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1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.






Antecedentes v Objetivos

La evolucion del mercado actual de los vinos esta dirigida
principalmente a la elaboracién de vinos de alto contenide polifendlico,
con color intenso, mucho cuerpo vy equilibrados. Esto hace necesaria la
busqueda de alternativas, tanto en el cultivo como en la vinificacion, para
satisfacer las exigencias de esta nueva demanda, que permitan la

elaboracion de vinos de calidad en las D.O. de la Regidn de Murcia.

Los compuestos polifendlicos de las uvas tintas, en particular
antocianos y taninos, son los principales responsables de las
caracteristicas de color y gustativas buscadas en la actualidad {Mazza et
al., 1999)

Es bien sabido que la calidad de un vino esta intimaments
relacionada con la calidad de la uva de partida, pero se ha constatado
que uvas altamente coloreadas no siempre dan lugar a vinos muy
coloreados. La sola observacion de la evolucién de la concentracion de
antocianos en la piel de la baya no sirve como medida del potencial de
esa baya para dar vinos con mucho color. La extraccién de los
compuestes fendlicos, que se localizan fundamentalmente en las células
del hollsjo de las uvas, va a depender de la degradacion de la pared
celular, puesto que a mayor disgregacion mas se deberia facilitar la
difusion de éstos al vino. Si la piel de la uva no se degrada con facilidad,
aundgue ésta contenga muchas sustancias coloreadas, no se producira la
transferencia de los compusstos polifendlicos durante la maceracion. Por
ello, paralelamente a los estudios clasicos de maduracion, cada vez mas
s& realizan estudios de "madurez polifendlica” midiendo la
extractabilidad de los compuestos polifendlicos de las picles v las

pepitas conforme avanza la maduracian.

A la vista de lo comentado anteriormente, el uso de enzimas
pectoliticos que degraden la pared celular de las células de la piel de la
uva, favoreciendo la sclubilizacién de antocianos y taninos, podria ser una

técnica adecuada para la obtencién dae vinos con mayor carga polifendlica




Antecedentes v Chjetivos

y repercutir en un menor tiempo de maceracion durante el pericdo de

elaboracidn del vino tinto.

La utilizacidbn de preparados enzimaticos comerciales es una
practica comun en enclogia, habiéndese llevado a cabo numerosos
estudios sobre la efectividad de la utilizacién de estos enzimas, aungue se
han encontrado resultados contradictorios. Asi, mientras uncs autores
como Felix y Villettaz {1983}, Servili et al. {1982}, Zent e Inama {1832}, Gil
y Vallés (2001}, Clare et al. {2002} ¥ Revilla y Gonzalez-San-José {2003}
muestran un aumento en el color de los vinos elaborados con enzimas,
otros no han encontradoe una mejora en la intensidad colorante de los
mismos (Capdeboscq et al., 19%4; Wightman y Wrolstrad, 1985;
Wightman et al., 1997; Alvarez et al., 2005}.

Por todo ello, las abjetivos de esta Tesis Doctoral son:

» [Determinar la extractabilidad de los compuastos fendlicos de la
uva al vino ¥ la cingtica de extraccidn de éstes durante el proceso

de maceracion.

« [Determinar la utilidad del usc de enzimas pectoliticos en la
extraccién de color en la vinificacidn en tinto, comprobando el
efecto de enzimas comerciales que presentan distintas

actividades enzimaticas.

» Determinar las condiciones de madurez de la uva y las
condiciones de elaboracion en las que la utilizacién de enzimas

exdgenos presenta mayor efectividad.

« Determinar la accion de los enzimas exdgenos sobre las paredes
celulares de la uva, lo que podria ayudar a determinar su
mecanisme de accidn y las condicionas en las que realmente su

aplicacion sera efectiva.
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Introduccion

2.1. EL COLOR DEL VINO.

El color es una de las caracteristicas organolépticas del vino tinto
que van a definir su calidad. En el proceso de cata es el primer atributo en
ser evaluado y va a ofrecer informacion sobre la calidad, el posible aroma,

ciertas caracteristicas gustativas y el estado de conservacion del vino.

Los compuestos fendlicos presentes en la piel de la uva tinta van a
ser los mayores responsables del color del vino tinto. Estos se clasifican
como no flavonoides (acidos benzoicos, acidos cinamicos y estilbenos) y
flavonoides (flavonoles, antocianos y flavanoles). Los antocianos y los
taninos (flavanoles polimerizados o procianidinas) van a ser los
compuestos mas relevantes en relacion al color y estabilidad de los vinos
tintos.

2.1.1. ANTOCIANOS.

Los antocianos son responsables del color de los vinos tintos y
estan involucrados en las reacciones de polimerizacidon que suceden

durante el envejecimiento.

Su estructura se caracteriza por un esqueleto basico de gquince
atomos de carbono (C6-C3-C6) de tipo 2-fenil benzopirona. Son sales de
flavilio (de nucleo favilio polihidroxilado yfo metoxilado) y glucésidos
(estan unidos por enlace glucosidico a una molécula de azucar). Los
antocianos se llaman también antocianinas y sus derivados privados del
azlcar se denominan antocianidinas (o antocianidoles). Son mas estables

bajo la forma heterosidica que bajo la forma aglicona.

En Vitis vinifera se distinguen cinco tipos de moléculas de
antocianinas, dependiendo del numero de hidroxilos (OH) y grupos

metoxilo (OCH.) en el anillo B (Figura 2.1.1). Existe una mayor diversidad

de estos compuestos debido a la acilacion de los azucares con los acidos

acético, p-cumarico y cafeico. En otras especies del mismo género, como
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Vitis riparia o Vitis rupestris, los antocianos aparecen como diglucésidos,

con dos moléculas de glucosa en las posiciones 3 y 5.

Antociano R4y R

Cianidina OH H
Peonidina OCH:; H
Delfinidina ©OH OH
Petunidina OCH; OH

Malvidina OCH; OCH;

Figura 2.1.1. Estructura de los principales antocianos encontrados en Vitis vinifera.

La variabilidad debida a esta diversidad estructural permite
discriminar variedades y especies (Mazza y Miniati, 1993; Ortega-Regules
et al., 2006). En funcidon del perfil antocianico y de la concentracion, que
varia entre 500 y 3000 mg/kg, es posible clasificar estadisticamente vinos
elaborados con distintas variedades (Gonzalez-San José et al., 1990;
Katalinic y Males, 1997; Holbach et al., 1997; Hesford y Schneider, 1997,
Kallithraka et al., 2001; Garcia-Beneytez et al., 2002). Hay factores que
pueden incidir en el nivel de antocianos en uvas como son la temperatura,
las condiciones de insolacién y del terreno (Larice et al., 1989; Esteban et
al., 2001; Arozarena et al., 2002) y las practicas viticolas: el sistema de
conduccion, la ferilizacion o el riego (Castia et al., 1992; Keller y
Hrazdina, 1998; Sipiora y Gutiérrez Granda, 1998; De la Hera et al., 2002
y 2005). Aun asi, diversos trabajos han mostrado que el perfil de
antocianos es bastante estable para una determinada variedad, lo que
permite su utilizacion taxonémica (Arozarena et al., 2000 y 2002; KoSir et
al., 2004; Von Baer et al., 2005; Casavecchia et al., 2007)

Los antocianos se localizan en el hollejo de las uvas tintas, en las
tres o cuatro primeras capas celulares de la hipodermis, excepto en

variedades tintoreras donde también se hallan en la pulpa (Moskowitz y
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Hrazdina, 1981; Ros Barcel6 et al., 1994; Souquet et al., 1996a). Ademas
estan presentes en las hojas, sobre todo al final del ciclo vegetativo. A
nivel subcelular, estas moléculas hidrosolubles se encuentran
normalmente dentro de las vacuolas (Figura 2.1.2), donde se pueden
acumular en unas vesiculas esféricas denominadas “antocianoplastos™ o
“‘inclusiones antocianicas vacuolares™ (Markham et al., 2000). En el
transcurso de la maduracion ocupan cada vez mas espacio en detrimento

del citoplasma.

LA J

Pared celular e

Citoplasma
Vacuola

Membrana citoplasmatica :
Antacianos

Taninos

Azlcares

Acidos

Membrana de la vacuola

(i B

Figura 2.1.2. Represzentacion esguematica de |a localizacion de antocianos a nivel

subcelular.

2.1.2. TANINOS.

Los taninos presentes en la uva y en los vinos juegan un papel
preponderante en la calidad de los vinos, al conferir propiedades de

astringencia, de color y de estructura. También contribuyen a la
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estabilizacién del color durante el envejecimiento (Pérez-Magarifio y

Gonzalez-San José, 2001).

La estructura de los taninos se basa en polimeros mas o menos
complejos formados por unidades de flavan-3-oles o 3-flavanoles. Los
flavan-3-oles, comunmente llamados catequinas poseen dos ciclos
bencénicos unidos por un heterociclo oxigenado saturado (nucleo fenil-2
cromano). Esta estructura presenta dos carbonos asimétricos (C2 y C3)
que originan cuatro isémeros (Figura 2.1.3). La (+H-catequina y la {-)-
epicatequina corresponden a las formas mas abundantes, asi como los

derivados de la epicatequina en forma de éster galico.

OH OH
OH
E .- HO 0. R
HO O R e -
3 R
OH %DT—T
OH OH
Berie Catequina Serie Epicatequina

(+)- catequina = 2R, 38 (+)- epicataquina = 28, 38
(-)-catequina = 28, 3R (- )-epicatequina = 2R, 3R

Figura 2.1.3. Estructura de losflavan-3-oles, unidades basicas de las procianidinas.

Los oligdmeros y polimeros de estos flavan-3-oles se conocen
también con el término de proantocianidinas {o proantocianidoles), porgue
enh presencia de acidos minerales liberan antocianidinas por ruptura de las
uniones intermonoméricas. Dentro de las proantocianidinas, reciben el
nombre de procianidinas aquéllas que derivan de la catequina y la
epicatequina, que en hidrélisis acida generan la molécula de cianidina; y
el nombre de prodelfinidinas a aquéllas derivadas de la galocatequina vy la

epigalocatequina, que se hidrolizan en delfinidina en medio acido.
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Las procianidinas oligoméricas corresponden a polimeros formados
por un numero amplio de unidades flavanoles {(de tres a una decena). Las
formas poliméricas (Figura 2.1.4) representan la mayor parte de los 3-
flavonoles. En los hollejos de algunas variedades se han encontrado
fracciones con grado de polimerizacion superiores a 80 unidades
(Souquet et al., 1996b).

OH

OH

HO O

Subunidades
de extension

OH

5 ubun_idad —_— OR
terminal

OH

Figura 2.1.4. Estructura general de los taninos.

Los valores de concentracion de las procianidinas se sitdan
generalmente en valores alrededor de 200-700 mg/kg de uva. Existe una
amplia variabilidad en las concentraciones de catequinas v
proantocianidinas en raspones, pieles y semillas, en relacidon con la
variedad de uva. Asi, las uvas Pinot Noir presentan valores globales muy
altos de catequinas y proantocianidinas (Kovac et al., 1990). La variedad
Cabernet Sauvignon también ha sido descrita como una variedad con
conhtenidos elevados de catequina y proantocianidinas (Auw et al., 1996).

A diferencia de lo que sucede con los antocianos, las variedades blancas
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no son menos ricas en taninos que las variedades tintas (Souquet et al.,
1996a).

Los 3-flavanoles (flavan-3-oles), tanto mondmeros como en formas
mas o menos polimerizadas, se localizan principalmente en las semillas,
aungue se han localizado también trazas de mondémeros y dimeros en la
pulpa {(Bourzteix et al., 1986; Ricardo da Silva et al., 1992). Otfra fuente
importante de taninos es el hollejo de las uvas, donde se han identificado
tres tipos de taninos (Figura 2.1.5): taninos presentes bajo forma libre en
el jugo vacuolar (localizados en forma condensada en las células
proximas a la epidermis y como granulaciones difusas en las células
internas del mesocarpio), taninos unidos fueremente a la membrana
proteofosfolipidica {(tonoplasto) y taninos ligados a los polisacaridos de la
pared celular (Amrani Joutei et al., 1994).

a) Pieles

membrana vacuolar

taninos libres —» -«—— taninos ligados a la membrana

b) Semillas _ .
e o’ cuticula

C%‘:. - Epidermis (*)
= ~
{ I Lo
q)lj (Jlr‘ﬁu | Er’ T - envoltura externa (*)
o oA

B —— cnvoltura media (%)

Samaline. <

{*) presencia de taninos (reaccian al FeCly)

Figura2.1.5. Localizacidn de taninos en la baya (Saint-Cricg et al., 19849).

Thorngate y Singleton (1994) sugieren que la extraccién en la
vinificacion de los taninos de la semilla puede ser debida a que éstos se
encuentran localizados en las capas supetficiales de la misma. Estos

compuestos ocupan una posicion de defensa del embrion en las
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envolturas externas e internas y su difusién al medio exterior depende de

la solubilizacidn de la cuticula.

Los taninos de los hollejos difieren de los de las semillas por la
presencia de prodelfinidinas, mayor grado de polimerizacion (Di Stefano,

1995) y menor porcentaje de subunidades galoiladas.

2.1.3. EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS Y
ESTABILIDAD DEL COLOR DEL VINO.

El color del vino tinto y su posterior estabilidad se deben
principalmente a la presencia de antocianos y taninos. Estos compuestos
se extraen de la uva durante el proceso de elaboracion del vino y se iran
modificando a lo largo del tiempo. Todas las modificaciones que se dan
en el color del vino, ¥ en otras caracteristicas asociadas a los compuestos
fendlicos, dependen de numerosos factores. La estabilidad del color sera
funcién, entre otros, del grado de extraccién de antocianos y taninos, de
las condiciones del medio y de las posteriores modificaciones de estas

moléculas durante el envejecimiento.

El vino tinto es un vino de maceracion, dandose una extraccion
fraccionada de la uva (Peynaud, 1984). Los compuestos fendlicos se
encuentran localizados en diferentes partes de la uva y presentan distinta
solubilidad y capacidad de difusion, en funcién de la fase acuosa o
alcohdlica presente en el medio, asi como de la mayor o menor

disgregacion de las paredes celulares del hollejo.

En funcion de las condiciones del medio como pH, presencia de
anhidrido sulfuroso o de cofactores, y de las condiciones de vinificacion
como tiempo de maceracion, remontados y temperatura, el color del vino

y su estabilidad cambiaran.

Las modificaciones que se dan durante el envejecimiento como la
evolucion del color hacia tonos mas teja y la pérdida de astringencia, se

deben a transformaciones de degradacion y estabilizacion de los
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compuestos fenélicos. Las reacciones de estabilizacién tienen su origen,
la mayoria de las veces, en la formacidn de combinaciones entre
antocianos y taninos. Asi, el color de los vinos tintos es debido a la
presencia, ademas de los antocianos libres, de combinaciones polifenol-
antocianos, mas concretamente de tipo tanino-antocianos y de taninos

condensados y de fendmenos de copigmentacion.
2.1.3.1. Potencial fendlico de la uva.

La calidad de un vino esta condicionada por la calidad de la uva.
Esta marca un potencial, y a partir de él, lo unico que se puede hacer es
trasladarlo al vino. La calidad en la uva viene marcada por factores
intrinsecos, como son la variedad y el suelo, y por otros culturales que
van a condicionar su produccién, composicion, estado sanitario e
integridad (Garcia-Escudero y Zaballa, 1997; Sella et a/, 1998; Yafez et
al., 1998; Mateus et al., 2002).

4 Concentracion AzucarfAcidez max.

\\ Taninos de pepitas

1

. . 1
aninos de hollejos '
1

1

Antocianos

-
r

Envero Madurez Tiempo

Figura 2.1.6. Evolucidn del contenido en antocianos v taninos durante la maduracion
(Glaries, 19949).
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El estado de madurez de la uva va a condicionar el vino que se
obtendra y sus caracteristicas. La concentracion de polifenoles tiende a
aumentar durante toda la maduracién, aunque no linealmente (Figura
2.1.6.). Los antocianos aparecen durante el envero y se acumulan durante
la maduracion (Glories, 1999), produciéndose al final un descenso en su
concentracién que suele coincidir con la sobremaduracién de la uva. La
cantidad de taninos en el hollejo también va a aumentar durante el
periodo de madurez, alcanzando un maximo para después mantenerse
mas o menos constante. En cambio, la concentracion de taninos de las
semillas desciende desde el envero, al mismo tiempo que aumenta su
grado de polimerizacidén (Fernandez-Lopez et al., 1992; Sella et al., 1998;
Mazza et al., 1999).

Asimismo, se ha constatado que la extraccion de los compuestos
fendlicos no depende Unicamente de la cantidad en la gque éstos se
encuentren en la uva. Las paredes celulares van a formar una barrera a la
difusién de antocianos, taninos y otros polifenoles de la uva al vino (Lecas
y Brillouet, 1994 ; Kennedy et al., 2001). El proceso de maduracién implica
una solubilizacion de los polisacaridos de la pared celular del hollejo. La
degradacion de la pared celular durante la maduracion facilitara, de esta
manera, la extraccion de la materia colorante durante la vinificacién

(Amrani Joutei y Glories, 1994).

Los analisis clasicos de maduracion (peso de 100 granos, grado
Baumé, acidez total, pH, acido tartarico y acido malico) proporcionan
informacion de la madurez de la pulpa, pero no sobre la de la piel ni de la
pepita (Fernandez et al., 2003). Para cubrir este vacio surge el concepto
de madurez fendlica (Glories y Augustin, 1993; Amrani Joutei y Glories,
1994, |zcara y Gonzalez-San José, 2001), que va a tener en cuenta el
contenido total de compuestos polifenélicos (Lamadon, 1995) y su
facilidad de extraccion del hollejo y de la pepita de la uva (Saint-Cricq et
al., 1998).
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Teniendo en cuenta tanto el contenido como la capacidad de
difusion de los compuestos fendlicos, se podria adaptar la estrategia de
vinificacién, en funcion de los vinos gque se pretendan elaborar (Glories,
1999 y 2001). Ademas, el estudio del potencial fendlico podria permitir
anticipar problemas potenciales en la estabilidad y pardeamiento del vino
{Mayen et al., 1995).

2.1.3.2. Maceracion.

Es en el periodo de maceracién de los hollejos con el mosto-vino
cuando los compuestos fenolicos de la uva van a difundir al vino. Sélo una
parte del total de los fenoles de la uva seran extraidos de las diversas
fuentes como las pieles, las semillas y la pulpa (Singleton y Draper, 1964,
Kantz y Singleton, 1991; Boulton, 1995; Klenar et al., 2004).

La extraccion de los compuestos fendlicos durante la maceracion
sigue una curva exponencial simple. Los antocianos difunden siguiendo
modelo exponencial en dos fases, con un incremento y un posterior
descenso {Boulton, 1995). La velocidad de extraccion es proporcional al
gradiente de concentracion entre los sélidos y el mosto-vino, aunque el

proceso total es mas complejo.

Los antocianos mondémeros, cuya disolucion no necesita la
presencia de etanol, son extraidos en primer lugar, alcanzando un
maximo en los primeros dias de la fermentacion para después decrecer
{Bautista-Ortin, 2005). Esta disminucién puede ser debida a una
degradacidon de las moléculas, a una adsorcidon en las paredes de las
levaduras (Morata et al., 2003) y panes sdlidas de la uva (Bourzieix,
1970) ¥ a una inclusién en cristales de bitartrato potasico. Asi mismo, los
antocianos pueden polimerizarse con la procianidinas de la uva y/o
reaccionar con otros compuestos del vino como el acido pirtvico, el
acetaldehido, etc. Estas polimerizaciones y reacciones van a ser
importantes para la estabilidad del vino, puesto que protegera a los
antocianos de degradaciones (Sims y Bates, 1994; Cheynier, 2003;
Fulcrand et al., 20086).
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La disolucién de los taninos de los hollejos empieza conjuntamente
a la de antocianos, aunque se desarrolla mas lentamente y se va a ver
favorecida en el momento de la aparicion del etanol (Klenar et al., 2004).
Por otro lado, es necesario un tiempo de maceracion mayor para la
extraccion de los taninos de las semillas, debido a la necesidad de una
eliminaciéon previa de los lipidos presentes en éstas (Glories y Saucier,
2000). Durante la maceracion se observa un aumento en la concentracion
de taninos hasta un maximo, manteniéndose constante después. Al pH
del vino hay una formacion y ruptura de enlaces entre flavanoles continua
(Cheynier et al., 2000).

