los mostos procedentes de cepas sometidas a ambos tratamientos de
regulacion de la produccion (aclareo manual y quimico) mostraron un menor valor de

L* y tonalidades mas azules y rojas. Este incremento podria ser explicado debido a la
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disminucién significativa de la produccion inducido por la aplicacion de ambos
tratamientos. En esta linea, otros estudios han mostrado que el color de los vinos tintos
se ve reducido cuando el rendimiento es eleé¥adventras que rendimientos mas bajos
pueden incrementar el contenido de antocianos y polifenoles tStdld3iversos

autores han demostrado también que la densidad del color del vino se ve incrementada
como resultado de la realizacion del aclareo, bien sea manual o mecénico.

Tabla 5.6. Pardmetros cromaticos en los mostos de Tempranillo y Garnacha.

L* a* b* IC T
TEMPRANILLO
2007
Control 58.1+0.f 33.8+0.9 -5.9+0.7 3.16+0.03  0.74+0.02
Aclareo gy 1415 362+10 437:1f 361:018 076000
manual
Pro-Ca 484+1%2 440+0.7 87+18 3.83+0.68 0.67+0.04
2008
Control 96.0+0.4 9.07+07% -056+0.2 1.18+0.48  0.79+0.07
Pro-Ca 86.9+20 1055+17 -2.89+0.7 4.04 +0.64 0.77 £0.02
GARNACHA
2007
Control 76.3+28 21.1+12 31+1.6 1.83+0.28 0.96+0.07
Aclareo o) 442 216:4F  61+28  215+03F  1.04+008
manual
Pro-Ca 75.3+28 188+28 52+2.68 1.95 +0.20 1.11+ 0.09
2008
Control 94.9+0.8 356+04 1.23+0.2 1.73 £+ 0.08 1.08 + 0.08
Aclareo oo 0 08  6.14+08°  1.98+0.6 486096  1.09+004
manual
Pro-Ca 92.6+0% 4.98+0.0 0.22+0.% 2.81+0.62 0.95+0.0%

2P etras diferentes en la misma columna y afio muestran diferencias significativas al 5 %.

Respecto a la intensidad colorante (IC) y a la tonalidad, en el afio 2007 no se
observaron diferencias, pero en el afio 2008, las uvas procedentes de ambos tratamientos

mostraron mayor intensidad colorante y menor tonalidad que las uvas control.

5.3.6. Evolucion de la fermentacion alcohdlica

En relacion al proceso fermentativo, Eguras 5.5 y 5.6 muestran la evolucién
del contenido de azlcares para ambas variedades en 2007 y 2008, respectivamente. Las
diferencias en la fermentacion entre los mostos procedentes de cepas control y de los
procedentes de ambos tratamientos (manual y quimico) fueron solo observadas en el
caso de la variedad Tempranillo en el afio 2007. En las vinificaciones llevadas a cabo
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con la variedad Tempranillo en el afio 2007, los mostos control terminaron la

fermentacion tres dias antes que los mostos procedentes de los tratamientos realizados
con el fin de reducir la produccion. No se observaron diferencias significativas en la
evolucion de la fermentacion en ninguna de las variedades y tratamientos en el afio
2008, salvo en los dias intermedios de la fermentacién en el que los mostos control
fermentaron los azlcares mas rapidamente que los mostos procedentes de los
tratamientos realizados. La fermentacion transcurrié de forma adecuada en ambos afios
en todos las vinificaciones realizadas, no observandose ni paradas ni ralentizaciones de

la fermentacion, siendo el contenido de azucares reductores inferior a 5 g/L.

TEMPRANILLO 2007

% AzUcares

0 50 100 150 200 250

Tiempo (Horas)

—e— Control —s— Aclareo manual Pro-Ca

GARNACHA 2007

% AzUcares

10

0 50 100 150 200 250

Tiempo (Horas)

—e— Control —s— Aclareo manual Pro-Ca

Figura 5.5. Evolucion de la asimilacién de azlUcares durante la fermentacion alcohdlica de los
mostos a estudio en el afio 2007.
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Figura 5.6. Evolucion de la asimilacion de azucares durante la fermentacion alcohdlica de los
mostos a estudio en el afio 2008.

5.3.7. Parametros enoldgicos de los vinos

Los resultados de los andlisis enolégicos convencionales de los vinos se

muestran en la Tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Andlisis enoldgicos convencionales de los vinos estudiados (media + desviacidén estandar, n=3).

Muestras Oﬂmﬁo Acidez total pH Acidez volati®  Acido lactico  Acido malico IPT! Taninos totales indice de etanol PPAY
alcohdlico (%) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%)

Tempranillo

2007

Control 13.7+0.3 44+04 38+0F 02+00 15+0.F 0.1+00 437+13 1507 91.0+06 2102

wMMMU 14.2 £0.4 4804 38+00 02£00 14+06  01+0F 491:08 21207 874208 3.4+06

Pro-Ca 13.5+0.4 57+03 38+06G 022006 1.4+06° 01+00 459+16° 16+0.1° 86.6+008 3.1+03

2008

Control 14.1+0.2 39+03 38+0Ff 02006 1.6+0.F 03+00 429+26 0607 88.3+08 58+04

Pro-Ca 145+0.2 45+0Ff 39+0.Ff 0.1:x006 1.6+0.F 02+0.f 49826 1.6 +0.6 84.3+0.0 6.1+0.2

Garnacha

2007

Control 12.8+0.9 54+03 34+0Ff 0207 1.1+0.6 01+0Ff 196+068 05%00 949+0F% 1202

wMMMU 14.5+0.2 57+02 35+00 03+00 07:0Ff 07:006 24708 05+072 91.0£08 25£0.2

Pro-Ca 13.0+0.9 6.8+02 34+x0Ff 02+00 1.2+0.72 01+0.Ff 225+06° 05=%0.F 90.8+006 26+04

2008

Control 14.0+0.2 58+0f 35+04 02006 0.6 0.0 03200 269+19 0.8=x0.7 940+06 4607

wMMMU 14.9+0.8 60+0.2 35+00 0.1:00 07+0Ff 0220 398+26 13:0.f 90.6+0.2 51+03

Pro-Ca 14.1+0.2 6.3+02 34+006 0100 0.6 +0.0 0.7+00 387+14 11x0.7F 90.8+0.f 48x04

abc| etras diferentes en la misma columna y afio implican diferencias significativas‘ak¥éesado como g/L de 4cido tartaritexpresado como g/L de &cido
acético, indice de polifenoles totale¥proantocianidinas precipitables con proteinas, expresado como g/L de &cido tanico.
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Se observo un aumento significativo en el contenido alcohdlico de los vinos
producidos a partir de cepas en las que se habia realizado el aclareo manual en
comparacion con los vinos control para ambas variedades en el afio 2007 y en Garnacha
en 2008, mientras que el tratamiento con Pro-Ca produjo un contenido alcohdlico
similar al control. Cabe destacar que las diferencias en el contenido alcohdlico de los
vinos estan relacionadas con las diferencias observadas en el contenido de °Brix
medidos en las uvagdbla 5.5). En ambos afios y variedades los valores de pH no
mostraron diferencias significativas entre tratamientos y control, sin embargo el
tratamiento con Pro-Ca produjo un aumento en la acidez total. En este caso, ni los
valores de acidez total encontrados en las (Vabla 5.5) ni el contenido en otros
acidos como el acido malico y lactico en los vifibabla 5.7) explican las diferencias
encontradas. No obstante, los altos valores de acidez total de estos vinos pueden ser de
particular interés en vinos tintos debido a una mejora en las caracteristicas sensoriales

en boca y en la estabilidad durante el envejecimiento.