Teniendo en cuenta esta variabilidad, se podra cambiar el tiempo
de maceracion en funcion del tipo de vino que se desee obtener. Se
emplearan maceraciones cortas para la obtenciéon de vinos joévenes, con
color suficiente y poco tanicos (Gil-Mufioz et al., 1999; Gémez-Plaza et al.,
2000a y 2001; Zamora, 2003). El tiempo de maceracion se alargara, en la
elaboraciéon de vinos con envejecimiento, para obtener la estructura
necesaria y poder garantizar la estabilidad del color {(Auw et al., 1996).
Estos vinos suelen pasar un tiempo de afinamiento en botella, por lo que
con el aumento del tiempo de maceracion la astringencia no tiene por qué
volverse excesiva e incluso puede disminuir después de este periodo
(Scudamore-Smith et al., 1990; Sims y Bates, 1994).

2.1.3.3. Condiciones del medio.

2.1.3.3.1. pH.

El color de los antocianos en disoluciéon es dependiente del medio
en el gue se encuentren. Estos equilibrios estan regulados por el pH de la
solucién (Figura 2.1.7). Cuando el pH del medio es bajo, la molécula se
encuentra en forma de catién flavilium de color rojo vivo. A medida que el
pH se eleva, los antocianos se transforman en una base quinénica (AQ)
de color azulado, variando el color desde el malva al azul, e incluso
amarillo, a valores de pH superiores a 7. Todas estas reacciones son

reversibles (Ribéreau Gayon et al., 1998a).
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En medio acuoso, y al pH del vino (3-4), los cationes flavilium estan
también en equilibrio, a través de fenomenos de transferencia de protones
y de reacciones de hidratacién, con compuestos de adicion incoloros
{(hemiacetal). El hemiacetal, en equilibrio con su isémero abierto (cis-
chalcona), es en realidad la forma mas abundante de la malvidina-3-
glucédsido en un medio acuoso a pH entre 2 y 7. Finalmente, cuando las
chalconas sufren oxidacién, pasan de manera irreversible hacia acidos

fendlicos incoloros, produciéndose una destruccién del color.

En vinos con un pH elevado el color tendera a ser menos vivo, mas

apagado, mientras gue a pH mas acidos las tonalidades lo haran hacia
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Base carbinal Base quindnica [AL)
rhe miace tal A0H) b
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OH OH o H
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Figura2.1.7. Cambios en la estructura de los antocianos en un medio acuosoy en
funcion del pH.

18



Introduccion

2.1.3.3.2. Presencia de anhidrido sulfuroso.

La habilidad del SO, para extraer antocianos, debido a que ayuda a
la degradacién de las estructuras de la piel, es conocida desde hace
tiempo, ¥ muchos métodos de obtenciéon de antocianos de los orujos
utilizan grandes cantidades de éste (Mazza, 1995). Este efecto es mas
importante en vinos procedentes de vendimias putrefactas, puesto que,
ademas de permitir una mayor solubilizacién de los compuestos fendlicos,
el anhidrido sulfuroso evitara su oxidacion debida al enzima lacasa

presente en este tipo de vendimias (Ribéreau-Gayon et al., 1998b) .

La presencia de anhidrido sulfuroso en los vinos tintos produce
también una decoloracién de los antocianos. Al pH del vino, la mayor
parte del anhidrido sulfuroso libre se encuentra bajo la forma de anidn
HSO:, que se combina con los antocianos bajo la forma de catidn
flavilium, produciéndose un complejo incoloro. Transcurrido un cierto
tiempo se produce una descombinacion de este compuesto, por lo que la

pérdida de intensidad de color sera temporal.
2.1.3.3.3. Fenémeno de copigmentacion.

La copigmentacion es un fendmeno debido a asociaciones
moleculares entre pigmentos y otras moléculas organicas (normalmente
no coloreadas) en solucién (Boulton, 2001). En general, esto resulta en un
aumento de la absorbancia {efecto hipercromico) y, en ciertos casos, en
un cambio en la longitud de onda del maximo de absorbancia del

pigmento {(efecto batocrémico).

Los antocianos pueden unirse de forma no covalente con otros
compuestos fendlicos presentes en el medio, los cuales pueden ser otra
molécula de antociano (autoasociaciéon o copigmentacion intramolecular),
u otra molécula diferente (Asen et al., 1972; Haslam, 1980; Chen vy
Hrazdina, 1981; Liao et al., 1992; Mailen-Aubert et al., 2001; Gomez-
Minguez et al., 2006; Gris et al., 2007) como los acidos cinamicos,

flavanoles y flavonoles y sus glicésidos (copigmentacién intermolecular).

19



Introduccién

Estos compuestos reciben el nombre de cofactores o copigmentos. El
resultado que se produce es, como ya se ha comentado, un aumento de
la cantidad de color, asi como un cambio de tonalidad hacia el color
purpura y azul (Vivar-Quintana et al., 2002).

El incremento en la intensidad y estabilidad del color, resultante de
la copigmentacion, es debido a un cambio en el equilibrio de la hidratacion
hacia formas flavilium, que luego son atrapadas por los cofactores, o
hacia bases quindnicas en los complejos antociano-copigmento (Figura
2.1.8). Entre los antocianos y los cofactores se forma una estructura en
capas, en numero variable de dos a diez. Esto es importante en el rango
del pH del vino donde predominan las formas hidratadas de los
antocianos, pues la inclusion de los cationes flavilium en los complejos de

copigmentacion desplaza el equilibrio hacia la formaciéon de mas cationes

flavilium.
Forma hemiacetal Forma Flavilium Forma quindnica
AOH A AO
(AOH) HAH,0 (A7) e (AO)
» —e
I | - N .
lI +Copigmento II +copigmento
[ ] [ ]
N |

Figura 2.1.8. Principio del proceso de copigmentacion.

La copigmentaciéon suele ser un efecto marcado en vinos jovenes
{Hermosin-Gutiérrez et al., 2005; Darias-Martin et al., 2007). Ademas,
influye sobre las reacciones de oxidacion, condensacion y polimerizacidn
de sustancias fendlicas, ya que disminuye la cinética de las reacciones
gque se producen durante el envejecimiento de los vinos (Boulton, 2001).
La cinética de las reacciones de oxidacion depende de la concentracion

de sustancias fendlicas en forma libre, no de su concentracion en wvalor
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absoluto. Determinados flavonoides son fuertes copigmentos v
rapidamente participan en reacciones de copigmentacion, lo que hace que
la concentracién en forma libre de tales compuestos disminuya y, de este
modo, no estén disponibles para reacciones de oxidacion y polimerizacion
(Darias-Martin et al., 2001).

2.1.3.4. Evolucion del color en el tiempo.

Durante el proceso de envejecimiento del vino, la concentracién de
antocianos libres va disminuyendo hasta incluso desaparecer, sin que el
color rojo del vino se pierda en la misma proporcion. Esta disminucion se
debe a reacciones de degradacion y estabilizacion. Las reacciones de
estabilizacion tienen, la mayoria de las veces, su origen en la formacién

de combinaciones entre antocianos y taninos.

Los antocianos libres son inestables y deben estar combinados con
taninos u otros compuestos del vino para formar pigmentos estables, que

realmente son los responsables del color de los vinos con el tiempo.
2.1.3.4.1. Reacciones de condensacidn.

Estas reacciones estan basadas en procesos de adicién donde los
antocianos y los taninos pueden actuar tanto como agentes electrofilicos,
moléculas que presentan una deficiencia de electrones y tienden a unirse
con moléculas con exceso de electrones, como nucleofilicos (Zimman y
Waterhouse, 2004). Asi, las siguientes condensaciones antocianos-

taninos se han descrito (Fulcrand et al., 2006):
A. Condensacion taninos-antocianos (T-A).

Las procianidinas, en un medio acido como el vino, pueden
hidrolizarse formando un carbocation que reacciona con los antocianos
(Haslam, 1980) bajo la forma hemiacetalica (AOH), produciendo un
complejo incoloro que se colorea seguidamente de rojo anaranjado
después de su deshidratacion (Figura 2.1.9). Esta condensacioén se ve

favorecida por la ausencia de oxigeno y la temperatura, lo que explica la

21



Introduccién

evolucion de los vinos almacenados en ambientes reductores como
depdsitos o botellas. Este tipo de reaccion depende de la concentracion
de antocianos en el medio y el color varia con la naturaleza del
carbocation y el grado de polim erizacion.

OH
oH

HO La)
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oH

At anos CADH)

Cempkp T-40H
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Complkjp T-4
e

Figura2.1.9. Condensacion directa de taninosy antocianos de tipo T-A,

B. Condensacién antocianos-taninos (A-T).

Los antocianos bajo su forma catidnica (A™) reaccionan con las
posiciones negativas Cb6 ¢ CB de los taninos, formando un flaveno
incoloro (A-T), el cual, posteriormente, se puede colorear de rojo (A™-T) en
presencia de oxigeno (Santos-Buelga et al., 1995), estableciéndose un

estado de equilibrio entre ambas formas.
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Los compuestos de condensacion entre antocianos vy taninos (T-A"
y A'-T) son de color similar a los antocianos (Garcia-Puente Rivas et al.,
2006). Pero los compuestos A'-T son resistentes a la decoloracién por
S0O;, mientras que los aductos T-A" teéricamente serian susceptibles a la

decoloracién por SO: y a la hidratacion.
C. Polimerizacién por puentes de etilo.

Los antocianos y los taninos también pueden unirse por medio de
una reaccion en la que interviene el acetaldehido. Esto da lugar a
productos enlazados por puente de etilo, incluyendo taninos (T-etil-T),
aductos de taninos-antocianos (T-etil-A) y antocianos entre si (A-etil-A)
(Cheynier, 2003). El tamafio molecular de estos productos es variable. El
acetaldehido puede proceder de la oxidacion del etanol, aungue también
puede tener su origen en las levaduras, las bacterias acéticas y la

autoxidaciéon de compuestos fenélicos (Liu y Pilone, 2000).

Los pigmentos del tipo T-etil-A y A-elfil-A son de color parpura y
mucho mas resistentes a la decoloracion por hidratacion y SO, que los
antocianos libres. Atanasova et al. (2002a) han demostrado que la forma
mas significativa de polimerizacién entre antocianos en el vino es A’-etil-
AQOH. Esto significa que la conversion de los pigmentos de la uva (70-80%
AOH, 20-25% A") a derivados con puentes de etilos (50% ACH, 50% A")
no soélo produce un leve cambio de rojo a purpura (Romero y Bakker,

2000y, sino que también aumenta la intensidad de color.

2.1.3.4.2. Formacidon de nuevos pigmentos derivados de los

antocianos.

En el vino se han identificado pigmentos nuevos derivados de los
antocianos y conocidos con el nombre de piranoantocianos (Fulcrand et
al., 1996; Fulcrand et al., 1997).

Estos pigmentos se originan por reaccién de los antocianos con

compuestos de bajo peso molecular, principalmente metabolitos
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producidos por las levaduras, como acetaldehido, acido piravico o
vinilfenoles, por medio de una reaccion de cicloadicion (Figura 2.1.10).
También pueden incluir especies de mas alto peso molecular, en las
cuales la unidad de piranoantociano estad unida a moléculas de tanino
{Francia-Aricha et al., 1997).

Los pigmentos formados absorben a longitudes de onda mas bajas
que los antocianos, por lo que podrian influir en el cambio de color de rojo
malva a rojo anaranjado que sufren los vinos durante el envejecimiento
(Alcalde-Eon et al., 2006). Son muy estables y resistentes a las

variaciones del pH y sulfuroso.

Firanoantaciano
[F=H, tanino,...}

Figura 2.1.10. Estructura de nuevos pigmentos (piranoantociana).

2.1.3.4.3. Influencia de las caracteristicas del vino en la evolucion del

color.

Las reacciones que se han descrito tienen lugar en el vino a lo
largo de la elaboracidén y envejecimiento, y condicionan la evolucidon del
color, la astringencia y las caracteristicas sensoriales. La capacidad de un
vino para envejecer depende de numerosos factores ligados a su
composicion, riqueza polifendlica, proporcién entre antocianos y taninos,
concentracion de polisacaridos y factores que favorecen la formacion de

piranoantocianos.
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2.1.3.4.3.1. Concentracion de antocianos y taningos.

La concentracion de estos compuestos en el vino depende de la
variedad y madurez de la uva, pero también esta influenciada por las

condiciones de maceracion y las practicas de elaboracion utilizadas.

Cuando la concentracion de antocianos sea muy superior a la de
taninos, todas las reacciones anteriormente descritas pueden tener lugar
(Ribéreau Gayon et al., 1998a). La polimerizaciéon de taninos entre si no
se vera favorecida, debido a la baja concentracion de estos compuestos.
También se puede producir la combinacion entre antocianos y taninos
pero sin que todos los antocianos lleguen a combinarse. Por lo tanto,
muchos se oxidaran, evolucionando irreversiblemente hacia fenoles

incoloros, produciéndose una importante destruccion del color.

La situacion ideal de equilibrio se dara cuando se obtenga una
concentraciéon balanceada de antocianos y taninos, donde todas las
reacciones sean igualmente probables. En este caso, una buena
elaboracion y una correcta crianza favoreceran las reacciones de
combinacion vy, por tanto, la estabilizacion del color y una disminucion de

la astringencia.

Por ultimo, cuando la concentracion de antocianos sea inferior a la
de taninos, también podran tener lugar todas las reacciones, pero habra
una que predomine sobre las demas. Todos los antocianos disponibles
podran ser polimerizados, pero los taninos que se encuentran en exceso
podrian evolucionar hacia una condensacion entre ellos. Entonces, en el

vino predominaran tonalidades amarillas y sabor astringente.
2.1.3.4.3.2. pH del vino.

A pH bajo se favorece la ruptura de los taninos poliméricos
catalizada por acidos. Este es el paso clave en la formacidon de polimeros

T-A" y tanino-piranoantociano.
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La protonacién del acetaldehido, factor clave en la formacién de
derivados por puente de etilo, también se ve favorecida por la elevada

acidez.

Finalmente, la hidratacion de los antocianos depende del pH.
Valores elevados de pH incrementan el potencial competitivo de los
antocianos frente a los taninos en reacciones de adicién nucleofilicas. Sin
embargo, en los rangos de pH del vino, la formacion de especies T-A" y
T-etikA nunca esta limitada por la disponibilidad de la forma hidratada
{Cheynier, 2003).

2.1.3.4.3.3. Fresencia de oxigenho

En los vinos, la oxidacidbn enzimatica prevalece en las etapas
tempranas de la elaboracidn, mientras que las oxidaciones quimicas
comienzan a predominar al final del proceso. Las oxidaciones quimicas se
deben a compuestos fendlicos y a otros componentes importantes del

vino, como el etanol y el acido tartarico.

El oxigeno soluble, tanto en el mosto como en el vino, juega un
papel importante en diversos procesos bioquimicos, tanto durante la
fermentacion alcohdlica como en las reacciones de oxidacion y/o
polimerizacion de compuestos polifendlicos que se producen durante el
envejecimiento del vino. El acetaldehido procede fundamentalmente de la
oxidacion del etanol y, aunque también puede proceder del metabolismo
de las levaduras, éste puede ser considerado como un marcador de
oxidacion al igual que los pigmentos que forma. Por otra parte, todos los
pasos de cicloadicion requieren una etapa de oxidacion para recuperar el
catién flavilium en las estructuras finales y también es necesario en

reacciones directas de especies A’-T (Fulcrand et al., 2004).

Por ello, es necesario un cieto aporte de oxigeno, mediante
remontados, al inicio de la fermentacién alcohdlica, asegurando una
fermentacidon regular y completa ya que las levaduras consumen

totalmente el oxigeno; tras la fermentaciéon alcohdlica y fermentacion
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malolactica se realizan varios trasiegos, cuyo objetivo es eliminar y/o
evitar la formacion de compuestos sulfhidricos y retirar las lias gruesas.
Finalmente durante el envejecimiento del vino, si éste se produce en
barrica de roble, por un lado se produce la cesion de compuestos
fendlicos y aromas propios de la madera al vino, ademas de una
microoxigenacién natural (aporie de pequefias cantidades de oxigeno), al
difundirse oxigeno a través del esquive de la barrica, entre las uniones de
las duelas y los poros de la madera. Este oxigeno influye notablemente en
la composicidon fendlica del vino, generando nuevos pigmentos que
incrementan y estabilizan el color del vino (Atanasova et al., 2002b; Wang
et al., 2003).

Pero el aporte de oxigeno debe ser tomado con precaucion.
Demasiado puede llevar a la formaciéon de moléculas muy grandes, con
alto peso molecular, que sean incapaces de permanecer en disolucion,
provocando |la precipitacion de material polimérico y dejando los vinos con
una reducida intensidad de color. Ademas, si hay un exceso de oxigeno,
se puede dar la oxidacién de un gran numero de sustancias. Muchas de
estas reacciones oxidativas son irreversibles y disminuyen el desarrollo y
persistencia de los compuestos fendlicos en el vino (Cano-Lopez et al.,
2006).

2.1.3.4.3.4. Levaduras.

Las cepas de levaduras pueden influir en la proporcion relativa de
los piranoantocianos, derivados etilados y de los productos de
cohdensacion en el vino. La cantidad de acetaldehido y de acido piravico
liberado por metabolismo de estos microorganismos durante el proceso
de fermentacion depende de la cepa de levadura utilizada (Morata et al.,
2004).

Las levaduras también pueden contribuir a la estabilidad del color
porgue van a liberar polisacaridos, que contribuyen a la estabilizacion de
los polimeros formados, debido a su papel de coloide protector (Dupin et
al., 2002; Charpentier et al., 2004).
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Asi mismo, diferentes cepas de levadura van a presentar distinta
capacidad para retener o adsorber compuestos fendlicos sobre su pared
celular, lo cual va afectar al color del vino (\Vasserot et al., 1997; Morata et
al., 2003).

2.2. LAPARED CELULAR Y LOS ENZIMAS.

Las paredes celulares de las células de los hollejos forman una
barrera frente a la difusion de los constituyentes deseados de la piel, que
son los antocianos, taninos y otros polifenoles (Lecas y Brillouet, 1994,
Pellerin y Cabanis, 2000; Vidal et al., 2001). El estudio de la estructura y
degradacion de la pared celular de la piel de la uva podria constituir un
elemento fundamental para el control de las extracciones y maceraciones
en vinificacion. Ademas, el reblandecimiento de la baya se acompafia de
la aparicion de actividades enzimaticas que son las responsables de |a
degradacion de la pared celular, fendmeno que contribuye a facilitar la
extraccion de la materia colorante en la vinificacion (Amrani Joutei y
Glories, 1994).

El uso de enzimas pectoliticos exdégenos, para mejorar la
extraccion de color durante la elaboracion del vino, es una practica comun
desde los afios setenta, pero los resultados encontrados por diferentes
autores son contradictorios y asi, mientras algunas investigaciones
muestran aumentos de color en vinificaciones donde se han usado estos
enzimas (Felix y Villettaz, 1983; Servili et al., 1992; Zent e Inama, 1992;
Bakker et al., 1999), ofras no han encontrado ningun beneficio
{Capdeboscq et al., 1994; Wightman y Wrolstrad, 1995; Wightman et al.,
1997).

2.2.1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA PARED CELULAR.

La pared celular es una estructura compuesta por polisacaridos,
glicoproteinas y polifenoles, que confiere a las células soporte mecanico y
que paricipa en el crecimiento, la morfologia y la resistencia de los

tejidos.
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Las funciones de las paredes celulares son diversas, proporcionan
fuerza mecanica, regulan la porosidad y controlan la adherencia entre las
células (McCann et al., 2001; Jarvis et al., 2003) y podrian controlar la
velocidad y extensidn de la expansion celular. También actdan como
reserva de carbohidratos. La funcioén de la pared no es sélo mecanica,
sino también biolégica sirviendo de proteccion contra la invasién de
patégenos (McNeil et al., 1984). En enologia tiene una importancia
adicional, ya que suponen la barrera de difusién de los compuestos
responsables del color y el aroma de los vinos. Se han observado
diferencias varietales que podrian deberse a una composicidon diferente

de la pared celular (Chardonnet et al., 1994).
2.2.1.1. Estructura.

La pared celular es una estructura gque esta compuesta de tres
partes fundamentales: la lamina media o sustancia intercelular, la pared

primaria y la pared secundaria, aunque ésta no siempre aparece.

Interior célula 1

Membrana plasmética
L

Pared celular pricoaria

Pared celular seeundaria

Interior célula 2

Figura2.2.1. Micrografia electronica de transmisian de la pared celular.
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Durante la divisién celular se deposita la primera capa (capa mas
externa) originando la lamina media, que se comparte entre células
adyacentes (Figura 2.2.1). Entre la lamina media y la membrana
plasmatica, se continla depositando el material que va a constituir la
pared celular. Esta acumulacién de material va a dar lugar a la pared
celular primaria, que caracteriza a tejidos jévenes y en crecimiento
(Albersheim et al., 1994). Al finalizar el crecimiento celular, aparece la

pared celular secundaria, por lignificacién de los tejidos.

Las pareces celulares primarias estan compuestas principalmente
por polisacaridos y proteinas (Varner y Lin, 1989). Los polisacaridos,
formados principalmente por pectinas, celulosa y hemicelulosas, son el
componente principal, pudiendo representar un 90% de la pared, mientras
que las proteinas suponen alrededor del 10% (Zarra y Revilla, 1993),
dependiendo del grupo taxondmico y del tipo de tejido esta proporcion
puede cambiar. Los compuestos fendlicos son otro de los componentes
de paredes celulares primarias y también estan presentes en las
secundarias (Lau et al., 1985). En células especializadas se pueden
encontrar otros compuestos como lignina, cutina, suberina, ceras o
compuestos inorganicos (Lau et al., 1985). Estas paredes evolucionan

con el transcurso del tiempo para dar lugar a las paredes secundarias.

Las paredes secundarias se forman a panir de las paredes
primarias por acumulacién progresiva de celulosa, xilanos y, sobre todo,
de lignina. El depdsito transversal de lignina bloguea la extensidn
longitudinal de las paredes y, por tanto, del crecimiento de los tejidos.
Debido a este depdsito, las paredes se espesan adquiriendo una mayor

resistencia mecanica.

Durante el proceso de maduracion de los frutos, se produce una
degradacion de los polisacaridos de la lamina media y de la pared
primaria (Waldron et al., 1997). La pared celular se debilita y hay un

descenso en la adhesiéon entre las células (Ishimaru y Kobayashi, 2002).
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Las modificaciones en las pectinas y ofros polisacaridos no celulésicos

pueden alterar las propiedades fisicoquimicas de la pared celular.

2.2.1.2. Composicion.

2.2.1.2.1. Polisacaridos de la pared celular

Los polisacaridos de la pared celular se pueden agrupar en dos
categorias: celulosa y polisacaridos no celulésicos (pectinas v
hemicelulosas). La celulosa se encuentra formando una estructura de
microfibrillas, embebidas en una matriz conformada por polisacaridos
hemiceluldsicos; que a su vez estd inmersa en una matriz de pectinas
(Figura 2.2.2). También se puede encontrar una red secundaria formada

por proteinas (Carpita y Gibeaut, 1993).
2.2.1.2.1.1. Celulosa

La celulosa es un polimero lineal de D-glucosa unida por enlaces a-
(1—>4). Las cadenas lineales de celulosa se agregan para formar fibrillas
macromoleculares de 5-15 pym de diametro (McCann et al., 1990) con una
disposicion paralela (Figura 2.2.3), cuya estructura cristalina esta

soportada por numerosos puentes de hidrégeno intramoleculares.

Las microfibrillas celulosicas confieren la resistencia mecanica
hecesaria para el mantenimiento celular y la estructura del tejido. Las
microfibrillas suelen estar cubiertas por xiloglucanos y glucoarabinanos
unidos fuentemente (Carpita y Gibeaut, 1993). Esta disposicion permite la
existencia de espacios entre las microfibrillas que estan ocupados por los
polisacaridos de la matriz. La cantidad de celulosa que se encuentra en
las paredes celulares de las plantas superiores puede variar (McNeil et
al., 1984).
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Lamina

media

Fared

celular

Celulosa
Membrana

plasmatica
Hemicelulosa

Figura 2.2.2. Estructura de los paolisacaridos que canforman la pared celular.

Fibrillas de selulosa
Pared celular

Microfibrilla

Fibrilla
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Figura 2.2.3. Localizacion vy estructura de las microfibrillas de celulosa presentes enlas
paredes celulares.
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2.2.1.2.1.2. Polisacaridos no ceftldsicos.

Los principales polisacaridos no celuldésicos presentes en las
paredes primarias de dicotiledéneas son las pectinas y las hemicelulosas

(heteroxilanos, xiloglucanos y glucomananos) (Selvendran, 1985).
A. Pectinas.

Las pectinas son una mezcla compleja de polisacaridos
compuestos principalmente de poligalacturonano (PG), el cual incluye
homogalacturonano y ramnogalacturonano | (Stevenson et al.,, 1988a;
Stevenson et al., 1988b) (Figura 2.2.4). Constituyen alrededor del 35% de
las paredes celulares (Grant Reid, 2000) y se encuentran distribuidas de
manera desigual (Albersheim et al., 1960; Roldan y Yian, 1981); son las
principales macromoléculas (excepto en gramineas) de la lamina media y
junto con las proteinas (Bacic et al., 1988; Carpita y Gibeaut, 1993)

actuan como sustancias cementantes (Jarvis, 1998).

Ramnogalacturonana 1 Homagalasturs na ng Ramnogalacturmrnans 11

& =icide D- (Hucurdmico ® = Acido L-acético # = p-Xilosa @ = Baoro

B = Kdo & - p-Dha

Figura2.2.4. Composiciony estructura de los polisacaridos pecticos (Kdo: acido 2-ceto-
J-desoxi-0O-mano-octulosdnico; Dha: acido 3-desoxi-D-heptulosarica).

El homogalacturonano esta constituido por cadenas sin ramificar de
residuos de acido D-galacturénico unidos por enlaces a-(1—=>4) (GalAp),
que pueden estar metilesterificados, formando lo que se conoce como

zonas “lisas” de las pectinas.
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El ramnogalacturonano | {RG-{} es un polimero con un esqueleto
base de residuos alternados de D-galactosa unidos en a-(1>4) y L-
ramnosa unidos en d-(122) (Lau et al., 1985). Numerosas cadenas
laterales de residuos de azucares neutros pueden estar unidas a través a
la ramnosa en las posiciones C4 yfo C3, confiriendo un aspecto “erizado™.
Las cadenas laterales normalmente estan constituidas por arabinanos,
galactanos y arabinogalactanos. Los arabinanos estan constituidos por
residuos de L-arabinofuranosido con uniones a-{1->5), por ramificaciones
de residuos d-L-arabinofuranosido a través de las posiciones C2 0 C3 o
ambas. Los galactanos estan constituidos por un esqueleto base de D-
galactosa con uniones B-(1->4). Cuando este esqueleto de galactano esta
sustituido con cadenas laterales de a-arabinofuranosido, el galactano es
conocido como arabinogalactano | (AG-l). El arabinogalactano Il (AG-Il)
es un polisacarido estructuralmente distinto caracterizado por residuos de
D-galactosa con uniones B-(1-23) y (1-26) con sustituciones o-L-
arabinosa. Existe todavia controversia si el AG-ll es un componente real
de la pared celular primaria o si esta asociado al espacio extracelular y la

membrana plasmatica (Carpita y Gibeaut, 1993).

El ramnogalacturonano Il (RG-1f} es otro tipo de polisacarido
péctico encontrado en las paredes celulares primarias. El RG-I| tiene un
esqueleto base de ramnogalacturonano, pero contiene una compleja
estructura de ramificaciones de monosacaridos del esqueleto base
{(Stevenson et al., 1988b). La proporcion de RG-Il en las paredes celulares
de las plantas es relativamente baja, usualmente alrededor de 4% o
menos (O'Neill et al., 1996). El ramnogalacturonano tipo Il es uno de los

mayores polisacaridos presentes en los vinos.
B. Hemicelulosas.

Las hemicelulosas son macromoléculas en gran parte neutras, que
forman asociaciones no covalentes con la celulosa. Las hemicelulosas
pueden constituir alrededor del 30% en peso de las paredes celulares

primarias. En las paredes celulares secundarias se pueden encontrar en
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mayor proporcién y en algunas paredes especializadas pueden suponer

casi el 100%, como las de las células de almacenamienio de las semillas
(Grant Reid, 2000}).

El xiloglucano {XG} es el principal componente hemicelulésico en
plantas dicotiledéneas (Pauly et al., 1999), y puede constituir alrededor de
20% de los polisacaridos no celuldsicos de las paredes celulares primaras
(Dey y Brinson, 1984), aunque este valor puede ser muy variable. El XG
contiene un esqueleto base de D-glucosa con uniohes B-(1-4) que
presenta sustituciones de residuos D-xilosa unidos en «a-(1-6), a los
cuales pueden estar unidos otros azucares neutros tales como galactosa,
arabinosa y fucosa (Figura 2.2.5) (Pauly et al., 1999). Los XGs estan
unidos fuertemente a las microfibrillas de celulosa a través de multiples
puentes de hidrégeno, conectando la cadena principal del XG a la
superficie de las microfibrillas de celulosa. Estos entrecruzamientos de
microfibrillas de celulosa confieren a la pared resistencia y también limitan

la velocidad de elongacion de la pared (Albersheim et al., 1994).
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Figura2.2.5. Estructura de xiloglucanos presentes en las paredes celulares.
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Los heteroxilanos constituyen una pequefia proporcion de las
paredes de dicotiledéneas. Estan compuestos de un esqueleto base de D-
xilosa con uniones pB-(1—>4), con sustituciones muy variadas o
ramificaciones originadas a partir de residuos xilosil unidos en posicion C2
o C3. Estas sustituciones y las cadenas laterales estan constituidas por
combinaciones de residuos de arabinosa, glucurosilo {o su derivado 4-O-

metil), xilosa y galactosa (Bacic et al., 1988).

Los mananos estan asociados generalmente con las paredes
celulares secundarias, espesas y sin lignificar. Son el principal
componente de las paredes celulares del endosperma de algunas
semillas, pero estan presentes en muy pequefias cantidades en otros
tejidos. Los mananos estan constituidos por una cadena lineal de D-
manosa con uniones en B-(1->4) de grados de polimerizacién variables
{Bacic et al., 1988). Los galactomananos tienen un esqueleto base B-
(1-=>4)-manosa que esta sustituido generalmente en la posicién C6 con
residuos individuales de da-galactosa y que se encuentran principalmente
en paredes celulares del endosperma de las leguminosas. Los
glucomananos y galactoglucomananos son polisacaridos constituidos por
residuos de D-manosa y D-glucosa unidos en B-(1-2>4) dispuestos al azar
en una sola cadena. En los galactoglucomananos, los residuos de la
cadena principal se sustituyen con residuos individuales de a-D-galactosa
en la posicién C6. Estos polisacaridos son sélo componentes minoritarios

de las paredes celulares de dicotiledoneas (Bacic et al., 1988).
2.2.1.2.2. Proteinas.

Las paredes celulares de las plantas pueden contener alrededor
del 10% de proteina (Zarra y Revilla, 1993). Las cinco clases de proteinas
mas abundantes de las paredes celulares son las extensinas, las
proteinas ricas en glicina (GRPs), proteinas ricas en prolina (PRPs), las
lectinas de las solanaceas y arabinogalactanoproteinas (AGPs) (Cassab y
Varner, 1988; Showalter, 1993). Proteinas menos abundantes, tales como

las expansinas, también estan presentes en las paredes o interactuan con
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ellas. Se han encontrado, también, cietos enzimas dentro de la pared
celular como son peroxidasas, fosfatasas, Iinvertasas, malato

deshidrogenasas, proteasas y acido ascérbico oxidasa (Showalter, 1993).

Las extensinas son paricularmente abundantes en dicotileddneas
(Showalter, 1993). Estas proteinas interactlan con polisacaridos pécticos
de la pared celular (Stuart y Varner, 1980; Keller, 1993). La funcién de las
extensinas aln no se conoce muy bien. Se cree que forman una red
fibrilar independiente de la red celuldésica que puede reforzar
considerablemente a la pared celular (Figura 2.2.6) (Carpita y Gibeaut,
1993). También parecen regular la expansion celular y ser importantes en
la estructura final de la pared celular, contribuyendo asi a la forma final de
la célula (Fry, 1982; Carpita y Gibeaut, 1993).

FPuente de
tirosina

Maoléculas de
extensing

-A——Micrafibrilla de
celulosa

Figura 2.2.6. Fepresentacion esquematica de la pared celular mostrando las uniones
entre las moléculas de extensina v la red celuldsica.

Las proteinas ricas en glicina se clasifican generalmente como
proteinas estructurales de la pared (Keller et al., 1988; Keller et al., 1989;
Condit et al., 1990), aunque existen otras localizadas en el citoplasma
(Showalter, 1993). Se expresan en respuesta a diversas condiciones de
estrés y del desarrollo (Cassab y Varner, 1988; Showalter, 1993).
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2.2.1.2.3. Compuestos fendlicos

Los componentes fendlicos de la pared celular primaria son
principalmente el acido ferulico y el acido p-cumarico, los cuales se
encuentran generalmente esterificados a la arabinosa y la galactosa de
los polisacaridos pécticos. Al parecer tienen como funcién limitar la
extensién de la pared celular y podrian desempefiar un papel importante
en la resistencia a patdogenos fungicos (McNeil et al., 1984; Schnitzler et
al., 1992).

Existen numerosos compuestos fendlicos simples en las paredes
celulares, de los cuales su funcion es casi desconocida (Parr et al., 1997).
Ademas, tampoco se puede olvidar la presencia de taninos condensados,

unidos a la pared celular (Amrani Joutei et al., 1994).
2.2.1.2.4. Lignina

La lignina es un polimero complejo de moléculas fendlicas. Es el
segundo en abundancia después de la celulosa. Su presencia en las
paredes celulares secundarias, debido a su caracter hidrofébico, desplaza
el agua, aumentando tanto la resistencia quimica como fisica y la rigidez

de las paredes (Azcon-Bieto y Talén, 1993).

Las funciones de la lignina estan asociadas con el sopore
mecanico de los drganos de las plantas, la conduccion de la savia a
través de los elementos vasculares lignificados, y mecanismos de defensa
{Boudet, 2000).

2.2.2. ACCION DE LOS ENZIMAS EN DIFERENTES SUSTRATOS DE
LA PARED CELULAR.

Los enzimas son proteinas naturales que poseen actividad
catalitica en reacciones bioquimicas especificas. Incrementan la velocidad
de la reaccion que catalizan y son frecuentemente especificos de un solo
sustrato, en una sola direccién de la reaccién. La mayoria de los enzimas

tienen una temperatura y un pH optimo de actuaciéon y su accion puede
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ser inhibida o potenciada por otros compuestos o cofactores. Estas
propiedades hacen de los enzimas efectivos puntos de control de muchas
reacciones bioguimicas en procesos tecnolégicos. Ya que la degradacion
de la pared celular faciltara la difusion de los compuestos fendlicos
contenidos en el interior de las células del hollejo, es importante conocer
aquellas actividades que pueden contribuir a la degradaciéon de esa

barrera natural que es la pared celular.

2.2.2.1. Pectinasas.

Las sustancias pécticas son una mezcla compleja de polisacaridos
compuestos principalmente de poligalacturonano con grupos carboxilo
metilados (Lanzarini y Pifferi, 1989). Cuando el grado de metilacién es
superior al 50% se llaman pectinas altamente metoxiladas. La pectina de
la lamina media de la pared es mas soluble que la pectina de las paredes
primaria ¥ secundaria y puede ser degradada mas facilmente por los

enzimas.

El grupo de los enzimas pectoliticos se puede clasificar en funcién
del mecanismo de degradacion de las sustancias pécticas (Figura 2.2.7);
asi, la pectinesterasa (PE) cataliza la desesterificacion de la pectina y los
enzimas despolimerizantes catalizan la escisiéon del enlace glicosidico d-

(1->4) de la cadena de galacturonano de la molécula de pectina.

Los enzimas despolimerizantes pueden clasificarse, asi mismo, en
funcion del mecanismo de rotura de los enlaces glicosidicos. La
poligalacturonasa (PG) escinde los enlaces por medio de hidrolisis,
mientras que la pectin liasa (PL) y la pectato liasa lo hacen mediante pB-
eliminaciéon. Ademas, el prefijo endo- o0 exo- denota el modo de accién de

estos enzimas, al azar (enlaces internos) o terminal.
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Figura2.2.7. Sistema de accion de los enzimas pectoliticos

La mayoria de las modificaciones de la pared durante la

maduracién estan asociadas con la degradaciéon de los polisacaridos
pécticos (Batisse et al., 1996; Redgwell et al., 1997; Waldron et al., 1997,
Manrique y Lajolo, 2004; Viliers et al., 2004; Brummell et al., 2004) pero el

momento y la velocidad a la que estos cambios ocurran variaran

marcadamente con el tipo de fruto e incluso con el tipo de variedad

estudiada (Ali et al., 2004). En el caso de la uva, se ha detectado niveles
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bajos de pectinasas durante la maduracién de la uva (Nunan et al., 2001;
Orega-Regules, 2006).

2.2.2.1.1. Pectinesterasa (EC 3.1.1.11).

La pectinesterasa (PE) o pectin metilesterasa elimina los grupos

metilo de los galacturonanos esterificados.

La PE de las plantas trabaja sistematicamente a lo largo de la
cadena, produciendo areas desesterificadas en la pectina, mientras que la
PE de origen fungico actia al azar (Parley, 1997). Al principio, la
eliminacion de los grupos metilo permite la formacion de zonas de
entrecruzamiento pectina-pectina mediadas por Ca**, incrementando asi
la fuerza del gel péctico (Jarvis, 1984). Pero también, la desesterificacion
de la pectina incrementara la densidad de carga en el microambiente de
la pared celular, disminuira el pH {Huang et al., 2005) y, por lo tanto,
puede influenciar las actividades de otros enzimas asociados a la pared
celular (Ricard y Noat, 1986; Chun y Huber, 1998), tales como aquéllas
que actuan sobre sustratos de tipo carbohidrato, peroxidasas, etc
(Moustacas et al., 1991). La eliminacidon de los grupos metilo incrementa
el acceso a los polisacaridos del enzima PG, resultando en la interrupcion
del gel péctico (Jarvis, 1984 ; Fischer y Bennett, 1991; Barnavon et al.,
2001). La accidn de desesterificacion de las pectinas permitira, por tanto,
la despolimerizacion debida a la PG (Abu-Bakr et al., 2003).

La acciéon de la PE, conjuntamente con la PG, entrafia la
disgregacion de la lamina media (Amrani-Joutei et al., 2003; Lohani et al.,
2004). Cabanne y Donéche (2001) observaron un incremento en la
actividad PG conforme disminuia el grado de metilacién de las pectinas
por el aumento en la actividad PE durante la maduracion de uvas blancas.
La PE esta presente en los tejidos de los frutos a lo largo de la
maduracion (Brownleader et al., 1999). Nunan et al. (2001) detectaron
valores bajos en la actividad de la PE en uva durante la maduracion, lo
que se correspondid con una disminuciéon baja en los niveles de

esterificacion de las pectinas de la pared celular. Asi mismo, Orega-
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Regules (2006) también obtuvo valores bajos de actividad PE, en un
estudio de maduracion de uva de distintas variedades, observando que
los niveles de actividad se mantenian, ademas, constantes a lo largo del

periodo de maduracion.
2.2.2.1.2, Poligalacturonasas {EC 3.2.1.15).

Las poligaracturonasas (PG) catalizan la hidrélisis de los enlaces
glicosidicos a-(1->4) de las cadenas poliméricas de acido galacturénico

no esterificadas.

La endo-PG actlua al azar a lo largo de la cadena, lo que se traduce
en una acusada disminucion de la viscosidad del sustrato para un bajo

nivel de actividad.

La exo-PG cataliza la ruptura hidrolitica de enlace a-(1->4) terminal
de la cadena de galacturonano, liberando acido galacturénico como
producto de reaccién. A diferencia de la endo-PG, la exo-PG también
escinde el acido digalacturonico. El modelo de accion terminal se
manifiesta en un aumento considerable de los grupos reductores, con un

decrecimiento lento de la viscosidad del sustrato {Hellin, 2000).

La accion de la PG va a resultar en una debilitacion de las
estructuras de la pared celular en laminas paralelas, probablemente por el
atague a homogalacturonanos. Parece ser que su accion afecta
principalmente a la pared celular primaria, no afectando a la lamina media

a no ser que actue conjuntamente a la PE (Amrani-Joutei et al., 2003).

La PG esta implicada en el reblandecimiento de los frutos durante
la maduracion. El aumento de la solubilidad de las pectinas durante la
maduracion se puede deber principalmente a la despolimerizacién de las
pectinas por la accién de la poligalacturonasa (Huber, 1983; Lohani et al.,
2004). La endo-PG parece tener un mayor impacto en la evolucion de la
estructura de la pared celular durante la maduracion (Fischer y Bennett,

1991). Sin embargo, en tomates mutantes y otras frutas como las fresas,
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la actividad PG es muy baja o nula y aun asi los frutos se reblandecen
(Huber, 1984), pudiendo ser debido a la accion de otros enzimas como la
pectato liasa (Bermudez-Jiménez et al., 2002). Por otro lado, se ha
observado gue bajos niveles de actividad PG ocasionan un descenso en
el contenido total de sustancias pécticas durante la maduracion de la uva
(Takayanagi et al., 2001). En uva, se han encontrado resultados
contradictorios, mientras que algunos autores si han detectado actividad
PG en bayas (Cabane y Donéche, 2001; Deng et al., 2005), Onega-
Regules (2006) no la observd durante todo el periodo de maduracion de

Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah y Monastrell.
2.2.2.1.3. Pectato Liasas (EC 4.2.2.2) y Pectin Liasas (EC 4.2.2.10).