Todos los vinos realizaron la fermentacion malolactica, como reflejan los
valores de &acido lactico. La préactica del aclareo manual y la aplicaciéon de Pro-Ca
proporcionaron vinos con un mayor contenido en polifenoles totales (IPT) en ambas
variedades, lo cual es consistente con un aumento en el contenido de taninos totales. En
el tratamiento con Pro-Ca, una de las razones de este aumento es la reduccion de la
produccion y del tamafio de baya. Estos resultados confirman lo observado en un
estudio previo llevado a cabo en nuestro grupo de investidaadnel cual, las cepas
que habian sido tratadas con Pro-Ca presentaban un rendimiento inferior, con menor
tamafno de bayas y los vinos mostraban una mayor concentracion de polifenoles totales
(IPT). Con respecto al indice de etanol, hubo diferencias significativas en ambos afos y
variedades, siendo inferior los valores observados en vinos procedentes de la aplicacion
de ambos tratamientos de aclareo, manual y quimico. Respecto a las proantocianidinas
precipitables con ovoalbumina (PPAS), se apreciaron diferencias significativas en ambas
variedades en el afio 2007, con valores superiores en vinos procedentes del aclareo
manual y de la aplicacibn con Pro-Ca. Sin embargo, en 2008 no se observaron

diferencias significativas en este parametro.
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5.3.8. Color y composicién antocianica de los vinos

Los parametros estudiados relacionados con el color y la composicion
antocianica de los vinos objeto de estudio se muestranTabla 5.8. El tratamiento
con Pro-Ca produjo un aumento en la intensidad colorante (IC) en comparacion con los
vinos control en ambas variedades, excepto en el caso del Tempranillo en el afio 2008.
El aclareo manual produjo en vinos de la variedad Garnacha un aumento en la
intensidad colorante respecto al control, sin embargo, los vinos de Tempranillo
procedentes de la realizacion del aclareo manual presentaron valores de intensidad
colorante intermedios entre los encontrados para los vinos control y los encontrados
respecto a la aplicacion de Pro-Ca, con ausencia de diferencias significativas entre estos
altimos vinos.Gil-Mufioz y col® mostraron que el aclareo de racimos en el envero
mejoraba la calidad de la uva y, en particular, los vinos de Syrah y de Tempranillo
producidos a partir de la practica en campo del aclareo de racimos, presentaban mejores
caracteristicas cromaticas que los vinos control. En esta misma linea, Garcia-Escudero y
col’ y Puertas y cd¥. observaron que el aclareo manual proporcionaba un aumento en
el IPT y en la IC. El aumento en la IC en ambos afios es consistente con un aumento en
la concentracion de antocianos totales, tanto en uvigsir@ 5.4) como en vinos
(Tabla 5.8).

Los vinos procedentes de ambos tratamientos de aclareo presentaron una
concentracién de antocianos similar, siendo superior a los vinos control. Esta diferencia
fue principalmente debida a la concentracion de antocianos no-acilados, los cuales
representaron, en ambas variedades, aproximadamente un 80 % de los antocianos
totales. Sin embargo, es destacable que los tratamientos encaminados a reducir la
produccion proporcionaron un aumento en la concentracion de piranoantocianos,
observandose este hecho en ambos afios en el caso de la variedad Tempranillo y en
2007 en Garnacha. Una mayor presencia de piranoantocianos implica una mayor
estabilidad frente a reacciones de oxidacion y decoloracién en presencia de diéxido de
azufre de los antocianos. Los piranoantocianos representaron entre el 0.5y 2 % del total

de antocianos en Tempranillo y entre el 6 y el 8.5 % en el caso de la variedad Garnacha.
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Los vinos elaborados con la variedad Tempranillo no presentaron diferencias en
antocianos cumarilados ni en antocianos condensados totales en ambos afios, mientras
gue concentraciones superiores de antocianos acetilados, se encontraron en vinos

procedentes de ambos tratamientos de aclareo en el afio 2007.

En relacion a los vinos elaborados con la variedad Garnacha, se determinaron
valores superiores de antocianos cumarilados en vinos procedentes de ambos
tratamientos, en los dos afos de estudio, mostrando dichos vinos una concentracion
superior en antocianos condensados totales en el afio 2008. Los vinos procedentes de la
realizacion del aclareo manual presentaron contenidos superiores de antocianos
acetilados en 2008. Algunos autores han anotado que las acciones encaminadas a la
mejora de la relacion &rea foliar/produccion a través del aclareo manual de racimos

proporcionan un mayor contenido en antocia®os.

Por tanto, los resultados obtenidos muestran que no existié efecto de la variedad
ni del afio en los tratamientos en relacion a la composicion antocidalza 6.8), por
lo que los tratamientos tuvieron un efecto similar en ambas variedades y afos

estudiados.
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Tabla 5.8. Parametros de color y concentracion de antocianos (mg/L) de los vinos estudiados (media + desviacion estandar, n=3)

Muestras IC T Antocianos >:Hoo._m:om no >:Hoo_w:om wo__maom _u:m.:o- >:H@o_m:om mo__.maom Antocianos condensados
totales acilados (6”-acetil-) antocianos (6”-p-cumaroil-) totales (A-F)

Tempranillo
2007
Control 104+0.7 06+0.0 928+139 746+1238 7.320.F 1.7+0.0 8.4+0.7 0.8+0.f
Aclareo manual 108+1.6° 0.6+0.G 122.0+99 99.3+9.f° 10.6 +1.f 2.8+0.6 8417 0.8+0.7
Pro-Ca 11.5+05 06+0.G 1455+17.4 118.8+18.7 11.2+1.4 3.0x058 11.3+2.9 1.2+0.6
2008
Control 12.6+0.6 05+0.0 681+124 575+112 36058 0.3+0.% 6.3+0.9 0.4+0.%
Pro-Ca 13.6+05 05+00 887+84 768+7.3 3.7+05 04+0.% 73+1.%F 05+0.F
Garnacha
2007
Control 52+0.3 06+0Ff 154+006 121200 1.0+0.6 1.0+0.08 0.5+0.0 nd
Aclareo manual 75+06 06+0f 173+x006 12.6+0.0 1.1+0.6 1.5+0.F 0.7x0.% nd
Pro-Ca 73+0.f 06+0f 174+006 12600 1.1+0.0 1.3+0.F 0.7+0.F nd
2008
Control 59+03 05+00 275+37 234+31% 1.3+0.2 nd 26+0.8 0.2+0.f
Aclareo manual 74+0.8 05+006 519+48 445+38 2.7+0.3 nd 4.4+03 0.3+0.0
Pro-Ca 8.0+x0.0 05+006G 484=+7.7 420+ 4.2 1.6+0.F nd 43+0.2 0.5+0.¢
Interaccion tratamiento x afio  ns ns ns ns ns 0.013 ns ns
“\Hmmmwm_o: tratamiento ns ns ns ns ns ns ns ns

abc| etras diferentes en la misma columna y afio implican diferencias significativas al 5 %. ns. no significativo.
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La Figura 5.7 muestra la proyeccion de las muestras y las variables relacionadas
con el color en las dos primeras componentes principales. La primera componente
principal explica el 70.34 % de la varianza total y esta positivamente caracterizada por

la intensidad de color y todos los tipos de antocianos excepto los piranoantocianos.

2
® T-Control 08
1.5
® T-Pro-Ca 08
1 .
[ ]
G-Control 08 T
X
~—~ ]
S 0.5 G-Aclareo manual 08 ) ) . )
< Antocianos acilados (§3-cumaroil-)
< G-Pro-Cg 08 Antocianos no-acilados
© & Antocianos totales
— 0 AF
~ X ) ) )
[V C Antocianos acilados (6"-acetil-)
o °
051 G- .t |07 T-Control 07 [ J
-contro L T-Pro-Ca 07
T-Aclareo manual 07
1] L4 _ _
G-Pro-Ca 07 Piranoantocianos
-1.5 1
[ J
G-Aclareo manual 07
-2 T T T T T T
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@® Vinos; X parametros de color; G.- Garnacha; T.-Tempranillo; A-F aductos de
antocianos y flavanoles; IC.- Intensidad colorante.

Figura 5.7. Proyeccion de los 11 vinos y pardmetros relacionados con el color en las dos
primeras componentes principales.

La segunda componente explica el 16.44 % de la varianza total y esta definida
fundamentalmente por la tonalidad en el lado positivo y los piranoantocianos en el lado
negativo. EI PCA muestra como los vinos de Tempranillo se sitian en la parte positiva
de la primera componente principal, lo cual revela que estos vinos presentan mayor
intensidad colorante y mayor contenido en antocianos que los vinos de Garnacha.

Respecto a la variedad Tempranillo, los vinos procedentes del tratamiento con
Pro-Ca se sitian siempre a la derecha de los vinos control, indicando que estos vinos
presentan mas color y mayor contenido antocianico que los vinos control. Los vinos
obtenidos a partir del aclareo manual se localizan entre los vinos de Pro-Ca y los vinos

control, por lo que estos vinos presentan caracteristicas intermedias. En relacién con la
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segunda componente, los vinos procedentes de los tratamientos de aclareo son vinos
con mayor concentracion de piranoantocianos y una tonalidad inferior en comparacion
con los vinos control. De forma similar, en el caso de la variedad Garnacha, los vinos
obtenidos a partir de la realizacion de ambos tratamientos de aclareo, se sitian méas a la
derecha y mas bajos que los vinos control, mostrando por tanto mayor intensidad
colorante, una concentracion mayor de todos los tipos de antocianos, piranoantocianos e
inferior tonalidad. En 2007, los vinos de Garnacha procedentes del tratamiento con Pro-
Ca estuvieron localizados entre los vinos control y los vinos procedentes de cepas en las
cuales se habia realizado el aclareo manual, sin embargo, en 2008, se da la situacién
opuesta aunque los vinos estan situados muy proximos entre si, lo que sugiere una alta
similitud entre ellos. La mayor concentracion en copigmentos encontrada en los vinos
procedentes de ambos tratamientos de aclareo podria contribuir a un aumento en el
color de los vinos mediante el efecto de la copigmentdtifiste resultado es
consistente con Pefia-Neira y 8ofjuienes estudiaron la composicion fendlica de uvas
Syrah en cepas que habian sido sometidas a un aclareo manual en el envero. Estos
autores encontraron un aumento en algunos derivados fendlicos relacionados con la
estabilidad del color del vino a través de reacciones de copigmentacion y
polimerizacion. También cabe destacar el aumento en la concentracion de
piranoantocianosT@bla 5.8) observada en vinos producidos a partir de la realizacion

del aclareo manual y quimico, ya que estos compuestos juegan un papel relevante en la
estabilizacion del color de vinos tintos debido a que la formacion de estos compuestos

reduce el aumento de tonos amarillos, como ya apuntaron Saenz-Navaj¥s y col.

5.3.9. Composicion fendlica de los vinos

La Tabla 5.9 muestra los resultados referentes a los andlisis de distintos
compuestos fendlicos no-coloreados en los vinos. Los vinos de Tempranillo presentaron
una mayor concentracion de estos compuestos fenolicos que los vinos de Garnacha.
Este hecho fue observado en ambos afios, excepto para la concentragigracdiedd

caftarico y para la quercetinac3-galactésido.
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Tanto en Tempranillo como en Garnacha, la mayor concentracion de acidos
fendlicos se obtuvo generalmente en vinos procedentes de cepas en las que se efectuo
un aclareo manual. En general, los vinos procedentes del tratamiento con Pro-Ca
presentaron concentraciones inferiores de los acKjesaftarico, E)-caftarico y acido
climarico, en relacién con los vinos procedentes del aclareo manual. Puht’y col.
sefalaron alteraciones en la composicion flavonoidea y una reduccion del contenido de
acidos hidroxicinamicos en uvas procedentes de cepas tratadas con el regulador de
crecimiento Pro-Ca. Merece la pena destacar esta reduccién en acidos hidroxicinamicos,
ya que la disminucién de estos compuestos puede minimizar el riesgo de oxidacion de
los vino$® reduciéndose la sintesis de etilfenoles (defecto olfativo) por las levaduras
Brettanomyce&. Con respecto a los flavanoles, los vinos de Tempranillo elaborados en
el 2007 mostraron mayor concentracion en estos compuestos que los vinos obtenidos en
el 2008. Los tratamientos llevados a cabo para reducir la produccidon provocaron un
aumento significativo en la concentraciéon de todos los compuestos analizados en los
vinos de la variedad Tempranillo en el afio 2007. El tratamiento con Pro-Ca provoco un
aumento en diversos compuestos como las catequinas (catequina y catequin-3-galato).
En 2008 no se observaron diferencias significativas entre los vinos control y aquellos
obtenidos a partir de la aplicacion de Pro-Ca, excepto en la concentracion de
epigalocatequina y epicatequin-3-galato. Dichos compuestos presentaron una mayor
concentracién en vinos obtenidos a partir de cepas tratadas con Pro-Ca. De forma
similar, en la variedad Garnacha, los vinos obtenidos a partir de cepas tratadas
presentaron mayor contenido de diversos flavanoles que los vinos control en ambos

anos.