La pectato y pectin liasa rompen el enlace glicosidico por medio de
un mecanismo de p-eliminacion, obteniéndose una molécula de pectina
de menor grado de polimerizacién con un extremo reductor y otra en cuyo

extremo no reductor se genera un doble enlace entre los C4 y C5.

La pectato liasa (PAL) cataliza la ruptura de las uniones
glicosidicas entre moléculas de acido galacturdnico no metiladas en
pectinas de baja metoxilacion. Es Ca** dependiente y puede actuar tanto

al azar como en posicién terminal (Whitaker, 1990).

La pectin liasa (PL) cataliza la ruptura de los enlaces en sustratos
altamente esterificados. Actlua al azar, no habiéndose identificado ninguna

PL que pueda escindir el enlace terminal (Ros, 1989).

Estos enzimas van a debilitar las estructuras de la pared celular en
laminas paralelas, afectando principalmente a la lamina media (Amrani-
Joutei et al., 2003).

La PAL y la PL han sido encontradas en frutos como tomates,
fresas y uvas y pueden jugar un papel importante en el ablandamiento de
los tejidos durante la maduracion (Marin-Rodriguez et al., 2002; Abu-Bakr

et al., 2003). Ademas, se ha observado que estos enzimas no sdlo actuan
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degradando las paredes celulares, sino que también pueden activar

sistemas de defensa de la planta (De Lorenzo et al., 1991).

2.2.2.2. Hemicelulasas.

Las hemicelulosas son macromoléculas que forman asociaciones
no covalentes con la celulosa. Dentro de éstas se pueden encontrar los
xiloglucanos (XGs), que es el principal componente hemicelulésico en
plantas dicotileddneas (Pauly et al., 1999), los heteroxilanos, los mananos
y la calosa. Debido a la heterogeneidad y la complejidad de la estructura
quimica se requiere la actuacion de varios enzimas con diversa
especificidad y modos de accion para poder degradar las hemicelulosas
{(Beg et al., 2001).

Existen muchos enzimas implicados en la degradacion de las
hemicelulosas, como son la arabinasa, xilanasa, galactanasa y glucanasa,

dependiendo del sustrato sobre el que actle.

Se han encontrado tres formas de enzima arabinasa (EC 3.2.1.99):
la arabinosidasa A, que degrada los oligbmeros de arabinanos a
mondémeros, la arabinosidasa B, que degrada el arabinano para dar una
cadena lineal y la endo-arabinasa, que hidroliza al azar la cadena lineal,
rompiéndola en oligdmeros para que la arabinasa A pueda actuar sobre
ellos (Parley, 1997).

También se pueden ver implicadas en la degradacion de la
hemicelulosa la endo- y la exo-galactanasa (EC 3.2.1.164 y EC
3.2.1.145). La endo-galactanasa actia rompiendo uniones B-(1-26)

{Brillouet et al., 1991; Okemoto et al., 2003), mientras que la exo-

galactanasa actua sobre la cadena de galactano rompiendo uniones de
tipo p-(1=>3) (Pellerin y Brillouet, 1994).

La endo-glucanasa (EC 3.2.1.6) corta los enlaces B-(1->3 y 4)-D-
glucosilo de los XGs. Este enzima puede intervenir en el ablandamiento

de algunos frutos durante la maduraciéon (Redgwell et al., 1990). Se ha
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observado que el reblandecimiento en las primera etapas de Ia
maduracion de frutos, tales como tomate, aguacate, melon y kiwi, se debe
principalmente a la despolimerizaciéon de los xiloglucanos (McCollum et
al., 1989; O'Donoghue y Huber, 1992; Sakurai y Nevins, 1993; Gallego y
Zarra, 1997; Sakurai y Nevins, 1997).

2.2.2.3. Celulasas [(EC 3.2.1.4).

La celulosa es abundante en las paredes primaria y secundaria. Su
degradacion es debida a un complejo enzimatico que engloba enzimas
con diferentes actividades. Este sistema de enzimas esta formado por la

glucanasa (endo- y exo-) ¥ la celobiasa (B-glucosidasa).

La celobiasa degrada la celobiosa en dos moléculas de glucosa.

Este enzima inhibe la actividad de la endo y la exo-glucanasa.

Las celulasas van a disminuir la cohesion de las fibras de celulosa
cerca de la lamina media, lo que originara un descenso en la densidad de
las estructuras de esta region de la pared celular (Amrani-Joutei et al.,
2003). Asi mismo, Carrillo-Lopez et al. (2002) observaron que la
degradacion de la pared celular primaria estaba correlacionada con el
aumento de la actividad celulasa, resultado coincidente con los estudios
de Crookes y Grierson (1983) sobre maduracion en tomate. La actividad
celulasa, ademas, puede verse favorecida por la presencia de ofras
actvidades enzimaticas, tales como poligalacturonasas y hemicelulasas,

ya que se ha descrito un efecto sinérgico entre éstas (James et al., 1999).

2.2.2.4. Otros enzimas.

2.2.2.4.1. a-y p-galactosidasa (EC 3.2.1.22 yEC 3.2.1.23).

La a- y B-galactosidasa van a catalizar la ruptura de enlaces a- y B-

(1-—>4) de la galactosa respectivamente.

La da-galactosidasa es un enzima con accidoh exo. Los sitios de

accién de este enzima podrian ser los ramnogalacturonanos tipo-ll {Doco
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y Brillouet, 1993; Brownleader et al., 1999), los galactoglucomananos
(Fernandes-Bolafios et al., 1995) y los galactomananos (Fry, 1995; Nunan
et al., 1998); ya que todos ellos contienen residuos a-(1—>4)-galactosa. El
papel de la d-galactosidasa en el reblandecimiento de la pared celular no
esta muy claro, aunque se ha demostrado su presencia en la pared
celular. Ortega-Regules (2006) observd un aumento en la concentracion
de la actividad de este enzima durante la maduracion de uvas tintas,
resultado coincidente con Kang y Lee (2001), detectando Unicamente dos
actividades enzimaticas mas (B-galactosidasa y PE) que permanecieron
constantes durante todo el periodo de maduracién. Sin embargo, otros
autores describen un descenso en los niveles de la d-galactosidasa a

partir del envero (Barnavon et al., 2000; Nunan et al., 2001).

La p-galactosidasa también es un enzima con accién exo-, por lo
que elimina residuos de p-galactosa a parir de los polisacaridos de la
pared celular, ramnogalacturonanos tipo-l y xiloglucanos (Fry, 1995). Esto
se traduce en la pérdida de galactosa de las paredes celulares durante la
maduracién. Se ha descrito un aumento de la actividad p-galactosidasa
durante la maduracion de frutas (John y Dey, 1986; Seymour y Gros,
1996; Ketsa et al., 1998). Algunos autores opinan que este enzima es
responsable del reblandecimiento de cietos frutos en mayor medida que
la PG y PE (Lazan et al., 1995; Mohd Ali et al., 1995) y que es el que
actua en las primeras etapas del ablandamiento {Carrington y Pressey,
19986).

La galactosidasa también puede actuar sobre residuos de

galactosa en las glicoproteinas extensinas (Fry, 1995).
2.2,2.4.2. Proteasas {EC 3.4).

Las paredes celulares de las plantas pueden contener alrededor
del 10% de proteina (Zarra y Revilla, 1993). La naturaleza de las
proteinas de la pared celular es muy variada, asi como su funcion.
Exceptuando las proteinas ricas en glicina, las proteinas asociadas a la

pared celular de las plantas estan glicosiladas y contienen hidroxiprolina.
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La mayoria estan formando enlaces en las paredes celulares y parecen
tener funciones estructurales, aunque también participen en la

morfogénesis (Cassab, 1998).

Las proteasas pueden ser inductoras de estrés en las proteinas de
la pared celular y pueden ser responsables, en parte, de la integridad de
la pared, incrementandose su actividad durante la maduracién de algunos

frutos como el tomate (Barka et al., 2000; Imam y Snell, 1987).

Matsuda et al. (1985) y Monk et al. {(1983) observaron que durante
la degradacion de la estructura de la pared celular se liberaban varios
polipéptidos debido a la accion del enzima degradante lisina o autolisina,
mientras que otras proteasas conocidas tales como la pepsina, la papaina
y la tripsina no mostraban tener influencia en esta degradacion (Imam y
Snell, 1987).

Se ha demostrado que la extensina, componente de la pared
celular, puede llevar a cabo entrecruzamiento consigo misma catalizado
por la peroxidasa en la pared celular (Brownleader y Dey, 1993;
Brownleader et al., 1995; Dey et al., 1997). El papel de la extensina y de
la extensina peroxidasa en la maduracion de los frutos no se ha
investigado a fondo (Brownleader et al., 1999). Asi mismo, se ha
estudiado que l|la expansina puede inducir la rotura de puentes de

hidrogeno entre la celulosa y los xiloglucanos (Brownleader et al., 1999).

2.2.3. EL USO DE ENZIMAS COMERCIALES EN ENOLOGIA.

Los enzimas son catalizadores bioldégicos ampliamente utilizados
en la industria alimentaria y de bebidas. Desde comienzo de los afios
1950, los enzimas de tipo pectinasas han sido empleados en el procesado
de frutas para la obtencion de zumo. Estos enzimas proporcionan mayor
rendimiento en la extraccion, también clarifican el zumo, reducen la
viscosidad y mejoran la filtracién del producto. Los preparados pectoliticos
también han sido utilizados en la elaboracién de vino desde comienzos de

1970, sobre todo para conseguir un mayor rendimiento del mosto en el
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estrujado de la uva y facilitar su clarificacién (Ough y Crowell, 1979; Felix
y Villettaz, 1983; Capdeboscq et al., 1994). Mas recientemente, el uso de
enzimas en enologia se ha diversificado, empleandose para fines mas
concretos, como la extraccion de color en vinificaciones en finto y de
aromas en blanco (Gil y Vallés, 2001; Pérez-Magarifio y Gonzalez-San
José, 2001; Canal-Llaubéres y Pouns, 2002; Castro-Vazquez et al., 2002;
Clare et al., 2002; Bautista-Onin et al., 2005; Sacchi et al., 2005; Kelebec
et al., 2007).

La adicién de pectinasas exdgenas suele ser beneficiosa, porque
aunque se encuentran de forma natural en los frutos, su actividad natural
€s menor que la necesaria para hidrolizar toda la pectina del mosto (Felix
y Villettaz, 1983). La mayoria de los preparados comerciales enzimaticos
que se utilizan en la elaboracién del vino, contienen actividad PE y endo-
PG y pueden contener también PL y proteasas. Recientemente, las
empresas fabricantes de enzimas han modificado los preparados de
pectinasas, adicionando pequefias cantidades de celulasas vy
hemicelulasas, para conseguir asi una mayor ruptura de las células y de
la estructura del fruto (Plank y Zent, 1993). Estos sistemas enzimaticos de
maceracion han mejorado las propiedades para el procesado de la uva
{(Harbord et al., 1990).

2.2.3.1. PRODUCCION DE PREPARADOS ENZIMATICOS PARA
ENOLOGIA.

Las preparaciones enzimaticas son producidas por algunas cepas
de  microorganismos, generalmente hongos, no modificados
genéticamente, y contienen numerosas actividades enzimaticas. Las
cepas normalmente utilizadas son Aspergiius niger y [richoderma
harzianum, debido a la facilidad para obtener pectinasas y glucanasas,
respectivamente, de estos hongos. Estas especies son reconocidas como
G.R.A.S. (generalmente reconocidas como seguras) y su uso esta

aceptado por la Organizacién Internacional de la Vifla y el Vino (O.1.V.).

48



Introduccion

Las preparaciones enzimaticas son material extracelular que se
produce generalmente por fermentacién, donde las cepas seleccionadas
son cultivadas sobre sustratos agricolas, tales como harina de soja o
almidén de patata. El método mas comunmente utilizado es el cultivo en
inmersion en el medio (Canal Llaubéres, 2002). El resultado de la
fermentacidbn es una preparacion enzimatica que contiene diferentes
actividades. Después de la fermentacion, las actividades enzimaticas
deseadas se recuperan y purifican, aunque estos preparados contendran
también actividades secundarias. El ratio entre la actividad enzimatica
principal y las llamadas secundarias definira el valor del preparado para

una aplicacion en concreto {(Canal Llaubéres, 1993).

El espectro enzimatico de cada preparacion va a depender de la
cepa, del medio y de las condiciones de cultivo, que son especificas para
cada productor, por lo que estas actividades pueden variar ampliamente
entre los fabricantes {(Neubeek, 1975; Palacios et al., 2003). Para la
obtencién de preparados que contengan una Unica actividad enzimatica
es necesario el uso de microorganismos modificados genéticamente,
donde se pueda mejorar o inhibir la expresion de genes de enzimas
paticulares (Woragen y Van den Broek, 1991; Canal Llaubéres, 2003).
Estos preparados, usualmente contienen, ademas de la actividad
pectolitica, otras como (glicosidasas, proteasas, hemicelulasas vy
celulasas, que refuerzan la accién de las pectinasas. A la diversidad de
actividades enzimaticas presentes en los preparados comerciales se le
suma que, en la mayoria de los casos, la medida de esta actividad viene
expresada en unidades propias de cada fabricante, lo que puede generar

una gran confusion entre los usuarios de estos productos.
2.2.3.2. ENZIMAS PARA LA EXTRACCION DE COLOR.

La extraccion de los compuestos fendlicos va a depender, debido a
su localizacion, de la degradacion de la pared celular, como se ha
comentado anteriormente. Esto supone que el uso de enzimas

pectoliticos que degraden la pared celular de la piel de la uva, podria
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favorecer la solubilizacién de antocianos y taninos. Se ha estudiado, por
tanto, el desarrollo de mezclas complejas de enzimas que ayuden a una
rotura mas completa de los polisacaridos estructurales de la pared celular,
para conseguir un aumento en la extraccion de color durante |a
vinificacion (Parley, 1997; Gil y Vallés, 2001; Clare et al., 2002). Estos
enzimas macerativos podrian incluso modificar la estabilidad, el gusto vy la
estructura de los vinos tintos, debido a que no sélo los antocianos van a
ser extraidos de las pieles, si no también taninos ligados a las paredes
celulares, como resultado de la accion de celulasas y hemicelulasas.
Estos taninos pueden ayudar a estabilizar el color del vino y a incrementar

las sensaciones en boca (Canal-Llaubéres y Pouns, 2002).

Desde que se propuso el uso de preparados comerciales
enzimaticos para mejorar el color del vino se han llevado a cabo
numerosas investigaciones en este campo, que no han sido concluyentes.
A pesar de las expectativas iniciales, se han obtenido resultados
contradictorios (Pardo et al., 1999; Watson et al., 1999; Delteil, 2000b;
Canal-Llaubéres y Pouns, 2002; Revilla y Gonzalez-San José, 2002a y b).
Estas contradicciones se han atribuido a la diferente naturaleza y
actividades de los preparados comerciales enzimaticos, y a la presencia
de algunas actividades secundarias (como la f-glucosidasa o la fenol
esterasa) en dichos preparados. Ough et al. (1975) observaron que el uso
de pectinasas producia una extraccién mas rapida de los compuestos
fendlicos y que se requeria un tiempo de contacto menor {20%) para
alcanzar el mismo color que en el vino control. Otros estudios también
han mostrado que los enzimas de maceracion promueven la extraccidn
del color y mejora la calidad del vino tinto (Ough y Berg, 1974; Ough ¥y
Crowell, 1979; Felix y Villettaz, 1983; Zent e Inama, 1992). Sacchi et al.
(2005) obtuvo un aumento en la extraccion de antocianos, taninos
poliméricos y aromas varietales (especialmente norisoprenoides),
mejorandose la intensidad de color, la estructura tanica y la calidad
sensorial de los vinos tratados enzimaticamente. Pero los resultados que

se han encontrado referentes a la utilizacion de estos preparados
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comerciales para la extraccién de color de las uvas no siempre han sido
totalmente positivos. Asi, Alvarez et al. (2005) observaron que el uso de
enzimas comerciales de extraccion durante la maceracion solamente
generaba pequefios incrementos en el color ¥y en la concentracién de
compuestos fendlicos, afectando adversamente a cientas caracteristicas
sensoriales, como la astringencia y el amargor, que aumentaban. Zimman
et al. (2002) encontrd6 que la aplicacion de enzimas macerativos
incrementaba la cantidad de proantocianidinas en el vino, pero no la
intensidad de color. Bautista-Ontin et al. (2005 y 2006) también estudio la
aplicacion de enzimas en la vinificacion de uvas Monastrell obteniendo
resultados contradictorios. En la campafia 2002 se mejoraban las
caracteristicas de los vinos al ufilizar los enzimas, mientras que en el
2003 no se encontraron diferencias entre el control y los vinos tratados.
Haight v Gump (1994) observaron un incremento en el color de los vinos
tratados con enzimas, pero sin mostrar diferencias significativas respecto
el vino control. Otros autores encontraron que los enzimas de maceracion
pueden incluso causar una disminucion en el contenido de antocianos y
en el color del vino (Wightman y Wrolstad, 1995; Wightman et al., 1997).
Parte de los resultados negativos han sido atribuidos a la presencia de

actividad p-glucosidasa en los preparados comerciales.

La actividad B-glucosidasa fue identificada en extractos enzimaticos
de Aspergillus por Huang (1955), quien encontré que tenia un efecto de
decoloracion sobre los pigmentos extraidos de varios frutos, incluida la
uva. La decoloracién es debida a la hidrélisis enzimatica de la glucosa de
los antocianos. La p-glucosidasa ha sido encontrada en los preparados
enzimaticos en numerosas ocasiones (McCleary y Harrington, 1988;
Marino et al., 1994; Wightman y \Wrolstad, 1995; Wightman y Wrolstad,
1996).

El efecto de otra actividad secundaria, la cinamil esterasa (o fenol
esterasa), sobre el color del vino tinto ha recibido poca atencién, pero
podria ser importante. Su presencia es detectada normalmente por una

disminucién de los ésteres de los acidos hidroxicinamicos con Aacido
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tartarico de la uva, acomparfiado por el incremento de sus respectivos
acidos libres (Wightman et al., 1997). La conversion del acido caftarico en
acido cafeico en el mosto podria influir en la pérdida de antocianos por
oxidacion (Sarni et al., 1995), ya que la desesterificaciéon incrementa la
actividad de la polifenol oxidasa (Gunata et al., 1987). Un segundo efecto
importante de la produccién de acidos hidroxicinamicos libres tales como
el p-cumarico y ferdlico, es que son sustratos para la formacion de etil y
vinil-fenoles, los cuales pueden tener dos efectos contrapuestos. Por un
lado pueden perjudicar el aroma de los vinos por ser substratos para la
formacion de vinil-fenoles, pero también pueden formar polimeros
condensados con l|a malvidina, contribuyendo de esta manera a

estabilizar el color del vino (Fulcrand et al., 2006).

La actividad de los enzimas de maceracion es menor en mostos
con bajos valores de pH y a bajas temperaturas (Palacios et al., 2003).
Asi mismo, su actividad se ve afectada durante la vinificacion, viéndose
inhibidas por el incremento en el contenido de etanol durante la
fermentacion y por el aumento de los niveles de los compuestos fendlicos.
Los enzimas son proteinas y se pueden enlazar y precipitar con taninos
extraidos durante el proceso de maceracion. Otro factor a tener en cuenta
cuando se utilizan estos enzimas es la concentracion a la cual se aplican.
Muestras de vinos de Bulgaria tratados con dosis de pectinasas del 0,3%,
mostraron un 18% mas de color que el vino control, mientras que los
tratados con un 0,7% mostraron un 60% menos de color que el vino
control {Neubeek, 1975). Sin embargo, Revilla y Gonzalez San-José
(2003b) no encontraron grandes diferencias en los parametros cromaticos
de los vinos cuando aplicaban la dosis minima y maxima fijjada por el

fabricante de los preparados enzimaticos.

Estas contradicciones mantienen abiero el interés sobre Ila
investigacion de los efectos de los enzimas de maceracion en distintas
condiciones de elaboracion, y su papel en la degradaciéon de las células

de los hollejos.
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL.

El protocolo experimental contemplé tanto el estudio de la
extraccién de los compuestos fendlicos de la uva al vino en diferentes
variedades, como el empleo de enzimas macerativos en vinificaciones en
tinto para facilitar esta extraccién, probandose estos enzimas en distintas
situaciones de elaboracidon para una posible optimizacién de su uso. Asi
mismo, se estudid la composicion y estructura de las paredes celulares de

los orujos al finalizar la maceracion de los vinos.

El estudio se realizé durante tres campafas consecutivas: 2003-
2004, 2004-2005 y 2005-2006.

3.1.1. CAMPANA 2003-2004.

En esta camparia se llevé a cabo un estudio de la extractabilidad
de los compuestos fendlicos de la uva al vino de diferentes variedades de

Lva.