Respecto a los flavonoles, generalmente, los vinos de la variedad Tempranillo
que presentaron una mayor concentracion fueron los correspondientes al tratamiento
con Pro-Ca. En 2008, los vinos de Tempranillo no se diferenciaron en concentracion de
los compuestos estudiados. Los vinos producidos en 2008 presentaron en general una
mayor concentracion en flavonoles que los vinos obtenidos en 2007. En los vinos de
Garnacha, la mayor parte de los flavonoles determinados mostraron concentraciones
inferiores a su limite de cuantificacion (LC), excepto para los compuestos quercetina-3-
O-glucosido y quercetina-3-O-glucurénido. El kaempferol no fue detectado en el afio
2008 en ninguna de las variedades. Por el contrario, otros compuestos como la
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miricetina-3-O-glucésido y la quercetina-3-O-glucésido mostraron concentraciones

superiores en 2008.

Ambos tratamientos de aclareo proporcionaron vinos con concentraciones en
flavonoles superiores a los vinos control. No se encontraron interacciones “tratamiento
X afo” ni “tratamiento x variedad” para los compuestos fendlicos estudiados, a
excepcion de los acidos hidroxicinamicos, los cuales mostraron una interaccion

significativa “tratamiento x variedadT@bla 5.9).

En la bibliografia revisada se ha descrito que el aclareo manual produce un
aumento tanto de los antocianos totales como de los compuestos fendlicos'tétales.
Fanzone y cof’ observaron que las uvas de la variedad Malbec procedentes de cepas en
las cuales se habia realizado un aclareo manual, presentaban en general, una mayor
concentracion de compuestos fendélicos, mostrando por tanto un mayor potencial para la
elaboracion de vinos mas complejos y de calidad. Estos autores demostraron que el
aclareo manual favorecia la biosintesis de antocianos individuales presentes en los
hollejos (no acilados, acilados y antocianos totales), afectando también al contenido de
flavanoles (catequina, epicatequin-3-galato) y flavonoles (quercetinas) de los hollejos y
las semillas. Valdés y cél.también observaron un contenido de compuestos fendlicos
notablemente superior en vinos de Tempranillo elaborados a partir de cepas aclareadas.
Ademas del hecho de que una reduccion del rendimiento de produccion y del tamafio de
baya produce un aumento de antocianos y flavonGjdes/ una segunda hipétesis y es
que la utilizacion de Pro-Ca haya incrementado la sintesis de compuestos flavonoides
en las uvas. Se ha demostrado que Pro-Ca afecta directamente a la ruta biosintética de
antocianos y otros flavonoides. Esto es probablemente debido al rol de las enzimas
dioxigenasas 2-oxo-glutarato-dependientés’® Debido a que la Pro-Ca es capaz de
alterar el metabolismo de los flavonoides, se favorece la formacion de unos compuestos
identificados como 3-deoxicatequinas, los cuales estan presentes en hojas jovenes de

manzanoS™, perale¥ y en hojas y bayas de Vitt’
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5.3.10. Analisis sensorial

El test Duo-Trio Tabla 5.10) mostr6 que los vinos control fueron
significativamente diferentes a un nivel del 5 % a los vinos procedentes de ambos
tratamientos (aclareo manual y quimico). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los vinos obtenidos a partir del tratamiento de aclareo manual y los
obtenidos a partir de la aplicacion de Pro-Ca. Estos resultados fueron corroborados en
ambos afos y variedades a excepcion de la variedad Tempranillo en el afio 2008, en el

cual no se observaron diferencias.

Tabla 5.10.Resultados del Test Dlo-Trio

Test Tempranillo Garnacha
2007 2008 2007 2008
Correctas/ Correctas/ Correctas/ Correctas/
Respuestas P Respuestas P Respuestas P Respuestas P
totales totales totales totales
Control vs 26/30 <0.001 - - 27/30  <0.001  28/32 <0.001
A. manual
Cgrr‘g‘(’:'a‘l’s 22/30 0.01 18/32 0.30 26/30  <0.001  37/32 <0.001
Amanualvs 543, 0.1 - - 20/30 0.1 21/32 0.1
Pro-Ca

El ANOVA a dos factores aplicado a cada atributo con el fin de determinar la
consistencia del panel mostrd que el efecto juez fue significativo en todos losReasos (
0.05), de modo que los jueces parecen ser una fuente de variacion para todos los
atributos, lo que parece l6gico ya que los panelistas poseen percepciones fisiologicas
Unicas. Se obtuvo una evaluacion consistente de los atributos y la reproducibilidad del
panel al no existir interaccion vino-réplica. Ademas, de acuerdo con el ANOVA a un
factor con medidas repetidas (jueces considerados como réplica) el efecto vino
(tratamiento) fue significativoR(< 0.05) para todos los atributos excepto para el dulzor
(F = 6.324;P = 0.092) y el atributo balsamico (F = 3.248+ 0.142). Este hecho indica
que tanto el dulzor como el atributo balsamico no aportan diferencias sensoriales entre
los vinos, por lo que estos términos no fueron considerados en el estudio. Las

puntuaciones medias de los 14 atributos evaluados se muestranTehlda5.11.
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Tabla 5.11.Puntuaciones medias dadas por el panel sensorial en la evaluacion de los aromas y de los atributos en boca de los vinos del estudio.

Vinos/ AROMA SABOR Y SENSACIONES EN BOCA
Tratamientos
(n =60) Frutas c_m:omm Frutas rojas Floral Especiado Alcohdlico Herbaceo Lactico _:”m:m\_n..mg Acidez  Amargor Astringencia Volumen en Intensidad Persistencia
y amarillas y negras aromética boca retronsal

Tempranillo

Control 1.79+0.08 2.52+0.08 1.00+0.08 1.30 +0.08 1.89 +0.08 1.87 + 0.06 1.12 + 0.06 2.30 + 0.12{1.70 + 0.08 1.93 + 0.08 2.00 + 0.07 2.37 +0.04 2.12 + 0.08 2.52 + 0.08
S Aclareo manual 2.06 £0.04 2.48 £0.07 1.48+0.08 1.74 +0.08 2.04 + 0.08 1.14 +0.08 1.42 + 0.08 2.86 + 0.08{1.74 + 0.0% 2.44 + 0.06 2.46 +0.0% 2.67 +0.04 2.23 + 0.08 2.85 + 0.06
S Pro-Ca 2.46+0.08 2.67+0.08 1.59+00.6 1.68+0.06 1.89 +0.08 1.13 +0.04 1.69 £ 0.06 2.81 + 0.06{1.59 + 0.08 2.32 £ 0.06 2.64 +0.08 2.70 + 0.08 2.35 + 0.08 2.85 + 0.08

Tratamiento 0.003 ns 0.010 0.030 ns 0.030 0.010 0.050 ns 0.001 0.002 ns ns 0.020

Control 2.03+0.08 2.43+0.08 0.97+0.08 1.71+0.08 1.31 +0.08 1.26 + 0.06 1.49 + 0.06 2.63 + 0.06{1.54 + 0.08 2.46 + 0.06 2.29 +0.08 2.26 £ 0.06 1.77 +0.07 2.49 + 0.07
m Pro-Ca 1.91+0.07 2.49+0.08 1.06 +0.04 1.74 +0.08 1.48 +0.08 1.27 +0.08 1.61 +0.07 2.71 £ 0.07:1.64 + 0.08 2.57 + 0.05 2.40 +0.08 2.37 +0.08 2.49 + 0.05 3.00 + 0.08

Tratamiento ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 0.002 0.005

Garnacha

Control 1.85+£0.08 1.85+0.08 1.31+0.08 0.64 +0.04 1.92 +0.07 1.00+0.06 0.88 + 0.04 2.20 + 0.04{1.73 + 0.08 1.44 £ 0.06 1.36 +0.08 1.15+0.04 1.04 +0.04 1.52 + 0.08
5 Aclareo manual 2.19+0.086 2.19+0.04 1.23+0.08 0.96 +0.08 1.27 +0.08 1.08 + 0.08 0.92 £ 0.08 2.37 £ 0.08{2.14 + 0.04 1.64 + 0.06 1.48 +0.08 1.78 £ 0.04 1.31 + 0.04 2.48 + 0.08
S Pro-Ca 2.31+0.07 2.31+0.07 0.96 +0.08 0.52 +0.04 1.28 + 0.08 1.46 + 0.07 0.92 + 0.08 2.17 + 0.06{2.19 + 0.08 1.52 + 0.08 1.56 + 0.06 1.37 +0.08 1.27 + 0.05 1.62 + 0.08

Tratamiento 0.020 0.001 ns ns 0.004 ns ns ns 0.040 ns ns 0.010 ns 0.005

Control 3.26+0.08 2.29+0.18 1.86+0.07 1.57 £ 0.06 1.43 +0.08 0.83 +0.12 1.66 + 0.06 3.06 £ 0.12{ 2.51+ 0.16 2.20 + 0.08 2.03 +0.08 2.29 +0.1% 2.06 + 0.09 2.80 + 0.08
9 Aclareo manual 2.37 £0.08 2.95+0.1% 1.03+0.08 1.20 + 0.08 1.51 + 0.09 1.13 +0.16 1.63 +0.08 2.54 + 0.16{2.26 + 0.09 2.11 + 0.08 1.82+0.07 2.17 +0.16 1.79 + 0.08 2.65 + 0.07
S Pro-Ca 2.94+0.08 2.20+0.10 1.80 +0.07 1.26 + 0.07 1.40 + 0.07 1.06 + 0.09 1.46 + 0.08 3.00 + 0.12{2.46 + 0.16 1.97 + 0.08 2.03 + 0.08 2.03 +0.16 1.90 + 0.08 2.60 + 0.07

Tratamiento 0.030 0.002 0.005 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Analisis de la varianza. ValoreB por tratamientos (n =
significativamente mediante el Test de Fisliex 0.05);

a, b, c;

30 jueces x 1 vino/tratamiento x 2 reps/vino). Valores medios entre columnas fueron dif
indican diferencias significativas; ns: no diferencias significativas
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El ANOVA a un factor aplicado a cada atributo mostré que los vinos de
Tempranillo obtenidos a partir de los tratamientos de aclareo (manual y quimico)
mostraron puntuaciones significativamente superiores en el afio 2007 a las del control
en atributos aromaticos como: frutas blancas y amarillas, floral, lactico y especiado y
puntuaciones inferiores en el atributo herbaceo. Ademas, los vinos procedentes de cepas
sometidas a un aclareo manual fueron evaluados con aromas mas frutales (frutas blancas
y amarillas) y mas lacteos que los vinos procedentes de la aplicacion de Pro-Ca. En
2008 no se observaron diferencias entre los vinos control y los procedentes del
tratamiento con Pro-Ca. En relacion a los atributos en boca, en 2007, los vinos de
Tempranillo procedentes de ambos tratamientos de aclareo recibieron mayores
puntuaciones en amargor, astringencia y persistencia en comparacion con el control. En
2008, estas diferencias desaparecieron y sélo se apreciaron diferencias en la intensidad
retronasal y en la persistencia, siendo los vinos procedentes de cepas tratadas con Pro-

Ca los que fueron percibidos mas persistentes y mas intensos por via retronasal.

Los vinos de Garnacha de 2007 obtenidos a partir de ambos tratamientos,
aclareo manual y quimico, también mostraron diferencias respecto al control. Estas
diferencias fueron percibidas en los términos frutas rojas y negras, frutas blancas y
amarillas y alcohdlico. En 2008, los vinos control y los procedentes del tratamiento con
Pro-Ca fueron percibidos mas frutales (frutas blancas y amarillas) y mas florales que los
vinos elaborados a partir de cepas en las que se efectu6 un aclareo manual. Por el
contrario, estos ultimos fueron descritos con mas notas de frutas rojas y negras que los
otros dos vinos. Estos resultados son consistentes con Di Profio 'Y qeoénes
mostraron que las practicas viticolas como el aclareo manual de racimos incrementan la
intensidad de diversos descriptores aromaticos y retronasales (egj. fruta negra y pimienta
negra). De forma similar, Naor y dly Roberts y cof' observaron un aumento en
aromas frutales y florales en vinos elaborados con Sauvignon Blanc y Chardonnay
Musqué, procedentes de cepas en las cuales se habia llevado a cabo un aclareo manual
de racimos. Respecto al sabor y a la astringencia, en el 2007, los vinos procedentes de
cepas en las que se realizé un aclareo manual fueron evaluados mas persistentes y
presentaron mayor volumen en boca y acidez que los vinos control y los vinos
obtenidos a partir de la aplicacion de la Pro-Ca. Sin embargo, en 2008, los vinos fueron

descritos en boca de forma similar, sin percibirse diferencias significativas entre ellos.
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Diago y col® han observado una mayor astringencia en vinos obtenidos a partir
de cepas en las que ha sido realizado un aclareo manual de racimos. Recientemente,
Séenz-Navajas y c8l.han indicado que la percepcion sensorial en boca de los vinos
tintos viene principalmente dada por la percepcién de la astringencia y por los
compuestos quimicos que la producen. La mayor concentracion de compuestos
fendlicos encontrada en los vinos obtenidos a partir de ambos tratamientos de aclareo es
por tanto consistente con la mayor puntuacion dada a los atributos en boca en estos
vinos. Este hecho podria reportar un aumento en la calidad de los vinos ya que Saenz-
Navajas y cof® han encontrado que tanto la astringencia como la persistencia son

importantes atributos que estan relacionados con la calidad percibida en los vinos.