Las variedades de uva tinta que se estudiaron fueron Monastrell,
como variedad predominante en las tres Denominaciones de Origen de la
Region de Murcia, en dos localizaciones distintas (Jumilla y Bullas), y
Cabernet Sauvignon, Syrah y Merlot (Jumilla), como variedades que se

estan introduciendo en la regién como mejorantes de Monastrell.

Se realizaron microvinificaciones de 100 kg de uva de todas las
variedades, por triplicado. La elaboracion se condujo de acuerdo a las
costumbres de las Denominaciones de Origen de la Regién de Murcia,
prensandose al finalizar el periodo de maceracién. Los vinos se

estabilizaron por frio y se embotellaron.

Asi mismo, se tomaron muestras de los orujos en el momento del

prensado, para su posterior estudio.
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En el momento de la vendimia, se determinaron los parametros de
maduracién de la uva, tanto los clasicos como los fendlicos, y el perfil

antocianico de las pieles de las uvas.

Posteriormente, al final del periodo de maceracion de las
vinificaciones, 15 dias, se tomaron muestras de los vinos elaborados. Se
controlaron la intensidad de color y tono, antocianos totales e indice de
polifenoles totales, parametros de copigmentacion, taninos totales y perfil
antocianico de los vinos. Estos analisis también se realizaron al final de la
fermentacion alcohodlica y de la malolactica, en el momento del
embotellado y durante el periodo de almacenamiento del vino. Asi mismo,

se determinaron las caracteristicas sensoriales de los vinos.

A padir de las paredes celulares de los orujos obtenidos tras el
prensado de la masa de vinificacién, se aislaron los polisacaridos
estructurales de la pared celular de la piel de la uva. Cada una de las
fracciones se caracterizd, analizandose su composicion y estructura
mediante determinacion del contenido en acidos urdnicos, azucares
neutros, grado de esterificacion, proteinas y compuestos fendlicos unidos
covalentemente a los polisacaridos. Ademas, se determindé el peril

antocianico remanente en estos orujos tras la vinificacion.

Se realizd también un estudio de la dinamica de extraccion de los
compuestos fenélicos al vino. Para ello se realizé una vinificaciéon de 1000
kg de uva Monastrell, muestreandose tanto el mosto-vino, como los orujos
durante el periodo de maceracion. Se tuvo que llevar a cabo una
vinificacién mayor, en este estudio, para evitar el efecto de dilucidén que
podria suponer el retirar una parte de la masa de vinificacion durante la

maceracion.

Se estudiaron los parametros cromaticos en el vino durante la
maceracion, asi como la estructura y composicion de la pared celular de

los orujos en este periodo.
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3.1.2. CAMPANA 2004-2005.

Durante esta campanfa, se estudidé el efecto de seis preparados
enzimaticos comerciales para la extraccion de color en la elaboracién de

vinos de la variedad Monastrell.

Los preparados enzimaticos para extraccion de color en
vinificaciones en tinto que se estudiaron fueron: E1: Rapidase Ex Color
(DSM, Servian, Francia), E2: Lafase He Grand Cru (Laffort cenologie,
Burdeos, Francia), E3: Vinozym Vintage FCE (Novozymes, Dittingen,
Switzerland), E4: Vinoflow {(Novozymes, Dittingen, Suiza), E5: Endozym
Rouge (Pascal Biotech, Paris, Francia) y E6: Endozym 10 ICS (Pascal

Biotech, Paris, Francia).

Estos enzimas comerciales se caracterizaron, determinandose la
presencia de las siguientes actividades enzimaticas: poligalacturonasa
total y endo-poligalacturonasa (PG total ¥y endoPG), celulasa, xilanasa,
galactanasa, pectato y pectin liasa, pectin mefilesterasa, u-galactosidasa,

p-galactosidasa, B-glucosidasa y proteasa.

Asi mismo, se realizdé un experimento de maceracion de las pieles
de la uva en una solucidn modelo, con adicién de los enzimas a altas
concentraciones, monitorizandose cada dos horas el aumenio en la

intensidad de color de las muestras.

Para el estudio del efecto de estos enzimas en vinificacion, se
llevaron a cabo, por triplicado, seis vinificaciones con adicién de los seis
preparados comerciales distintos y una vinificacion testigo sin adicion de
enzima. La dosis de enzima fue de 3 g/hL de vino, adicionandose estos

en el momento del encubado de la masa de vinificacidn.

Los parametros cromaticos de los vinos se controlaron tanto
durante la elaboracion, como una vez embotellados, al igual que los

analisis sensoriales.
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Se aislaron y caracterizaron las paredes celulares de los orujos tras

el prensado como se detalla para la campafia anterior.
3.1.3. CAMPANA 2005-2006.

En esta campafia se estudio la aplicacion de un enzima extractor

de color en diferentes situaciones de vinificacién.

El preparado enzimatico que se utilizé fue Lafase He Grand Cru
{Laffort cenologie, Burdeos, Francia), caracterizandose sus actividades
enzimaticas de igual modo que la campafia anterior. La dosis de enzima

adicionada en la elaboracion fue de 3 g/hL de vino.

3.1.3.1. Efecto del tiempo de maceracidn.

Se realizaron vinificaciones de 100 kg de uva de la variedad
Monastrell, por triplicado, variando el tiempo de maceracion {5, 10 y 15
dias). Para cada tiempo de maceraciéon hubo dos elaboraciones distintas,
una con adicidon del preparado enzimatico para la extraccion de color y

una elaboracion testigo sin adicion de enzima.

3.1.3.2. Efecto del qrado de madurez de las uvas.

Se comprobd el efecto del enzima macerativo en uvas de
Monastrell con distinto grado de maduracion {12, 13,5 y 15 °Be) y en uvas
con similar grado de madurez tecnologica pero distinta madurez fenodlica
Uva A: 13 "Be e indice de extractabilidad de 44 y Uva B: 13,5 "Be e
indice de extractabilidad de 28). Para ello se vinificaron, por triplicado,
uvas de la variedad Monastrell con las caracteristicas descritas,
llevandose a cabo una elaboracién con adicién de enzima y otra testigo

sin adicion de éste.

En los vinos, se determinaron todos los parametros cromaticos
anteriormente  descritos, tanto durante la elaboracion, como

posteriormente durante el almacenamiento.
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Asi mismo, también se aislaron y caracterizaron las paredes
celulares de los orujos de todas las elaboraciones anteriormente

descritas.
3.2. MATERIAL VEGETAL.

Las variedades de uva tinta (Vitis vinffera L) que se estudiaron
durante el afio 2003 fueron Monastrell, como variedad predominante en
las tres Denominaciones de Origen de la Region de Murcia, y Cabernet
Sauvignon, Syrah y Merlot como variedades que se estan introduciendo
en la Region como mejorantes de Monastrell. Estas variedades se
encontraban localizadas en una finca experimental de la Consejeria de
Agricultura, Agua y Medio Ambiente de la Comunidad Auténoma de la
Region de Murcia, en el paraje de la Cafiada del Judio, en Jumilla. El

sistema de conduccion era en espaldera y el riego por goteo.

Asimismo, se estudiaron uvas de la variedad Monastrell cultivadas
en distintas condiciones edafoclimaticas y de cultivo. Para ello se eligieron
varias parcelas de Monastrell cultivadas en secano y en sistema de vaso,
una situada en el término municipal de Jumilla perteneciente a la bodega
Casa Castillo, otra en el de Bullas ubicada en la Finca Carrascalejo y la

Ultima en Avilés (Lorca).

Durante el afio 2004 y 2005, la uva seleccionada para el estudio
fue Monastrell situada en la parcela de Jumilla, perteneciente a la bodega
Casa Castillo, con conduccién en vaso y en secano, debido a sus mejores

caracteristicas cualitativas.
3.3. CONTROL DEL GRADO DE MADURACION DE LA UVA.

Se realizé un control de maduracion de la uva en el momento de la

vendimia, por triplicado.

Latoma de muestras se llevo a cabo a primera hora de la mafiana.
El muestreo fue aleatorio, eligiéndose unas cincuenta vifias por parcela

elemental. De cada planta se cortaron dos grupos de bayas (5-6 granos)
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de distintas parntes del racimo, asi como con diferente orientacién dentro
de la cepa. Las muestras se trasladaron inmediatamente al laboratorio

para su procesado.
3.3.1. OBTENCION DEL MOSTO.

Las muestras, de aproximadamente 300 granos, se prepararon en
el laboratorio, eligiendo los granos mas representativos de la muestra
recogida en la parcela, eliminando los mas pequefios, los mas grandes,
los mas maduros y los mas verdes. Los granos se contaron y se pesaron

con el fin de obtener el peso medio del grano.

El mosto se obtuvo por trituracibn de la muestra usando una
batidora Robot coupe modelo Gt 550 (Robot coupe, Montceau Les Mines,
Francia). E| proceso dura dos minutos a una velocidad media que asegura
la trituracién evitando la ruptura de las pepitas. A continuacién, la muestra
se centrifugd 15 minutos a 4500 rpm con una centrifuga JP Selecta
modelo Meditronic-BL (JP Selecta, Barcelona, Espafia), con el fin de

obtener un mosto limpio y transparente para la realizacion de los analisis.
3.3.2. MADUREZ TECNOLOGICA DE LA UVA.

A partir del mosto centrifugado obtenido directamente a partir del
triturado de la uva, se llevaron a cabo analisis de madurez clasicos: grado

Brix, pH, acidez total.
3.3.2.1. Grado Brix.

El grado Brix se obtuvo utilizando un refractémetro digital ATAGO
modelo PR-101 (ATAGO, WA, USA), con correccidn incorporada de
temperatura, ajustando el cero con agua destilada. A partir del grado Brix

se calculan por tablas los valores de grado Baumé y azlucares en g/lL.
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3.3.2.2. pH.

El wvalor de pH se midié siguiendo el método oficial CEE,
reglamento N® 2676/90, con un valorador automatico Metrohm modelo
686 (Metrohm, Herisau, Suiza).

3.3.2.3. Acidez total.

La acidez total se determind por valoracién potenciométrica segtn
el método oficial CEE, reglamento N® 2676/90, con un valorador
automatico Metrohm modelo 686 {(Metrohm, Herisau, Suiza). Los

resultados se expresan en g/L de acido tartarico.
3.3.3. MADUREZ POLIFENOLICA.

La madurez polifendlica se determindé mediante el método de Saint-
Cricq (Saint-Cricq et al., 1998), consistente en la extraccion de un modo
suave reproduciendo las condiciones industriales de maceracion (pH 3,6)
y en condiciones extremas (pH 1), de los polifenoles que contienen los
granos de uva. La diferencia entre ambos resultados indica la
extractabilidad de los compuestos fendlicos y, por tanto, refleja la

maduracion fendlica de la uva.

El procedimiento consiste en pesar dos fracciones de 25 g del
triturado de uva en vasos de precipitados de 250 mL. A uno de ellos se le
adicionan 25 mL de una disoluciéon a pH 1 (HCI 0,1 N) y al otro, 25 mL de
una disolucion a pH 3,6, (5 g de acido tartarico, 4,5 mL de NaOH al 32% vy
agua destilada hasta un volumen final de 1 L). Se deja macerar a
temperatura ambiente durante 4 h agitando cada 15 min. Transcurrido

este tiempo, se centrifuga a 4500 rpm durante 15 min.

En el sobrenadante centrifugado se determinan antocianos totales
a las muestras obtenidas a ambos pH y compuestos fendlicos totales
(CFT) en el extracto a pH 3,6.
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La concentracion de antocianos en la disoluciébn a pH 3.6
representa el potencial de antocianos faciimente extraibles de la uva
durante el proceso de vinificacion y los de la disolucion a pH 1

representan el potencial total de antocianos de la uva.

Los CFT a pH 3.6 representan la cantidad de compuestos fenélicos
de la uva que pueden ser extraidos facilmente durante el proceso de

vinificacion.

A parir de estos parametros se calculan el indice de madurez
celular, también llamado extractabilidad de los antocianos (EA) ¥ el indice

de madurez de las pepitas (Mp).
EA (%) = [(ApH 1 - ApH 3,6)/ApH 1]°100
Mp (%) = [(CFTpH 3,6 — ApH 3,6 40 /1000) / CFTpH 3,6]"100
3.3.3.1. Antocianos totales.

El valor de los antocianos totales se midid mediante la adicién de
0.5 mL de mosto a 20 mL de HCI 0,1 N, transcurridos 30 min se lee el

valor de la absorbancia a 520 nm (Cayla et al., 2002).
Antocianos (mgfL) = Az 7 22,76 T dilucion
3.3.3.2. Compuestos fendlicos totales {CFT).

Los CFT se determinaron a partir de una muestra de mosto diluida
101 veces con agua destilada. El valor de los CFT se obtiene mediante la

lectura de la absorbancia a 280 nm.
CFT =A™ 101

3.3.4. DETERMINACION DE ANTOCIANOS EN EL HOLLEJO DE LA
UVA.

En el momento de preparacion de la muestra de uva para la

determinacién de la madurez también se tomdé una muestra para la
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determinacién de los antocianos en el hollejo. La muestra, unos 50 granos

de uva, se congeld a -20°C para su posterior analisis.

Las uvas congeladas se pelaron con la ayuda de un bisturi,
colocando los hollejos sobre un papel absorbente para eliminar el exceso
de humedad. Se pesaron aproximadamente 5 g de hollejos en un tubo
con cierre hermético y se afiadieron 50 mL de metanol. El tubo se
mantuvo en una placa de agitacion a 150 rpm, a temperatura ambiente
durante 14 h. El extracto obtenido se filtré a través de un filtro de nylon de

0,45 um vy se analizé por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

La separacion de los antoncianos se realizé en un cromatografo
Waters modelo 2690 (\Waters, PA, USA) equipado con un detector diodo-
array Waters 996. Se empled una columna C-18 de fase reversa de 25 x
0.4 cm, LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Darmstadt, Alemania) de 5 um
de tamafio de particula. Se inyectaron 20 pL de muestra y el analisis se
llevé a cabo a temperatura ambiente. La separaciéon se desarrolld en
gradiente utilizando una mezcla de acetonitrilo y acido férmico al 4,5 %
coh un flujo de 1,5 mL/min {Tabla 3.3.1).

La adquisicién y procesamiento de la informacion cromatografica

se |llevd a cabo con el sistema Millennium®.

Tabla 3.3.1. Condiciones de analisis para la separacion de antocianos por
HPLC.

Tiempo (min}) % Acetonitrilo % Acido férmico

0 10 90
10 10 90
25 15 85
65 21 79
68 21 79
73 100 0
76 10 90
80 10 90
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La identificacién de los compuestos se realizé por comparacion de
sus espectros con los encontrados en la literatura. La identificacion se
confirmd mediante HPLC-MS, en un cromatégrafo liquido acoplado a un
detector de masas LC-MSD-Trap VL0L-01036 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania), equipado con un sistema de ionizacién por
electrospray (ESI). La elucidon se realizé bajo las mismas condiciones de
elucion descritas para la cuantificacion en HPLC, con un flujo de 1
mL/min. La temperatura del capilar y el voltaje se mantuvieron a 350°C y
4 k¥, respectivamente. Los espectros de masas se registran en el
intervalo de m/z 100 a m/z 800 y son adquiridos en modo de ionizacién

positivo y negativo.

Los antocianos se cuantificaron a 520 nm como malvidin-3-
glucésido, utilizando como patrén externo cloruro de malvidin-3-glucésido
{(Extrasynthese, Genay, Francia) (Cacho et al., 1992). Los resultados son
expresados en mg de malvidina por peso fresco de hollejo, mg de

malvidina por baya y/o mg de malvidina por kg de uva.

3.4. VINIFICACIONES.

En todas las campafias y para los distintos estudios a realizar, se
realizaron microvinificaciones de 100 kg de uva, por triplicado. Para el
estudio de la dinamica de extraccion de antocianos durante Ila

maceracion, se realizd una vinificacién de 1000 kg de la uva Monastrell.

La uva se vendimié de forma manual en cajas de 20 kg, siendo
transportada rapidamente a la bodega experimental de Jumilla. Se
controlé el peso y se introdujo en la camara frigorifica durante una noche

para que el inicio de la maceracion tuviera lugar a baja temperatura.

La elaboracion se condujo de acuerdo a las costumbres de las
Denominaciones de Origen de la Regidon de Murcia. La uva se despalillo y
estrujo, afiadiéndole SO; a razén de 8 g por cada 100 kg de uva. La pasta
de cada una de las distintas elaboraciones se encubd durante 24 horas en

un depdsito grande, tras lo cual se procedié a su reparto en depdsitos de
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100 kg, para intentar asi homogeneizar en lo posible la masa de
vinificacion. En este momento se tomdé una muestra de mosto y se
procedié a analizar el pH, la acidez total, el grado Baumé y los acidos
malico y tartarico. Dependiendo de los resultados de acidez total y pH
obtenidos se procedio a la correccion de acidez con acido tartarico hasta
5,5 g/L y a la adicién del pie de cuba, Fermirouge (Gist-Brocades, Seclin,

Francia), en una dosis de 20 g/hL.

La temperatura de fermentaciéon se controlé entre 23 y 28°C,
realizandose medidas de temperatura y densidad del mosto dos veces al
dia. Se llevaron a cabo dos removidos diarios del depdsito para favorecer
la maceracién, que tuvo una duracién de 15 dias, prensandose al finalizar

este periodo hasta un rendimiento del 65%.

Finalizada la fermentacion alcohdlica tiene lugar la fermentacion
malolactica, durante la cual se controlé la temperatura para que ésta no
bajase de los 18°C. Ademas, se realizaron de 1 a 3 trasiegos, en funcién
de la formacion de SH: en los depdsitos, manteniendo siempre el espacio

de cabeza con CO; para evitar posibles oxidaciones en el vino.

Concluida la fermentacion malolactica, los vinos se trasegaron, se
adiciond S0O: y a continuacién se estabilizaron a —3°C. Tras el proceso de
estabilizacion por frio, los vinos fueron embotellados y conservados en el

sotano de la bodega a una temperatura constante de 15°C.

3.5. METODOS DE ANALISIS EN EL VINO.

3.5.1. DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS.

En el mosto-vino, previamente centrifugado y exento de CO,
durante el proceso de elaboracién y en el vino terminado se analizaron la
intensidad de color, tono, parametros CIELab, antocianos totales,
compuestos fendlicos totales y parametros de copigmentacién. Las
medidas se realizaron en un espectrofotometro UV Avisible Shimadzu

modelo 1603PC (Shimadzu, Duisburg, Alemania) y los resultados se
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refieren a celdas de 1 cm de paso optico. El pH del vino fue ajustado a pH
3,6 antes de realizar todas las determinaciones, excepto para el analisis

del contenido en antocianos totales y en compuestos fendlicos totales.

Los métodos utilizados para la determinacion del contenido en
antocianos totales y en compuestos fendlicos totales fueron los mismos

que los descritos para el mosto (apartado 3.3.3).

3.59.1.1. Intensidad de color y tono.

El walor de la intensidad de <color se determind
espectrofotométricamente mediante la suma de las absorbancias a 620
{componente azul), 520 (componente roja) y 420 nm (componente
amarilla) del mosto sin diluir utilizando cubetas de 0,2 cm de paso optico
{Glories, 1978).

IC = Agzo +Aszo + Aamp

El tono se calcula como el cociente entre las absorbancias a 520 y
420 nm (Sudraud, 1958).

Tono = f:\5z[;| J"A.qz[)
3.5.1.2. Parametros CIELab.

Los parametros CIELab se obtuvieron espectrofotométricamente
mediante la medida de la absorbancia en un intervalo de longitudes de
onda comprendido entre 380 y 780 nm, con celdas de 0,2 cm de espesor
y referidas a un observador de 10°, e iluminante D65. Para ello el
espectrofotdmetro estaba conectado a un ordenador con un programa
especifico de color que realiza el calculo directo de los parametros
CIELabL", a",b", C"y H.

3.5.1.3. Parametros de copigmentacion.

El calculo de los parametros de copigmentacion se llevé a cabo

siguiendo el método descrito por Levengood y Boulton (2004). Para la
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obtencién de estos parametros es necesaria la determinaciéon de varias

medidas espectrofotométricas:

Aszy Y Aqgg: La preparacion de la muestra es igual para la obtencién
de estos dos valores. En un vaso de precipitados de 150 mL se
afadieron 50 mL de agua a 0,5 mL de muestra de vino. Se agité y se
midié la absorbancia en cubetas de 1 cm de paso éptico a 280 y 365

nm, respectivamente.

En el vino previamente ajustado a pH 3,6 se determiné:

A.co. Se adicionaron 20 UL de acetaldehido al 10% a 2 mL de la
muestra de vino, agitandose inmediatamente. Después de 45 min, se
midid la absorbancia a 520 nm eh celdas de 0,1 cm de espesor. La

medida se expresa referida a cubetas de 1 cm de paso dptico.

Asp En un tubo de 10 mL se mezclaron 200 pL de vino y 3.8 mL de
vino sintético (24 mL de etanol absoluto, 176 mL de agua destilada y
0.5 g de bitartrato pétasico, ajustando el pH a 3,6). Se agitd y a los 10
min se midid la absorbancia a 520 nm en cubetas de 1 cm de

espesor.

Asoz: 160 YL de SO; al 5% se afiadieron a 2 mL de muestra. Se agité
y tras 1 min se midié la absorbancia a 520 nm en cubetas de 0,2 cm

de paso oplico.

Con los resultados de estas analiticas se obtuvieron los siguientes

resultados:

Color del vino debido a antocianos copigmentados: C= Ayt — A

Antocianos totales: TA= A — A soe

Color debido a pigmentos poliméricos: Ep P= A sog

Estimacion del contenido en el factor flaconas: FC= Aqs
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Estimacion de fenoles totales (mondémeros y taninos): TP= Az

Fraccion de color debido a copigmentacion= (A.c.: —Ascs) { Aacet

Fraccién de color debido a antocianos libres= (A — Ascs) / Axcet

Fraccién de color debido a pigmentos poliméricos= Asos £ Axcet

3.5.1.4. Taninos totales.

La determinacién de taninos se realizé mediante el método descrito
por Harbertson et al. (2002). El ensayo se basa en la capacidad de los
taninos para precipitar proteinas en una disolucién de albumina de suero
bovino (BSA), redisolviendo el precipitado resultante y determinando la
cantidad de taninos mediante reacciébn con cloruro férrico. Este
procedimiento produce una muestra coloreada que puede ser cuantificada

mediante la lectura de la absorbancia a 510 nm.

La muestra se diluyd con un tampédn de etanol al 12% (viv) (1:1 en
el caso de los vinos analizados) y 5 g/L de bitartrato de potasio ajustado a
pH 3.3 con HCI. En un tubo de microcentrifuga se colocd 1 mL de tampdn
de albumina de suero bovino {(BSA) (acido acético 200 mM, 170 mM de
NaCl ajustado a pH 4.9 con NaOH y 1 mg/mL de BSA) y 500 uL del
extracto diluido, la mezcla se mantiene a temperatura ambiente durante
15 minutos en agitacion lenta. Después de la incubacidn, la muestra se
centrifugd en una microcentrifuga Heraeus modelo Biofuge pico (Heraeus
Instruments, Osterode, Alemania), 5 min a 13000 rpm para precipitar el
complejo tanino-proteina. El precipitado se lavé con 250 pL del mismo
tampon utilizado para disolver la BSA (acido acético 200 mM y NaCl 170
mM, ajustado a pH 4,9 con NaOH, sin BSA) y la muestra se volvio a
centrifugar durante 1 min a 13000 rpm para precipitar el complejo tanino-
proteina de nuevo. La disolucién de lavado se elimind y se afiadieron 2
mL de un tampdn que contiene trietanolamina (TEA) al 5% (vA) ¥

dodecilsulfato de sodio (SDS). El tubo se mantuvo a temperatura
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ambiente durante 10 min. Posteriormente, el tubo se agité en un vortex

hasta redisolver completamente el precipitado.

Como los vinos presentan una absorbancia base a 510 nm, la
muestra se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min después de
agitar y se midié la absorbancia base a 510 nm. Después de la lectura, se
afiadieron 125 pL de reactivo de cloruro férrico (FeCl; 10 mM en HCL
0,01 N) y después de 10 min se determind nuevamente la absorbancia a
510 nm. La absorbancia debida a los taninos se obtiene restando la

absorbancia base de la lectura final a 510 nm.

La adicion del reactivo de cloruro férrico y las lecturas de la
absorbancia se realizaron en un autoanalizador Systea modelo Easy
Chem Plus {(Analytical Technologies, Roma, Italia) utilizando tampén de

TEA como blanco.
3.5.2. DETERMINACION DEL PERFIL DE ANTOCIANOS POR HPLC.

Se realiza por inyeccion directa de la muestra {vino o mosto-vino)
previamente filtrada (filtro de nylon de 045 pm) en un cromatégrafo
liguido Waters 2690 (Waters, PA, USA), equipado con un detector diodo-
array Waters 996. La columna utilizada fue una Licrochart RP-C18 {(Merk,
Darmstadt, Alemania), 25 x 0,4 cm de 5 pm de tamafio de particula. El
volumen de la muestra inyectada fue de 20 UL y el analisis fue llevado a
temperatura ambiente. Los disolventes utilizados fueron acido formico al

4.5% y acetonitrilo, con un flujo de 1,5 mL/min.

Las condiciones de gradiente utilizadas y la identificacion vy
cuantificacion de los compuestos fueron los descritos en la determinacion

de los antocianos de los hollejos de la uva (3.3 4).
3.5.3. ANALISIS SENSORIAL.

Se llevo a cabo una cata descriptiva de perfil. Los atributos a
valorar fueron previamente fijados (Figura 3.5.1) y se le pididé a los

catadores que cuantificaran la magnitud de las caracteristicas del vino
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que se pretendia describir. Estas caracteristicas se dividieron en tres
grandes grupos que hacian referencia al color, al aroma y al gusto. El
panel de cata para este tipo de pruebas estaba formado por ocho

catadores experimentados, miembros de la Estacién Enolégica de Jumilla.

UNIVERSIDAD

DE MUFEREGCIA
DEPTO.DE TECHOLOGIA DE ALIMENTOS,
MUTRICIOM ¥ EROMATOLOGIA

Fafcwltad de Vererinaria

FECHA: CATADDR:
MUESTRA:

PUMTUARCION [de 0 a 10). & mayar sensac an mayor puntdac bn

COLOR! GUSTD
Puntuaclén Puntuaclén
NTENS DAD NTENS DAD
TONALDOAD CAL DAD[ARMON A)
AROMA : CUERPD
Puntuaclén ELQU LBR O
NTENS DAD PERS STENC 4
caL DaD M ARG DR
AFRUTADD A STR WGENC A
WEGETAL SEQUEDAD
CONF TURA ERDOOR
ESPEC aD0OS MaDUREZL
TOSTADDS

Dbhservacienes:

Campus Tawveeitauo de Bspinacde
Apactado de coceens 4021 ¢ 30071 BMucria

Figura 3.5.1. Ficha de cata descriptiva

70



Materiales v Métodos

3.6. ANALISIS DE LOS ORUJOS PROCEDENTES DE LAS
VINIFICACIONES.

3.6.1. DETERMINACION DEL PERFIL DE ANTOCIANOS POR HPLC.

Los orujos obtenidos tras el prensado de los vinos se congelaron a
-20% hasta su posterior analisis. Se pesaron 5 g de orujo previa
eliminaciéon de la semillas presentes en la muestra y se colocaron en un
tubo con cierre hermético afiadiéndose 50 mL de metanol. El tubo se
mantuvo en una placa de agitacion a 150 rpm, a temperatura ambiente
durante 14 h. El extracto obtenido se filtrd a través de un filtro de nylon de

0,45 um y se analizd por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

El analisis cromatografico se llevé a cabo en las mismas
condiciones gque el descrito anteriormente para los hollejos de las uvas, el

mosto-vino y el vino {(3.3.4).
3.6.2. AISLAMIENTO DE LAS PAREDES CELULARES.

El aislamiento de las paredes celulares de los orujos de vinificacién
se realizd mediante el método modificado descrito por Nunan et al.
(1997).

Los orujos obtenidos tras el prensado de los vinos se congelaron a
-20%C hasta su posterior analisis. Se pesaron 50 ¢ de orujo previa
eliminacion de las semillas presentes en la muestra y se trituraron con
hitrégeno liquido a 4°C. El polvo obtenido se resuspendié en 200 mL de
etanol absoluto (4°C). La muestra se fitré secuencialmente a través de
mallas de nylon con tamafio de poro de 350, 280 y 71 um utilizando etanol
al 80% (viv) a 4°C para lavar. Al material retenido en la malla de 71 um se
le afiadieron 25 mL de fenol saturado con tampén Tris/HCI 500 mM pH
7.5 (Huber, 1991) y se agitd durante 45 min a temperatura ambiente. La
suspension se filtré a través de una capa de Miracloth (lavado en agua
MQ durante la noche) y se lavo con etanol al 80% (v/v) y acetona para

eliminar el fenol. El material retenido se resuspendié en 40 mL de
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cloroformo:metanol (1:1, vA), se agitd durante 1 h y se filtrd en un
embudo de placa porosa. Esta operacién se realizé por duplicado. El
material obtenido se volvid a resuspender en 40 mL de acetona, se agito

durante 1 h y se filtré a través de un embudo de placa porosa.

Las paredes celulares obtenidas se secaron en un horno a 40°C a
vacio durante toda la noche y se almacenaron en un desecador al vacio

con gel de silice.

3.6.3. ANALISIS DE LOS COMPONENTES DE LAS PAREDES
CELULARES.

3.6.3.1. Determinacion de proteina.

Se pesaron aproximadamente 10 mg de pared celular en un tubo
de microcentrifuga y se afiadid 1 mL de NaOH 1 N. La muesira se
mantuvo 10 min a 100 °C en un bafio de aceite. A continuacién, se
centrifugé a 13000 rpm durante 5 min en una microcentrifuga Heraeus
modelo Biofuge pico (Heraeus Instruments, Osterode, Alemania). A 10 UL
del sobrenadante se le afiadieron 0,79 mL de agua destilada y 0,20 mL
de reactivo Bradford (Bio-Rad, Munich, Alemania). Las muestras se
agitaron y después de 15 min se midié la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro UV #visible Termo Spectronic modelo Helios Alpha
{Termo Spectronic, Cambridge, Reino Unido). Las muestras son estables
durante 2 h.

El ensayo se calibré con una curva estandar de albumina de suero
bovino (250 pg/mL), dando una concentracién final en 0,8 mL entre 0 y
46,88 pg/mL (Bradford, 1976).

3.6.3.2. Determinacion de compuestos fendlicos.

Se agregd 1 mL de NaOH 1 N a 10 mg de pared celular en un tubo
de microcentrifuga, dejando la muestra 10 min a 100 °C en un bafio de
aceite. A continuacion, se centrifugdé a 13.000 rpm durante 5 min en una

microcentrifuga Heraeus modelo Biofuge pico {Heraeus Instruments,
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Osterode, Alemania). Se mezclaron 10 yL del sobrenadante, 40 L de
NaOH 1 N, 910 uL de agua destilada y 40 UL de reactivo de Folin-
Ciocalteau (Panreac, Barcelona, Espafia) diluido con agua destilada, 1:2.
Las muestras se agitaron y después de 1 h se midié la absorbancia a 700
nm en un espectrofotometro UV Avisible Termo Spectronic modelo Helios

Alpha (Termo Spectronic, Cambridge, Reino Unido).

El ensayo se calibré con una curva estandar de acido galico (500

Hg/mL) dando una concentracion final en 920 JL entre 0 y 16,3 pg/mL.

3.6.3.3. Determinacion de azilicares neutros.

Este método es comunmente conocido como "método de los
acetatos de alditol” (Elakeney et al., 1983). Los polisacaridos se hidrolizan
en medio acido en sus correspondientes azUcares. Los azucares son
entonces reducidos con borohidruro de sodio para formar sus
correspondientes alditoles y acetilados con 1-metilimidazol como
catalizador, para formar los derivados volatiles de los azucares. Estos
acetatos de alditol pueden ser separados y cuantificados mediante

cromatografia de gases.

La determinacién de los azucares se realiza con o sin prehidrolisis
de la muestra dependiendo de la fraccion que se esté cuantificando, la de
los polisacaridos no celulésicos o la de la celulosa y otros polisacaridos.
Para hidrolizar los enlaces glicosidicos fuertemente unidos de la celulosa
es necesario realizar una prehidrélisis en acido sulfurico al 72% a 100°C

(llamada “hidrdlisis de Saeman”).
3.6.3.3.1. Hidrodlisis de Saeman.

Mediante este método se determinan todos los azlucares presentes,

incluyendo los azucares de la celulosa.
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3.6.3.3.1.1. Prehidrofisis.

En untubo de 10 mL con tapén de rosca y junta de teflén se afiadio
1 mL de una disolucidon de inositol (estandar interno) que contiene 1
mg/mL. Para determinar el factor de respuesta se afiadid ademas a un
tubo 1 mL de una disolucién patrén (estandar externo) que contenia 1
mg/mL de ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa y se
prepard un patrén independiente de fucosa (1 mg/mL) en otro tubo porque
la separacion con la ramnosa se puede dificultar. Se evapordé el agua con

corriente de nitrogeno a 40°C.

Se afiadid6 una cantidad conocida de muestra al tubo
(aproximadamente 10 mg), manteniéndose los tubos en un bafio de hielo
y afiadiéndose exactamente 0,45 mL de H:S04 al 72% (p/p). Se dejaron

en un bafio de agua a 30°C durante 1 h.
3.6.3.3.1.2. Hidrdlisis.

A los tubos se les afiadieron exactamente 4,95 mL de agua
destilada, mezclandose en un vortex y calentandose en un bafio de aceite
a 100°C durante 3 h, se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante |a

noche. A continuacién se procedié a la reduccion.
3.6.3.3.2. Hidrélisis directa sin prehidrolisis.

Mediante este método se determinan todos los azlucares presentes

excepto los de la celulosa.

En untubo de 10 mL con tapon de rosca y junta de teflén se afiadio
1 mL de una disolucién de inositol que contiene 1 mg/mL. Para determinar
el factor de respuesta se afiadieron ademas a dos tubos 1 mL de una
disolucién patréon gque contenia 1 mg/mL de ramnosa, arabinosa, Xilosa,
manosa, galactosa y glucosa. Se prepard un patrén independiente de
fucosa (1 mg/mL), porque su separaciéon de la ramnosa puede no ser

total.
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Se evapord el agua con corriente de nitrogeno a 40°C. Se afadio
una cantidad conocida de muestra al tubo {(aproximadamente 10 mg),
manteniéndose los tubos en un bafic de hielo y adicionandose
exactamente 4,0 mL de H.SO, 1 M, se mezclé bien en un vortex y se
calenté en un bafio de aceite a 100°C durante 3 h. Se enfrié a
temperatura ambiente durante la noche. El proceso continudé con la
reduccion.

3.6.3.3.3. Reduccion.

En un tubo de ensayo de 10 mL se colocd 1 mL del hidrolizado
anterior y 0,30 mL de una disolucion de NH; al 25%, se midid el pH (si era
menor de 7, se afiadia mas disolucién de NH:) y se adicionaron 0,10 mL
de una disolucion de NH: 3 M, que contenia 150 mg/mL de NaBH4
(preparado al momento). Los tubos se colocaron en un bafio de agua a
30%C durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se enfriaron en hielo,
afadiéndose 2 volumenes de 0,10 mL de acido acético (para eliminar el
exceso de NaBH.) y se midié el pH (si era mayor de 5 se afiadia mas

acido acético).
3.6.3.3.4. Acetilacion.

En un tubo de rosca con junta de teflon se colocaron 0,30 mL de
muestra y se enfrié en hielo. Se adicionaron 0,45 mL de 1-metilimidazol y
3,0 mL de anhidrido acético. Los tubos se cerraron, mezclandose en un
vortex y manteniéndose en un bafio de agua a 30°C durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se enfriaron en hielo y se afiadieron 4,5 mL de
agua destilada y 3 mL de diclorometano. Se mezclé en un vortex y se
centrifugé. Se elimind la capa superior por aspiracion, se afiadieron 3 mL
de agua destilada y 2 mL de diclorometano, se agité en un vortex, se
centrifugd y se volvid a eliminar la capa superior por aspiracién. Esta
operacion se repitid6 dos veces con 3 mL de agua destilada. El
diclorometano se evaporé con corriente de nitrogeno a 40°C y se afiadio6 1

mL de acetona, evaporandola hasta sequedad con corriente de nitrégeno
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a 40°C, se repitidé una vez mas. Las muestras se almacenaron a

temperatura ambiente.
3.6.3.3.5. Cuantificacion de los acetatos de alditol.

El analisis se llevd a cabo mediante cromatografia de gases (GC)
en un cromatégrafo de gases Agilent Technologies, modelo 6890N
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) con detector de ionizacidn
de llama (FID). La adquisicidbn y procesamiento de la informacién
cromatografica se realizdé con el sistema ChemStation (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania). La separacion de los compuestos
se consiguidé con una columna capilar de silice fundida de 30 m x 0,25 mm
y 0.2 mm de espesor, SPE 2380 (Supelco, PA, USA) a un flujo constante
de 2.0 mL/min, utilizando helio como gas portador. La temperatura del
horno fue inicialmente de 211°C, manteniéndose durante 10 min, después
se incrementd hasta 250°C a una velocidad de 5 "C/min manteniéndose
durante 12 min. La temperatura del inyector fue de 270°C y del detector
275°C. El volumen de inyeccion fue de 2 JL vy la relacion de division de
flujo de 25:1.

La cuantificacién de los acetatos de alditol se realizé determinando
el factor de respuesta de los derivados de los azucares patrones, junto
con los valores de las muestras, tomando como wvalor de referencia el

inositol (estandar interno).
3.6.3.4. Determinacion de acidos uronicos.

La determinacion de los acidos urdnicos se realizé mediante el
método de Scott (1979). Este método se basa en la reaccion para formar
un compuesto coloreado entre el acido 5-formil-2-furanoico y el 3.,5-
dimetilfenol. El acido 5-formil-2-furanoico se forma a partir de los acidos

uronicos en medio acido sulfarico caliente.

En un tubo de ensayo se colocaron 250 UL de muestra proveniente

de la hidrdlisis de Saeman o de la muestra sin prehidrélisis. A
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continuacién, se mantuvo el tubo en un bafio de agua-hielo y se
afiadieron 4 mL de acido sulfurico concentrado y frio y se agité. La
muestra se mantuvo en un bafio a temperatura ambiente durante 1 min y
después se traspaso a un bafio a 70°C durante 10 min. Transcurrido este
tiempo, se enfrio a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 pL de 3,5-
dimetilfenol para formar un compuesto coloreado, esta reaccién dura 15
min a temperatura ambiente. La absorbancia de la muestra se determiné
por sustraccidon de la lectura a 397 nm de la de 450 nm en un
espectrofotometro UV /visible Termo Spectronic modelo Helios Alpha
(Termo Spectronic, Cambridge, Reino Unido). La lectura a 397 nm se
realiza para corregir la interferencia producida por los azucares neutros.

Para obtener el blanco se sustituyd la muestra por agua.

El ensayo se calibré con una disolucion de acido D-(+)-
galacturénico monohidrato de 500 pmoles/L, se prepararon diluciones
para obtener concentraciones entre 0 y 500 ymoles/L. 250 L de cada
una de estas disoluciones se sometieron al analisis y se midid su

absorbancia frente a un blanco.

3.6.3.5. Determinacion_del grado de metilacién vy acetilacion_de

pectinas.

Después de la saponificacion de los grupos ésteres con NaOH en
una mezcla de agua-isopropanol, la liberacion de acido acético y metanol
se analizan por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El
método para determinar el grado de esterificacion es el descrito por
Voragen et al. {1986).

En un tubo Eppendorf de 2 mL se pesd una cantidad conocida de
pared celular, aproximadamente 30 mg. Las muestras se colocaron en un
bafio de hielo-agua. Se afadieron 2 mL de NaOH 04 N en agua-
isopropanol (este reactivo debe estar a temperatura ambiente),
agitandose los tubos en un vortex durante la adicion de la mezcla NaOH-
isopropanol para evitar la formacién de burbujas en la muestra. Los tubos

se cerraron y se mantuvieron en el bafio de agua-hielo durante 1 h y, a
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temperatura ambiente, durante 2 h mas, agitandolos 2 6 3 veces durante
este tiempo. Después, las muestras se centrifugaron durante 5 min a
13000 rpm en una microcentrifuga Heraeus modelo Biofuge pico
{Heraeus Instruments, Osterode, Alemania) y se transfirieron rapidamente
a viales para HPLC, asegurandose que las muestras estaban

completamente claras, para no causar problemas en el cromatégrafo.

El ensayo se calibré preparando dos disoluciones, una que

contenia 2000 ppm de acido acético y otra 2000 ppm de metanol.

El analisis se llevé a cabo mediante HPLC en un cromatégrafo
liquido provisto de un automuestreador Kontron modelo 360 (Kontron
Instruments, Gosheim, Alemania), una bomba Merck-Hitachi modelo L-
6200A (Merck Hitachi, Tokio, Japon) y detector de indice de refraccidn
LaChrom modelo L-7490 (Merck, Darmstadt, Alemania). La adquisicién y
procesamiento de la informacion cromatografica se realizé con el sistema
Peak Net® (Dionex corporation, CA, UUSA). La separacion de los
compuestos fuvo lugar en una columna ORH-801 provista de una
precolumna ORH-801 (Interaction, CA, USA) (5 pm de tamafio de
paricula), a 35*°C en un horno de temperatura controlada (Jones
Chromatography, Wales, Reino Unido) y a un flujo 0,7 mL/min, utilizando

acido sulfurico 5 mM como eluyente.