En laFigura 5.8 se muestran las proyecciones de los vinos y los descriptores

sensoriales evaluados en el plano bi-dimensional correspondiente al PCA realizado.
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Figura 5.8. Proyeccion de los 11 vinos y los atributos sensoriales en las dos primeras
componentes principales del PCA. Vinos; X atributos sensoriales; G.- Garhacha; T.-

Tempranillo.
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Las dos primeras componentes principales explican mas del 70.16 % de la
varianza total. La primera componente explica el 47.62 % de la varianza total y esta
principalmente caracterizada por la persistencia, volumen en boca, astringencia e
intensidad retronasal en el lado positivo y aromas herbaceos en el lado negativo. La
segunda componente principal explica el 22.54 % de la varianza total y esta
caracterizada positivamente por la acidez y por aromas de frutas blancas y amarillas y

negativamente con el atributo alcohdélico.

La matriz de correlacion mostré6 que el volumen en boca esti positivamente
correlacionado con la astringencia (93 %), persistencia (92 %), intensidad retronasal (89
%) y amargor (81 %), y también positivamente correlacionado con los atributos

aromaticos frutas rojas y negras (79 %), lacticos (75 %) y especiados (67 %).

La persistencia est4 positivamente correlacionada con la astringencia (83 %),
con la intensidad retronasal (74 %), con el amargor (67 %) y con la intensidad aromatica

asi como con aromas a frutas rojas y negras (79 %) y aromas lacticos (72 %).

Cabe destacar que la intensidad aromatica muestra correlacion con notas florales
(78 %), frutas blancas y amarillas (72 %), frutas rojas y negras (65 %) y atributos en
boca como persistencia (60 %) y acidez (60 %). Por otra parte, la intensidad retronasal,
ademas de las correlaciones observadas con atributos aromaticos como especiado (83
%) vy lacticos (72 %), esta también correlacionada con sabores y percepciones en boca,
tales como la astringencia (93 %), el amargor (82 %) y el volumen en boca (89 %).

De forma similar en ambos afios y variedades, los vinos procedentes del aclareo
tanto manual como quimico se sitlan a la derecha de los vinos control, con
puntuaciones mayores en la primera componente. Estos resultados sugieren que los
vinos obtenidos a partir de las dos técnicas de aclareo son mejor evaluados en boca y en
aroma, atribuyéndoles menos notas herbaceas que a los vinos control. En varios trabajos
enfocados al estudio del aclareo manual de racimos se ha observado que los vinos
obtenidos son mejor evaluados organolépticam@fité&:**Diago y col® han observado

que los vinos Tempranillo procedentes de tratamientos de aclareo son puntuados con
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menores notas herbaceas que los vinos control. Esta es una cuestion importante de
acuerdo con lo sefialado por S&enz-Navajas ¥’ o@l. que la calidad percibida es
inversamente proporcional a las notas herbaceas y vegetales percibidas en |&nvinos.
relacion a los tratamientos estudiados, se observa la diferente influencia que ejerce la
variedad. Los vinos de la variedad Tempranillo mejor evaluados sensorialmente en boca
fueron aquellos procedentes del tratamiento con Pro-Ca, mientras que en la variedad
Garnacha los vinos mejores evaluados en boca fueron los procedentes de cepas en las

gue se habia realizado un aclareo manual de racimos.

Finalmente, es destacable que la disminucién en el porcentaje de taninos unidos
a polisacéaridos (indice de etanol) en vinos procedentes de cepas a las que se aplico
tratamientos (aclareo manual y quimico), en ambas variedades y afos, estuvo
correlacionado (F = 30.14€ = 0.005; F = 28.47P = 0.013) con el aumento en la

astringencia.
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5.4. CONCLUSIONES

La aplicacion de Pro-Ca en prefloracion produjo una reduccion de la produccion
y del tamafio de bayas en ambas variedades. En todos los casos los mostos fermentaron

correctamente, sin observarse paradas ni ralentizaciones.

El contenido total de polifenoles no se vio disminuido por la aplicacion del
regulador de crecimiento, por el contrario, el contenido de polifenoles en ambas
variedades fue mayor en uvas procedentes de cepas en las que realizaron ambos
tratamientos (aclareo manual y quimico) que en cepas control. La aplicaciéon de este
regulador de crecimiento parece tener impacto en la composicion antocidnica de las
uvas, la cual fue similar a la concentracidbn encontrada en las uvas de las cepas

sometidas al aclareo manual.

Ambas técnicas de aclareo estudiadas dieron lugar a mostos con mayor capa,
mayor tonalidad roja (aclareo manual) y mayor tonalidad azul (aclareo quimico) que los

mostos testigo.

Los vinos obtenidos a partir de cepas tratadas con Pro-Ca presentaron una mayor
concentraciéon de diversos flavanoles y flavonoles y una menor acumulacién de diversos
acidos hidroxicinamicos que los vinos procedentes del aclareo manual de racimos en

ambas variedades estudiadas.

La aplicacion en prefloracion de la Pro-Ca y el aclareo manual de racimos
modificaron los atributos sensoriales de los vinos obtenidos. El tratamiento con Pro-Ca
puede ser considerado como una alternativa al aclareo manual. La aplicacién de la Pro-
Ca puede ser usado como una nueva herramienta para controlar la produccién y para

aumentar la calidad de los vinos, en ambas variedades estudiadas.
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Global Conclusions

Global Conclusions

From the studies carried out in this Doctoral Thesis, the following conclusions

can be drawn out:

CHAPTER 1. CHARACTERIZATION OF PROANTHOCYANIDINS IN WINE
THROUGH MALDI-TOF MS.

1. Andternative, easy and fast method using MALDI-TOF MS has been proposed
in order to determine the mean degree of polymerization of wine

proanthocyanidins without the need to perform thiolysis reaction.

2. It has been possible to formulate an equation that estimates the mean degree of

polymerization of tannins from their vintage year and vice versa.

3. The astringency perceived did not show correlation with the mean degree of
polymerization however this oral sensation was correlated with ethanol content,
with the total content of proanthocyanidins, with the following units from the
thiolysis reaction: Ce, ECGe, ECGt, with the percentage of galoilated units and

with persistence.