3.7. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
PRESENTES EN LOS PREPARADOS ENZIMATICOS COMERCIALES
PARA LA EXTRACCION DE COLOR.

Se llevo a cabo una caracterizacion de las actividades enzimaticas
presentes en algunos de los principales preparados enzimaticos
comerciales para extraccién de color en vinificaciones en tinto disponibles
en el mercado. Las actividades enzimaticas que se determinaron fueron:
poligalacturonasa total y endo-poligalacturonasa (PG total y endoP@G),

celulasa, xilanasa, galactanasa, pectato y pectin liasa, pectin
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metilesterasa, «-galactosidasa y p-galactosidasa, pB-glucosidasa vy

proteasa.

3.71. ACTIVIDADES POLIGALACTURONASA (PG) Y ENDO-
POLIGALACTURONASA (EndoPG).

La medida de la actividad PG total se basa en la valoracién
espectrofotométrica de los extremos reductores generados por el enzima
al hidrolizar los enlaces glicosidicos d-(1>4) de la cadena

poligalacturénica, mediante el método de Nelson (1944).

Este método se fundamenta en la reduccién del cobre (lI) a cobre
(I} y posterior reaccion con reactivo arsenomolibdico, para dar lugar a
complejos azules de molibdeno, midiéndose espectrofotom étricamente el

color azul que se desarrolla.

A un tubo que contiene 1 mL de reactivo de cobre, preparado con
25 volumenes de reactivo A (25 g de carbonato sédico anhidro, 20 g de
bicarbonato sodico, 25 g de tartrato potasico y 200 g de sulfato sodico
anhidro en un volumen final de 1000 mL de agua destilada) y 1 volumen
de reactivo B (sulfato de cobre (ll) pentahidratado al 15% en agua con 1
mL de acido sulfirico por 1000 mL de disolucién), se le afiade 1 mL de
muestra y se sumerge 20 min en un bafic de agua hirviendo. Se deja
enfriar y se afiade 1 mL de reactivo arsenomolibdico (25 g de molibdato
amonico tetrahidratado en 450 mL de agua y se adiciona 21 mL de acido
sulfurico concentrado, 3 g de arseniato disédico heptahidratado en 25 mL
de agua destilada, se mezclan ambas disoluciones y se incuba a 37°C
durante 24 horas). El tubo (previamente tarado) se lleva a un peso final de
disolucién de 25 ¢, se agita y se mide l|la absorbancia en un
espectrofotometro UV Avisible Termo Spectronic modelo Helios Alpha
(Termo Spectronic, Cambridge, UK) a 520 nm frente a un blanco donde

se sustituye la muestra por el tampdn acético/acetato.
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EL ensayo se calibré preparando una recta patrén de acido D-(+)-
galacturénico monohidratado con concentraciones comprendidas entre 0
y 3000 pmolesil.

Las condiciones para la reaccion enzimatica fueron las siguientes.
El sustrato utilizado fue acido poligalacturénico (Serva, Heidelberg,
Alemania) al 0,5% (pfv), disolviéndose en tampédn acéticofacetato de
sodio 50 mM {pH 3.80). El preparado enzimatico comercial se diluyd en el
mismo tampén hasta una concentracion de 500 ppm. El ratio
enzima/sustrato fue de 1/5 (vA) ¥y la temperatura de reaccion 37°C. Se
tomaron muestras cada 5 min en un intervalo de 20 min. La reaccion se
paraba al afiadir la muestra al reactivo de cobre de Nelson. Se continué
con el procedimiento descrito para la determinaciéon de azucares

reductores.

Una unidad de actividad PG total se expresa como la actividad
necesaria para producir 1 pmol de grupos reductores (como acido

monogalacturdnico) por minuto en las condiciones del ensayo.

La actividad endoPG se determind viscosimétricamente. Este
método se basa en la disminucién de la viscosidad del sustrato al actuar
la poligalacturonasa e ir despolimerizando la cadena de acido
poligalacturénico (Pharr y Dickinson, 1973). Las condiciones de reaccidn
fueron las mismas que para la actividad PG total, aunque se aumenté la
concentracion de la disolucion del enzima comercial a 1000 ppm. Se
midié, peridédicamente, el tiempo que tardaba en pasar el medio de
reaccion a través de dos enrases, en un viscosimetro tipo Otswald-Canon
Fenske n°100 (Proton, Barcelona, Espafia). La calibracién del
viscosimetro se realizé con agua destilada, midiendo el tiempo necesario

para atravesar los dos enrases a la temperatura de reaccion.

Una unidad de actividad endoPG equivale a la actividad necesaria
para aumentar la fluidez en una unidad por minuto en las condiciones del

ensayo.
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3.7.2. ACTIVIDADES CELULASA, XILANASA Y GALACTANASA.

La determinacion de Ilas actividades celulasa, xilanasa Y
galactanasa se realizé mediante el método de los azlcares reductores de
Nelson. Las condiciones de reaccion fueron las mismas que las descritas
para la actividad PG total, pero utilizando como sustrato
carboximetilcelulosa (Serva, Heidelberg, Alemania), xilano (Sigma, MO,
usaA) al 02% (pfv) y arabinogalactano (Sigma, MO, USA),
respectivamente. La concentracion de la disolucidon de preparado
enzimatico comercial fue de 3000 ppm para medir la actividad celulasa,

2000 ppm para la xilanasa y 1000 ppm para la galactanasa.

Una unidad de actividad celulasa, xilanasa o galactanasa se
expresa como la actividad necesaria para producir un pmol de grupos
reductores (como acido monogalacturénico) por minuto en las condiciones

descritas.
3.7.3. ACTIVIDADES PECTATO Y PECTIN LIASA.

Las actividades pectato y pectin liasa se determinaron
espectrofotométricamente, midiendo el aumento de la absorbancia a 235
nm debido a los dobles enlaces entre el C-4 y el C-5 formados por la B-
eliminacion que provocan estos enzimas (Fogarty y Kelly, 1990; Membreé v
Burlot, 1994). Como sustrato se ulilizé 0,5% (pA) de acido
poligalacturénico  (Serva, Heidelberg, Alemania) en tampén
acético/acetato sddico 50 mM, pH 3,80, para la determinacién de la
actividad pectato liasa y pectina de Citrus (Serva, Heidelberg, Alemania)
en las mismas condiciones para la pectin liasa. La concentracion de
enzima fue de 2000 ppm para la medida de la actividad pectato liasa y de
500 ppm para la pectin liasa. El aumento de |la absorbancia a 235 nm, que
se llevd a cabo de manera continua durante dos horas a 25°C frente a un
blanco donde se adicioné tampén acético/acetato en vez de enzima, se
siguid en un espectrofotometro UVAvisible Termo Spectronic modelo

Helios Alpha (Termo Spectronic, Cambridge, UK).
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Una unidad de actividad liasa se define como la aclividad necesaria
para producir 1 pmol de dobles enlaces (£=4600 M'cm™!) por minuto en

las condiciones del ensayo.
3.7.4. ACTIVIDAD PECTIN METILESTERASA (PME]).

La actividad PME se determind mediante valoracion de los grupos
carboxilicos liberados por el enzima en una pectina de alto metoxilo a una
concentracion de 0,5% (p/v) en agua destilada (Forster, 1988), utilizando
un valorador automatico 702 SM modelo Trinito (Metrohm, Herisau,
Suiza). Se ajustdé el pH del sustratlo a 4,50, se afiadié el enzima y se
volvié a ajustar el pH si éste habia cambiado. Se fue valorando con 0,01N
NaOH durante 5 minutos para mantener el pH constante a 4,50. El ratio
enzima/sustrato fue de % (vA) y la reaccion tuvo lugar a 25°%C. La

concentracion del preparado enzimatico comercial fue de 500 ppm.

Una unidad de actividad PME se define como la cantidad de
enzima necesaria para generar 1 pmol de grupos carboxilicos libres

{como mL de 0,01 N NaOH) por minuto en las condiciones descritas.
3.7.5. ACTIVIDADES o-GALACTOSIDASA Y B-GALACTOSIDASA.

Las actlividades d-galactosidasa y p-galactosidasa se determinan
espectrofotométricamente usando como sustrato p-nitrofenil-a-galactésido
y p-nitrofenil-p-galactésido (Sigma, MO, USA) al 0/12% (ph)
respectivamente (Barnavon et al., 2000), en tampdn acético/acetato 50
mM, pH 3,80. El ratio enzima/sustrato fue de 1/2. Las muestras se
incubaron a 40°C durante 15 min y la reaccién se detuvo por adicién de
0,6 mL de carbonato de sodio 1 M. La absorbancia de las disoluciones se
midié a 405 nm, utilizando un blanco donde se sustituyd el enzima por
tampodn en un autoanalizador Systea modelo Easy chem plus (Analytical
Technologies, Roma, Italia). La actividad del enzima se determinod

restando el valor del blanco al valor de la absorbancia de las muestras.
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El ensayo se calibré con una curva estandar de p-nitrofenol, dando

una concentracion final entre 0 y 150 pmoles en el volumen de reaccion.

La cantidad de p-nitrofenol liberado permite la determinacién de las
actividades especificas d-galactosidasa y p-galactosidasa, donde una
unidad es equivalente a la cantidad de enzima requerido para liberar 1

nmol de p-nitrofenol por minuto a 40°C.
3.7.6. ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA.

La cuantificacién de la actividad p-glucosidasa se determind
espectrofotométicamente midiendo la cantidad de p-nitrofenol liberado por

la actuacion del enzima (Spagna et al., 2002; Hernandez et al., 2003).

El sustrato utilizado fue 0.5% (p&) p-nitrofenol-p-D-glucopiranésido
(Sigma, MO, USA) en tampobn acéticofacetato sodico 50 mM, pH 3.80. La
relacion enzima/fsustrato fue 1/5 (vAv) y la temperatura de reaccion 37°C.
La concentracién de la disolucién de preparado enzimatico comercial fue
de 1000 ppm. Se tomaron muestras cada 15 minutos durante 1 hora. La
reaccion se detuvo afadiendo 1 mL de carbonato sddico 0,25 M, que
permite el desarrollo del color para la lectura espectrofotométrica a 405
nm en un espectrofotometro UV Avisible Termo Spectronic modelo Helios

Alpha (Termo Spectronic, Cambridge, UK).

Una unidad de actividad p-glucosidasa se define como la cantidad
de enzima necesaria para generar 1 pmol de p-nitrofenol (=18300 M

cm™"y por minuto en las condiciones del ensayo.
3.7.7. ACTIVIDAD PROTEASA.

La medida de la actividad proteasa se llevé a cabo mediante el
método descrito por Adler-Nilssen (1979) de determinacién del grado de
hidrolisis sufrida por las proteinas. Este método se basa en la medida
espectrofotométrica a 340 nm del cromoéforo que se forma por reaccién
entre el acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) y los grupos amino

liberados por la accion del enzima proteolitico.
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A 0,25 mL de muestra se le afiadieron 2 mL de tampoén fosfato de
sodio 0,2 M pH 8,20 y 2 mL de TNBS al 0,1%. Seguidamente se incubd la
muestra a 50°C durante 1 hora en oscuridad. Se enfriaron los tubos y se
afiadieron 4 mL de &cido clorhidrico 0,1 N. El incremento en la
absorbancia a 340 nm se midié en un espectrofotémetro UV visible Termo

Spectronic modelo Helios Alpha (Termo Spectronic, Cambridge , UK).

El ensayo se calibré6 preparando una recta patrébn de
concentraciones de 1000 hasta 5000 uM de L-leucina disuelta en tampon
acéticofacetato 50 mM, pH 3,80.

Las condiciones de reaccion fueron las descritas anteriormente
para la actividad PG total, ufilizando hemoglobina (Sigma, MO, USA)
como sustrato. La concentracion del enzima comercial fue de 4000 ppm y

se tomaron muestras a los 0, 30, 60 y 90 minutos.

Una unidad de actividad proteasa se define como la cantidad de
enzima necesaria para generar 1 ymol de grupos amino libres por minuto

en las condiciones del ensayo.
3.8. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis de la varianza se ha utilizado para determinar si existen
diferencias significativas entre las medias. La separacion de medias se ha
realizado aplicando el test LSD. También se han realizado analisis de

correlaciéon que miden la relacidn lineal entre dos variables.

El manejo de un numero tan elevado de datos y variables obliga al
uso de técnicas estadisticas multivariables, cuyo objetivo fundamental
consiste en resumir y sintetizar grandes conjuntos de variables, en funcién
de ciertos objetivos, de cara a obtener informaciones validas que permitan

una mejor compresion del fendémeno objeto de estudio.

Los analisis multivariantes utilizados en este estudio incluyen el

analisis multivariable de Ila wvarianza, conocido como MANOVA

{Multivariate Analysis of Variance) que es la extensién del analisis de la
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varianza al caso de mas de una variable dependiente y se utiliza para
comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas entre
varios factores, cada uno de ellos con diversos grupos, en base a un
cohjunto de variables dependientes. Asi mismo, se ha utilizado el Analisis
de Componentes Principales que es una técnica de reduccién de la

informacioén disponible cuando se dispone de muchas observaciones.

Todos los analisis estadisticos han sido realizados ulilizando el
paquete estadistico Statgraphics 3.0 Plus (StatPoint Inc, VYirgina, USA).
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Dinamica de extraccion

4.1. DINAMICA DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS
DE LA UVA AL VINO Y CARACTERISTICAS DE LAS PAREDES
CELULARES DE LOS ORUJOS OBTENIDOS.

Los compuestos fendlicos, principalmente antocianos, son
responsables del color en vinos tintos. En la mayoria de las variedades de
Vitis vinifera, los monoglucésidos de delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina y sus acilados son los antocianos predominantes,

aundque las proporciones varian entre variedades.

El perfil de antocianos en vinos terminados es bastante diferente al
observado en las pieles de las uvas (Garcia-Beneytez et al., 2002). Este
cambio parece tener lugar durante la fermentacion y las diferencias
encontradas entre uvas y vinos pueden deberse a diferencias en el ratio
de extraccion de los antocianos, la reacciones de degradacion y
polimerizacion y a la distinta capacidad de adsorcion en las paredes

celulares de las levaduras (Revilla et al., 2001).

Los antocianos se encuentran localizados en la piel de las uvas
tintas y se transfieren al mosto durante la maceracién. La extracciéon de
estos compuestos es esencialmente un proceso de difusion, estando el
ratio y extension de la extraccién influenciados por la concentracion y la
localizacion de estos compuestos en la baya y por los métodos de
elaboracion del vino. La difusién puede verse afectada, asi mismo, por la
temperatura, el gradiente de concentracién entre la piel de la uva y el
vino, el equilibrio quimico y las reacciones que se dan durante la

vinificacion.

Los maximos niveles de antocianos en el mosto/vino se obtienen
durante los primeros dias de maceracién, no aumentando en los dias
posteriores (Nagel y Wulf, 1979; Somers, 1980; Ribereau-Gayon, 1982;
Gil-Mufioz et al., 1999; Gémez-Plaza et al., 2001), aunque en las pieles
quede un 30-40% de los antocianos iniciales (Singleton y Esau, 1969; Van
Balen, 1984).
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En esta parte del trabajo se estudié la dinamica de extraccidon de
los antocianos de las pieles de uva durante la vinificacion de uva
Monastrell y la acumulacién de éstos en el vino durante el mismo periodo,
para comprobar cual era el mecanismo de transferencia de los antocianos
de la uva al vino. Para ello se vinificé uva de la variedad Monastrell en su
punto 6ptimo de madurez y se analizé el contenido en antocianos, tanto
en las pieles de la uva como en el vino y los orujos, a lo largo de la

vinificacion.
4.1.1. EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS.

La Tabla 4.1.1. muestra el contenido en antocianos en las pieles de
uva Monastrell en el momento de la vendimia y el porcentaje relativo de
los diferentes compuestos encontrados. La composicion en antocianos
esta determinada principalmente por factores genéticos. La cantidad
puede estar influenciada por las condiciones estacionales, pero no la
distribucion de los distintos compuestos (Arozarena et al., 2002).

Tabla 4.1.1. Contenido en antocianos de la uva Monastrell en el momento de la
wendimia.

Antociano Contenico en Arnfocianos
Lg/g de piel % mg'kg de baya
Del 958, 0+43 2 10,2 1025 +226
Zian 8285 +107 .3 3.5 +18,3
Pet 1002 8 +20.3 114 11896 +24 3
P FE38+560 9.1 916+258
Maly 28004 £2727 452 453,50 £ 84 2
Del acetato 22217 nz 24 +0.8
Cian acetato 188+£04 02 22+08
Fet acetato d6,3+B6 04 43+008
M alvé c+Dels 2T +163 3.2 d23+HA
Cian cumarato 1011214 1,2 121 +£30
Fet cumarato 1822 +11 8 1.8 181 +£35
Fr cumarato 118,1+6,1 14 142+44
Malv cumarato G948 + B84 1 8.2 828 +£13,3

*hbreviaturas:  Del  Delfinidina-3-maonoglucdsido;  Cian:  Cianidina-3-managlucasida;  Pet
Petunidina-3-monaglucdsido; Fn: Peonidina-3-monaglucdsido; Malv: Malvidina-3-managlucdsida;
MaleAc: malviding acetato; DelC: Delfiniding cumarato .

90



Dinamica de extraccion

La suma de los antocianos en las pieles de uva Monastrell en el
momento de la vendimia alcanz6 los 83696 ug/g de piel (999,8 mg/kg de
baya), siendo estos resultados similares a los encontrados por
Fernandez-Lopez et al. (1992).

En cuanto a la distribucién de los compuestos, los antocianos
monoglucdsidos representaron el 83% vy los derivados acilados el 17%.
Los monoglucésidos trihidroxilados se presentaron en mayor proporcion
que los dihidroxilados. Se ha establecido que las variedades con un alto
contenido en antocianos ftrihidrolixados (delfinidina, petunidina v
malvidina) son variedades muy pigmentadas (Fernandez-Lopez et al.,

1998) y dan vinos con un color mas estable.

Asi mismo, Monastrell es una variedad con una alta proporcion de
malvidina-3-glucosido si se compara con otras como Tempranillo, Syrah o
Cabernet Sauvignon (Revilla et al., 2001; Garcia-Beneytez et al., 2002).
Las proporciones encontradas entre los diferentes compuestos son muy
similares a las publicadas por Fernandez-Ldpez et al. (1995), aunque
difieren levemente de las de Garcia-Beneytez et al. (2002 y 2003) que
observd niveles menores en la proporcién de delfinidina-3-glucésido. En
vista de estos resultados, hay que tener en cuenta que incluso en distintos
clones de la misma variedad se han encontrado diferencias en la

proporcién de los distintos antocianos (Revilla et al., 2001).

Se detectaron algunos derivados acetilados, aungue Fernandez-
Lopez et al. (1992) establecid que en Monastrell no estaban presentes,
probablemente debido a que en sus estudios éstos fueron hidrolizados
por el uso de disolventes acidos para la extraccidon de los antocianos
(Revilla et al., 1998).

La Tabla 4.1.2. y la Grafica 4.1.1. muestran la evolucién de los
antocianos en las pieles de Monastrell durante la maceracion. La
concentracion de antocianos en la piel decrece hasta el dia 7, y
permanece constante del dia 7 al 14. Es importante sefialar que el ratio

de extracciéon parece ser similar para todos los compuestos puesto que,
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aunque la concentracion total disminuye, la distribucién relativa de los
antocianos en la piel sélo muestra pequefias diferencias. Después de 14
dias de maceracién, la concentracidon en la piel de la uva fue el 34% de la
cuantificada en el momento de la vendimia. La distribucién, como ya se ha
comentado, fue muy similar, exceptuando el caso de la cianidina y la
peonidina-3-glucosido, que mostraban porcentajes relativos levemente
menores que los encontrados en la piel de la uva antes de la maceracion.
Debido a que la extraccién de los antocianos es claramente incompleta,
se ha sugerido que se establece un equilibrio basado en la adsorcion-
desorcion entre la concentracion de los antocianos en la uva y en el vino
y, cuando este equilibrio se alcanza, no se pueden extraer mas

antocianos (Boulton, 2001).

Grafica 4.1.1. Evolucion del contenido en antocianos totales en el vino v en la piel de la
Uva (suma de los antocianos separados y cuantificados por cromatografia liquida de alta
resolucidn) durante la maceracion.
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Tabla 4.1.2. Contenido en antocianos en las pieles de las uvas estrujadas durante la
maceracion (Hgfg £ desviacion estandar).
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*Abreviaturas:  Dell Delfinidina-3-monaglucasida;  Cian:  Cianidina-3-manoglucasido;  Pet:
Fetunidina-3-monoglucasido;, Pn: Peonidina-3-monoglucosido; Maly: Malvidina-3-monoglucosido,
MaleAc: makviding acetato; DelC: Delfinidina cumarata.