CHAPTER 2. TASTE AND MOUTHFEEL PROPERTIES OF RED WINES
PROANTHOCYANIDINS AND THEIR RELATION TO THE CHEMICAL
COMPOSITION.

1. Proanthocyanidins elicit astringency and persistence exclusively.

2. The quantity in which proanthocyanidins are present in the samples and the
proportion/type of the extension flavanols attached to the PAs seem to play an
important role in the perception of both of the astringent subqualities, velvety
and drying, being the impact of the concentration of PAs more important in the
astringency perception than the structural composition. Both subqualities appear

to contribute to persistence.

3. A significant correlation has been observed between the sensory astringency and

persistence data from both the wines and the polymeric fractions.
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4. Significant multiple linear regressions have been found between the evauated
sensory astringencies and the analyzed compounds in the subject fraction of the
study.

CHAPTER 3. CONTRIBUTION OF LOW MOLECULAR WEIGHT PHENOLS
TOBITTER TASTE AND MOUTHFEEL PROPERTIESIN RED WINES.

1. The fraction containing the low molecular weight phenolic compounds has been
evaluated as bitter although it has not been found a correlation between the bitter
taste evaluated at tasting the wines and the bitter taste evaluated at tasting the
fractions containing these low molecular weight phenols.

2. Acidity and astringency seem to play an important role in wines bitterness
perception. The elimination of astringent and acid compounds allowed to build a
stetistically significant model to explain bitter taste evaluated in samples
containing low molecular weight phenolic compounds by panelists selected for
their ability to detect bitter taste.

CHAPTER 4. INFLUENCE OF LOW AND HIGH MOLECULAR WEIGHT
PHENOLIC COMPOUNDS ON WINES SENSORY PERCEPTION.

1. An experimental procedure for obtaining reconstituted wines with similar non
volatile composition to reference wines has been developed. Sample preparation
procedure involved a combination of lyophilisation and liquid-liquid extraction
for sample dearomatisation followed by gel permeation chromatography. The in-
mouth sensory properties of the reference wines were retained by their

corresponding reconstituted samples.

2. It has been evidenced the role of low molecular weight compounds in wines
bitterness, astringency and persistence being most relevant its implication to
astringency and persistence in the case of rose wines. In addition, the bitterness
and astringency elicited by the low molecular weight phenolic compounds may
be wine-dependent because sensory changes are not reproducible among the

different series of reconstituted samples.
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3.

In red wines, the astringency perception is due to the proanthocyanidic material
rather than the mean degree of polymerization or the structural differences of
these compounds. The omission and the decrease in concentration of high

molecular weight compounds caused a decrease on the astringency sensation

The concentration of proanthocyanidins present in wines seem to modulate the
perception of other tastes as bitter and acid taste, playing an important role in

wines balance.

CHAPTER 5. EFFECT OF CLUSTER THINNING AND THE APPLICATION
OF PRO-CA IN THE PHENOLIC COMPOSITION OF GRAPES AND WINES.
INFLUENCE ON THE SENSORY PROPERTIES OF WINES.

1

The application of Pro-Ca in preblooming brought about a reduction in the
production and in the size of grapesin cv. Tempranillo and Grenache. The musts
fermented adequately, without the risk of sluggish or stuck fermentations.

The total content of polyphenols did not turn out to be diminished by the
application of the growth regulator. On the contrary, the content of total
polyphenols in both varieties was higher in musts from vines thinned, manually
or chemically, than in musts from control vines. The application of the growth
regulator seems to have influence on the anthocyanic composition of the grapes,
which was similar to the concentration of musts from manual cluster thinned

vines.

Both, cluster thinning and the application of Pro-Ca brought about the musts

more intense and darker (lower L*) and with higher red and violet tonality.

The wines from Pro-Ca application in vines, showed a higher concentration in
flavanols and flavonols and a lower concentration of hydroxycinnamic acids

than wines from manual cluster thinning practice, in both varieties studied.

The preblooming application of ProCa and cluster thinning modified the sensory
attributes of wines obtained. ProCa treatment can be considered as an alternative
to cluster thinning. Thus, the application of ProCa can be used as a new tool for

controlling production and improving wine quality in both studied varieties.
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Anexo |. Protocolo utilizado en el analisis sensorial de las muestras, entrenamiento especifico.

CODIGO VINO :

Parte A

Se os presentan cinco disoluciones acuosas. Os pedimos que situéis cada disolucion so
las escalas de intensidad siguientes.

CODIGO SUJETO:

Serie 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ausencia Muy débil Débil Medio Fuerte Muy fuerte
Serie 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ausencia Muy débil Débil Medio Fuerte Muy fuerte
Serie 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ausencia Muy débil Débil Medio Fuerte Muy fuerte

Parte B

Anota la intensidad de dulzor, acidez, amargor, astringencia y persistencia de las n

presentadas.

DULCE

Ausencia

0

[]

Ausencia

ACIDO

AMARGO 0

[]

Ausencia

ASTRINGENTE o

[]

Ausencia

PERSISTENCIA 1

[]

Muy corta

Muy débil

0000000

Débil

Muy débil

0000000

Débil

Muy débil

0000000

Débil

Muy débil
2

[]

Corta

Medio

Medio

Medio

Medio

Media

No0000000o

Débil

Fuerte Muy fuerte

8 9
Muy fuerte
8 9
Muy fuerte
8 9

Muy fuerte

Fuerte

Fuerte

Fuerte

siulislslislsls

Larga Muy larga

ore

huestras
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Anexo Il. Protocolo de enjuague seguido por los panelistas en las evaluaciones sensoriales

PROTOCOLO DE ENJUAGUE ENTRE MUESTRAS

Introducirse la muestra en la boca

Escupir después de 10 segundos

Enjuagarse la boca con agua desionidatintener en la boca durante 20)seg

Enjuagarse la boca con pectifmantener en la boca durante 10)seg

Enjuagarse la boca con agua desioniZatntener en la boca durante 20)seg

o ok w bR

Enjuagarse una segunda Vaboca con agua desionizg@8 seg

CONTINUAR CON LA SIGUIENTE MUESTRA
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Anexo lll. Escala de magnitud con etiquetas (LMS) utilizada para el Test de Tepper

- Evaluacion de las tres disoluciones de PROP

Sensacion
mas fuerte
imaginabl

Muy fuerte

Fuerte

Moderado

Débil

‘ Apenas se detecta

Sensacién
mas fuerte
imaginabl

Muy fuerte

Fuerte

Moderado

Débil

‘ Apenas se detecta

- Evaluacion de las tres disoluciones de NacCl

Sensacion
mas fuerte
imaginabl

Fuerte

Moderado

<
[=
<
-
c
9]
=
®
<
[=
<
-
c
1]
=
®

Débil

‘ Apenas se detecta

Fuerte

Moderado

Débil

‘ Apenas se detecta

Sensacion
mas fuerte
imaginabl

Muy fuerte

Fuerte

Moderado

Débil

‘ Apenas se detecta

Fuerte

Moderado

<
c
<
—
c
]
—
[¢]

Débil

‘ Apenas se detecta
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Anexo V. Gréficas representativas de cada uno de los grupos o status, no catadores, catadores y

super-catadores asignados a partir del Test de Tepper.

LMS

LMS

LMS

No catador
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80 -
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40 - ---m--- NaCl
20 - . -7
. _ i ~
0 | S
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0.01 0.1 1 NaCl
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100 -
7/
80 /E
/
/’0
60 - VL — —— — PROP
7,
40 - & ---m--- NaCl
7 .
i
20 e
P
0 ‘
0.032 0.32 3.2 PROP
0.01 0.1 1 NacCl
Super Catador
100 - 8
V4 .
80 - /
/
/
60 1 / — —— —PROP
/
40 - / --m--- NaCl
/
/ Ol
20 + / .
/ .
0 | S
0.032 0.32 3.2 PROP
0.01 0.1 1 NaCl
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Anexo V. Acidos organicos analizados mediante UPLC-MS. Parametros de la regresion,
tiempos de retencion (TR), ion molecular (M;H.OD y LOQ.

Rango

Acidos organicos (r-:;li:\:l) [M”']I;] _ I(ig/esl Efé’;ggigr?e R? LOD LOQ
Acido tartérico (1) 053 149 0'13(_)‘1 1 ﬁ 41122%4913):-4-882(2); 8:8383 01 03
Acido malico (2) 0.64 133 0'11?41 1 3)’/::%%?7); M ‘;%%525 8:33(1)2 0.06 0.19
Acido l4ctico (3) 076 89 0'102_341 1 § i g%gggi N 411;13%1 gzgggg 0.03 0.08
Acido citrico (4) 078 191 8:28 - %g {,::85%37'%%))‘(1 11153%3 g:gggg 0.02 0.05
Acido succinico (5) 127 117 %%%’_01%8 z z gggggi I gg?sﬁ 8:8832 0.01 0.04
Acido cis-aconitico 1.31 173 21391 yy=:111%56?.7§<x++1§é1.g7 ggggg 0.164 0.498
Acido trans-aconitico  1.55 173 015-1 y=729.29x-7.1197 0.9989 ; 3,5 () 953

1-43 y =492.22x -267.99 0.9934
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llevada a cabo en soluciones estandar y en las muestras del estudio en modo negativo

[M-H] "a m/z 149.009, 133.014, 89.024, 191.019 y 117.019, respectivamente.

Anexo VI. Separaciéon cromatografica de los acidos organicos mediante B8SI-G4S/MS
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Anexos

Anexo VII. Separacion cromatografica mediante UPLC-MS/MS de (A) acidos orgéanicos, (B)
acidos hidroxicinamicos, (C) acidos hidroxibenzoicos, (D) derivados de acidos fendlicos y (E)
estilbenos en disoluciones estandar. Separacién cromatografica mediante UPLC-UV de (F)
acidos fendlicos y derivados a 313 nm en una de las muestras a estudio.
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Anexos

Anexo VIII. (A) Separacion cromatografica mediante UPLC-MS/MS de flavanoles en
disolucién estandar. (E3eparacién cromatografica mediante UPLC-UV de flavanoles a 280 nm
en una de las muestras a estudio.
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MS/MS de flavonoles en disolucion

estandar(B) Separacion cromatografica mediante UPLC-UV de flavanoles a 365 nm en una de

las muestras a estudio.

Anexo IX. (A) Separacion cromatografica mediante UPLC
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Anexo X. Separacion cromatografica de pigmentos antocianicos medienta UPLC UV-Vis,
deteccion a 520 nm en una de las muestras a estudio.

A UU Z 91011 1;?13,13’ 15 7 18 197 22
1 / - 14 s I [z !
I

TR [M+H]* Fragmentos

Pico Compuesto (min) (miz)  iones(miz) FM

1 Visitina B de delfinidina-39-glucésido 1.10 489 392

2 Delfinidina-3-O-glucosido 1.86 465 303 &H21040
2' Malvidina-3-O-glucésido-(epi)catequina 1.88 781 467

3 Cianidina-30-glucésido 230 449 287 §H21011
4 Petunidina-30-glucosido 257 479 317 &H2301,
5 Peonidina-39-glucésido 3.07 463 301 §2H23011
6 Malvidina-3-O-glucésido 3.29 493 331 £H25012
7 Vitisina A de peonidina-®-glucésido 339 531 369 §5H23013
8 Vitisina A de malvidina-39-glucésido 3.59 561 399 §eH25014
9 Delfinidina-3-0-(6"-acetil)-glucésido 3.79 507 303 §3H23012
10 vitisina B de malvidina-39-glucésido 3.89 517 355 $gH25012
11 Acetil vitisina B 4.01 603 399

12 Cianidina-30-(6"-acetil)-glucésido 448 491 287

13  Malvidina-3-O-glucéside-8-etil-(epi)catequina 4.70 521 317

13" Petunidina-39-(6"-acetil)-glucosido 4.70 809 357

14 pelfinidina-3-0-(6'-p-cumaroil)-glucésido 5.03 611 303 §eH27014
15 Malvidina-3-O-(6™acetil)-glucésido 5.43 535 331 §5H26013
16 vitisina A de malvidina-39-(6'-p-cumaroil)-glucésido 5.56 707 399

17 petunidina-39-(6'-p-cumaroil)-glucésido 6.34 625 317 &H20014
18 Cis-malvidina-30-(6™-p-cumaroil)-glucosido 6.92 639 331 §H31014
19 (l\ggli\)/(lz(:lltrgggigé@ -p-cumaroil)-glucésido-etil- 741 955

20 peonidina-39-(6"-p-cumaroil)-glucésido 7.57 609 301 &H20013
21  Malvidina-3-O-glucéside-4-virlcatecol 7.72 625 463

21' Trans-malvidina-39-(6'-p-cumaroil)-glucésido 7.78 639 331 6H31014
22  Malvidina-3-O-glucésido-4-vinilfenol 8.91 609 447
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Y a las siguienteomunicaciones en_congresos de ambito nacional e
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Role of the growth regulator Prohexadione Calcium in the phenolic composition
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Study of the effect of malolactic fermentation on the phenolic composition and
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12/05/2010 - 14/05/2010. Comunicaciéon en poster.

Proantocianidinas en vino mediante MALDI-TOF-MS. VIl Foro Mundial del
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Comunicacion en poster.
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23/07/2011. Comunicacién en poster.
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del siglo XXI. Logrofio, Espafia. 19/10/2011 — 22/10/2011. Comunicacion oral.
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Enologia. Cenicero, La Rioja, Espafia. 23/11/2011. Comunicacion oral.
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