" En paréntesis aparece el parcentaje de cada antaciana en las pieles de uva estrujadas.

" nd: na detectadn
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La evolucién de los antocianos en el mosto/vino se muestra en la
Tabla 4.1.3. y la Grafica 4.1.1. El mayor incremento en la concentracion
de antocianos se observa entre los dias 3 y 7 de la maceracion. Desde el
dia 7 al 14 unicamente se dan pequefios cambios, aunque se observa
una leve disminucién en los antocianos monomeéricos del dia 10 al 14.
NMumerosos estudios indican que la maxima pigmentacidon y color se
alcanzan durante la primera mitad en fermentaciones tradicionales y que
un mayor tiempo de contacto entre las pieles y el mostoAvino no tiene
ningun efecto en el aumento de la concentracion de pigmentos (Nagel y
Wulf, 1979; Somers, 1980; Ribereau-Gayon, 1982; Van Balen, 1984).

El ratio de derivados acilados fue menor en vinos que en uvas. A
dia 3 de maceracion no se detectaban derivados acilados en el vino,
mientras que la malvidina representaba el 74% del total de antocianos. A
dia 7, ya se detectaban algunos derivados acilados y el porcentaje de
malvidina habia caido hasta el 60,5%, manteniéndose esta proporcion
hasta el dia 14. Como se puede observar, el perfil de antocianos en el
vino, con una mayor proporcién de malvidina-3-glucésido y menores
cantidades de cianidina y peonidina monoglucésidos y de derivados

acilados, difiere del de las uvas.

Aunque Garcia-Beneytez et al. (2002) establecieron que Ila
malvidina-3-glucosido es mas facilmente extraible durante la vinificacion,
los datos de la Tabla 4.1.2. muestran que los ratios de extraccion de los
distintos antocianos fueron aproximadamente iguales. Revilla et al. (2001)
también encontraron cantidades relativas mayores de malvidina-3-
glucésido en vinos que en las uvas con las que éstos fueron elaborados.
Estudiaron el porcentaje de antocianos en cuatro vinos de Tempranillo
durante su envejecimiento y el perfil no cambié, aun utilizando diferentes
técnicas de vinificacién y de almacenamiento, por lo que cualquier cambio
en el perfil antocianico parece ser que ocurrid durante la fermentacion

alcohdlica.
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Tabla 4.1.3. Contenido en antocianos en el mostofving durante la maceracion (mgll £
desviacian estandar).
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" breviaturas: Vertabla 4 1.2,

" En paréntesis aparece el porcentaje de cada antociano en el mostoiving.

" nd: no detectadn.

" Calar del vina calculada coma |3 suma de las absarbancias 3 420, 520 v 620 nm.
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Los resultados, por tanto, muestran que el perfil de antocianos en
la uva y el vino de Monastrell es diferente, aunque el ratio de extraccién
no es distinto. Una de las razones podria ser la degradaciéon de
antocianos. La oxidacion enzimatica de los acidos fendlicos a gquinonas,
catalizada por la polifenol oxidasa (PPO) comienza cuando las uvas son
estrujadas. Los antocianos son sustratos pobres para la PPO pero
reaccionan con las o-quinonas generadas por la oxidacion enzimatica de
otros fenoles {Cheynier et al., 2000), especialmente los antocianos o-
difendlicos: delfinidina, cianidina y petunidina (Cheynier et al., 1988),
aunque también pueden reaccionar los antocianos no o-difendlicos por
formaciéon de aductos con o-quinonas (Cheyneir et al., 1994). En una
solucidn modelo se observd que la oXidacidon de los antocianos o-
difendlicos ocurria de manera mas rapida, protegiendo, en parte, a los
antocianos no o-difendlicos (glucésidos de malvidina y peonidina) de la
degradacidon (Sarni et al., 1995). Ademas, la degradacion enzimatica de
los antocianos se limita a los primeros dias de la fermentacion, puesto
que las levaduras compiten con la PPQ por el oxigeno. Esta puede ser
una de las razones de las diferencias encontradas en los perfiles
antocianicos de la uva y el vino. Los resultados podrian indicar que desde
el dia 7 hasta el final de la maceracion la PPO ya no actua, puesto que el

perfil de antocianos del vino permanece sin cambios desde este dia.

Ademas, una razdn por la que la proporcién de derivados acilados
en el vino y en los orujos es menor podria ser que estas moléculas se

hidrolizan en medio acido (Garcia-Beneytez et al., 2002).

Otro fendmeno a tener es cuenta es que algunos de los antocianos
liberados por las pieles hayan sido retenidos por las paredes celulares de
las levaduras vy, por tanto, se pierdan. Morata et al. (2003) observaron que
los derivados acilados de todos los antocianos, especialmente los de la
peonidina y la malvidina, eran mas fueremente adsorbidos y se
encontraban en mayor proporcién en las lias. Aunque la concentracién de
malvidina en vinos es mayor, cuando se calculaba la cantidad de

antocianos adsorbidos, con respecto a su concentracién en el vino, |a
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peonidina y la peonidina cumaril-glucésido eran los mas adsorbidos. Esto
puede explicar las bajas cantidades de peonidina encontradas en los
vinos con respecto a su proporciéon en la uva. La adsorciéon de antocianos
en las lias, ademas, decrece cuando aumenta la concentracion de etanol
(Vasserot et al., 1997), lo que puede ser otra de las razones para la
estabilizacion de la distribucién de antocianos a partir del dia 7 de

maceracion.

La polimerizacion es otro mecanismo que se da durante la
vinificacién y, probablemente, éste sea el motivo por el cual decrece la
concentracion de antocianos monomeéricos del dia 10 al 14 de la
maceracion, sin cambios en el color del vino. No hay datos que soporen
la asuncion de que los diferentes antocianos tengan distintos ratios de
polimerizacién. El mecanismo propuesto para explicar la polimerizacién
de los antocianos considera que Unicamente los anillos A o C
(dependiendo de |la forma en la que se encuentren los antocianos) toman
parte en las reacciones de polimerizacién (Cheynier et al., 2000). Los
antocianos difieren en el patrén de sustituciéon en el anillo B, por lo que los
distintos sustituyentes del anillo B no deberian tener ninguan efecto en el
ratio de polimerizacién de unos antocianos u otros (Garcia-Beneytez et
al., 2002).

En resumen, los resultados muestran que hay diferencias entre el
perfil antocianico de las uvas y el vino y que éstas no son atribuibles a
diferentes ratios de extraccion de los antocianos. Las diferencias pueden
ser debidas a la accibn de la PPO durante los primeros dias de
vinificacién, ya que los antocianos o-difendlicos se degradan mas
rapidamente que los no o-difendlicos, y ademas, a la adsorcion de ciertos
antocianos, en especial peonidina y peonidina cumaril glucdsidos, por
parte de las paredes celulares de las levaduras. Ambos fenémenos
ocurren simultaneamente durante el proceso macerativo y ambos pueden
ser responsables de las diferencias encontradas entre los perfiles
antocianicos de las uvas y los vinos, que tienen lugar principalmente

durante los siete primeros dias de maceracion.
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4.1.2. CARACTERIZACION DE LAS PAREDES CELULARES DE LOS
CRUJOS DURANTE LA MACERACION.

Las paredes celulares forman una barrera frente a la difusion de los
constituyentes deseados de la piel, que son los antocianos, taninos y
otros polifenoles {Lecas y Brillouet, 1994; Pellerin y Cabanis, 2000; Yidal
et al., 2001). El estudio de la estructura y degradaciéon de la pared celular
de la piel de la uva podria constituir un elemento fundamental para el

control de las extracciones y maceraciones en vinificacién.

En un intento de estudiar esta degradacion durante el proceso de
maceracion, se caracterizaron las muestras del orujo de la uva de

Monastrell, utilizada en el apartado anterior.

Este orujo fue prensado, congelado y posteriormente se extrajeron
sus paredes celulares. Estas paredes celulares se caracterizaron,
analizando su contenido en proteinas y compuestos fendlicos ligados a la
pared celular, lignina y su composicion en azucares neutros y acidos

uroénicos.

En la tabla 4.1.4. se muestra el contenido en paredes celulares
extraido de los orujos de uva Monastrell en el transcurso de Ila
maceracion. Se observa un aumento en el rendimiento de la extraccion
conforme avanza el tiempo de maceracién, variando de 19,5 mg de pared
celular obtenida por cada gramo de orujo en el momento de encubar la
uva hasta 66,1 mg/g de orujo a dia 15 de maceracién. Conforme aumenta
la maceracion, multiples compuestos presentes en el interior de las
células de la piel van a ir difundiendo en el mosto-vino, mientras que, las
paredes celulares quedaran remantes aumentando proporcionalmente su
peso en el orujo. Asi mismo, el gran aumento experimentado el ultimo dia,
puede ser debido en parte, a un mayor efecto del prensado anterior al

procesado de la muestra, en este orujo.

98



Dinamica de extraccion

Segun se muestra en la Tabla 4.1.5., el contenido en proteinas de
la pared celular aumenta los ultimos dias de la maceracién. Este aumento
en el contenido en proteinas, puede ser debido a una concentracién de
éstas, ya gque al estar fuetemente ligadas a la pared pueden no ser
degradadas durante la maceracion. Sin embargo, la cantidad de
compuestos fendlicos totales y de lignina en las paredes celulares
permanece invariable a lo largo de toda la maceracion.

Tabla 4.1.4. Contenido en pared celular de los orujos de Monastrell durante la
Maceracian.

Dias | Rendimiento fmg pared celulary aryjo)
0 19 53’
7 30,96
10 a6,0b
12 35,80
15 BE 1c

' Letras distintas indican diferencias significativas sequn test LSD (p<0,08}.

Tabla 4.1.5. Contenido en proteinas, compuestos fendlicos totales vy lignina en pared
celular de los orujos de Monastrell durante la maceracian.

. Proteings Compuestos fendlicos Lignina
Dias ! d celul totales
(mg/g pared celular) 000 bared celular) (rg/s pared celular)
0 30,0a' 64 8a 276,74
7 a0 Ya B0 Ba 300,0a
10 32,53 67 3a 283 3a
12 40.8b B4 ,1a 2633a
15 28,9k B5,9a 280,0a

' Letras distintas en la misma columina indican diferencias significativas seqin test LSD (p<0,051.
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En la Tabla 4.1.6. se detalla la evolucidon del contenido en azlucares
neutros y acidos urdnicos en las paredes celulares a lo largo de la
maceracion. Se observa que no todos los azucares se comportan de
manera similar. Se produce un descenso en el contenido en arabinosa,
galactosa y acidos urénicos, los tres azucares mas relacionados con la
composicion de las pectinas, en los primeros dias de la maceracién, hasta
el dia 7, para a padir de ese momento permanecer constante. El
contenido total en azucares sigue la misma tendencia. Sin embargo, la
cantidad de manosa y glucosa no celuldsica va a ir aumentado durante
todo el periodo estudiado, presentado los méaximos valores a dia 15 de
maceracion. Este aumento puede ser debido a que las hemicelulosas se
acumulan, debido a gque no se degradan, mientras que si lo hacen las
pectinas. El resto de compuestos analizado permanece constante, no

registrando ningun cambio en el transcurso de la maceracion.

Ortega-Regules (2006) determind las actividades enzimaticas
presentes en pieles de uvas de Monastrell en el momento de la vendimia,
detectando actividad a- y p-galactosidasa, pectin metilesterasa (en niveles
muy bajos) y ausencia de actividad poligalacturonasa y celulasa. Este

perfil enzimatico parece coincidir con los resultados obtenidos.

Las actividades da- y B-galactosidasa pueden actuar sobre sustratos
tales como los galactomananos presentes en la pared celular (Nunan et
al., 1998) o el ramnogalacturonano Il que se ha detectado en vino ¥
podria ser un componente de la pared celular (Doco y Brillouet, 1993), por
lo que su accidn se veria reflejada en una pérdida de galactosa y

arabinosa.

Ortega-Regules (2006) también detectd una disminucidon de los
acidos urdnicos durante la maduracion de la uva, aunque no se detectara

actividad poligalacturonasa.
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Tabla 4.1.6. Contenido en azlcares neutras y acidos urdnicos (mg/g de pared celular) en
la pared celular del orujo de Monastrell durante la maceracian.
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'“breviaturas: Cell-Glu: Glucosa celulosica; UA: Acidos urdnicos; GM: Grado de metilacian; GA:
Grado de Acetilacion.
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test LSO (p=0058}.
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El bajo nivel de actividad pectin metilesterasa concuerda con la no
disminucion del grado de esterificacion de las pectinas. Es posible que los
enzimas no puedan atacar las pectinas de alto grado de esterificacion vy la
degradacidon se deba unicamente a las poco esterificadas. En estudios
realizados con diversas frutas (uva, aguacate, Kiwi, pera y papaya), se
detectaron tendencias distintas en la evolucién de la pectin metilesterasa
durante la maduracion, indicando que este enzima puede no ser vital para
el reblandecimiento del fruto (Award y Young, 1979; Ahmed y Labavitch,
1980; Wegrzyn y MacRae, 1992 y Lazan et al., 2004). Estos bajos niveles
de actividad pectin metilesterasa en uva, coinciden con los obtenidos con
Barnavon et al. (2001) y Nunan et al. (2001).

Los minimos cambios detectados en el contenido en glucosa-
celuldsica, también se corresponde con la ausencia de actividad celulasa
{Nunan et al., 2001; Ortega-Regules, 2006).

Estos resultados parecen indicar que la mayor degradacion de la
pared celular de las pieles de la uva se va a dar en los primeros estadios
de la maceracién, lo que coincide con la maxima extracciéon de antocianos

encontrada esos dias.

102



Diferencias en extractabilidad

4.2. DIFERENCIAS EN LA EXTRACTABILIDAD DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS DE DISTINTAS VARIEDADES DE UVA,
CARACTERISTICAS DE LOS VINGS Y DE LAS PAREDES
CELULARES DE LOS ORUJOS OBTENIDOS.

Se ha constatado que uvas altamente coloreadas no siempre dan
lugar a vinos muy coloreados, lo que puede deberse a la facilidad con que
los compuestos fendlicos sean extraidos de las pieles de la uva al vino.
Como ya se ha comentado anteriormente, las paredes celulares de la piel
de la uva suponen una barrera a la difusion de estos compuestos. La
extraccion de los antocianos requiere de una degradaciéon de la lamina
media de las paredes celulares de la piel ¥y una degradacién de las
estructuras de estas paredes para permitir gue los compuestos fendlicos
presentes en las vacuolas celulares puedan ser extraidos (Amrani-Joutei
y Glories, 1995).

Saint-Criq et al. (1998) propusieron un analisis de extractabilidad
fendlica para evaluar la facilidad de extraccion de los compuestos
fendlicos al vino. Este analisis consiste en macerar uvas durante cuatro
horas a dos valores diferentes de pH (3.2 ¥y 1,0) y asume que a pH 1,0 se
da una completa desorganizacion de la membrana vacuolar que facilita la
liberacion de los compuestos fendlicos. Cuando el pH de la solucién
macerativa es de 3.2, la degradacion tiene lugar en condiciones similares
a las que ocurren durante la maceracién (Glories y Saucier, 2000). La
extractabilidad se considera optima cuando la diferencia entre estos dos

resultados es pequefia y, por tanto, el indice de extractabilidad es bajo.

Segun Gonzalez-Neves et al. (2004), el conocimiento de Ia
extractabilidad de los pigmentos de la uva va a permitir guiar la
fermentacién en vinos tintos y va a ayudar a predecir el color del vino

resultante.

Se ha medido el contenido en antocianos de las pieles de cuatro

variedades de uva (Cabernet Sauvignon, Syrah, Merlot y Monastrell, ésta
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ultima en dos localizaciones diferentes) y la extractabilidad de los
antocianos y taninos. Asi mismo, se analizaron las caracteristicas
crom aticas de los vinos obtenidos con estas uvas y el perfil antocianico de
los orujos al final de la maceracion, para constatar qué antocianos eran
transferidos de las pieles de la uva al vino. Se queria evaluar si el indice
de extractabilidad puede ayudar a clarificar por qué uvas muy coloreadas
no siempre dan lugar a vinos altamente coloreados, y si la determinacion
del potencial fendlico de la uva podia ser util para fijar las condiciones de

vinificacién en tinto en funcion del vino gue se deseara obtener.
4.2.1. CARACTERISTICAS DE LA UVA A LA ENTRADA EN BODEGA.

Los datos de los analisis fisico-quimicos realizados a las uvas en el
momento de la vendimia se muestran en la Grafica 4.2.1. Se observa que
el peso de la baya fue significativamente mayor para la uva de la variedad
Monastrell y paricularmente en la Monastrell del area de Bullas
{(Monastrell-B), que alcanzd un peso de 167 g/100 bayas. Las uvas mas
pequefias fueron las de Cabernet Sauvignon, Merlot y Syrah. El tamafio
de baya es una caracteristica de fundamental importancia en la calidad
del vino. Los antocianos se sintetizan en la piel de la uva y un gran
tamario de baya resulta en un pequefio ratio piel/pulpa, que lleva a que
estos compuestos se diluyan. Asi, es importante considerar el tamafio de

la uva cuando se expresen resultados de concentracion de antocianos.

La concentraciéon de antocianos, expresadas como pg/g de piel o
mg/kg de bayas (teniendo asi en cuenta el efecto del tamario de la uva), y
el porcentaje de cada antociano se muestran en la Tabla 4.2.1. Cuando
los resultados se expresan como Mg/g de piel, los mayores valores se
observaron en las uvas de la variedad Monastrell del area de Jumilla
{Monastrell-J) y Syrah. Incluso, cuando el contenido en antocianos se
expresa como mg/kg de bayas, Monastrell-J y Syrah siguen alcanzando
los niveles mas altos, aunque en este caso las diferencias con el resto de
variedades fueron menores. Las uvas de la variedad Monastrell, en

ambas localizaciones, fueron las que presentaron una proporcién en
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antocianos acilados menor, resultados coincidentes con Garcia-Beneytez
et al. (2002). La composicion antocianica de un cultivar esta vinculada a
su herencia genética y desde un punto de vista cuantitativo, es bastante
independiente de las condiciones estacionales o del area de produccion
(Fernandez-Lopez et al., 1998). Se detectaron pequefias diferencias entre
las uvas de Monastrell en las dos localizaciones, pero se ha visto que
incluso entre diferentes clones de la misma variedad se pueden presentar
ligeras diferencias en la composicién cualitativa en antocianos y que las
condiciones de cultivo y localizaciéon, en algunos casos, pueden tener

cierta influencia (Arozarena et al., 2002).

Grifica 4.2.1. Caracteristicas fisico-quimicas de las uvas de Monastrell Bullas v Jumilla,
Cabernet Sauvignon, Syrah v Merlot en vendimia.
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Diferentes letras en el mismo color indican diferencias significativas segun L3S0 (p<0.05}
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Tabla 4.2.1. Concentracion de antocianos en las uvas en el momento de la vendimia,

expresada como Wiy de piel y mofkg de peso fresco de bayas (£ desviacion estandar).
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Cianidina-3-maonoglucdsido; Fet

Cian:

Petunidina-3-monaglucdsida; Fn: Peonidina-3-monoglucdsida; Maly: Malvidina-3-manoglucasido,

Malvdc: Malkvidinag acetato; DelC: Delfinidina cumarato.

b

Delfinidina-3-monaglucasido;

Del:

Abreviaturas:

nd: no detectada.

106



Diferencias en extractabilidad

Las uvas de la variedad Cabernet Sauvignon y Syrah presentaron
los mayores porcentajes de derivados acilados. Syrah, ademas, contiene
un alto porcentaje de antocianos cumarato, coincidiendo con los
resultados obtenidos por Darne (1988) y Fernandez-Lopez et al. (1995).
La presencia de antocianos acilados puede ser importante para el color
del vino, puesto que éstos participan en los procesos de copigmentacién
intramolecular, incrementando el color del vino.

En la Tabla 4.2.2. se muestran los resultados del analisis de
extractabilidad. Las mayores concentraciones de antocianos exiraidos a
pH 1,0 fueron encontradas en las uvas de Monastrell-J y Syrah, mientras
que Merlot presentaba el valor mas bajo. Aungue los resultados de estos
analisis espectrofotométricos no coinciden con los obtenidos por HPLC
(debido a los distintos procedimientos de extraccién), las diferencias entre
variedades en la concentracion en antocianos fue similar. En cuanto a los
resultados obtenidos con la solucidon macerativa a pH 3,6, Syrah y
Cabernet Sauvignon alcanzaron los contenidos en antocianos mas altos,
superando en este caso a Monastrell-J, siendo Monastrell-B la variedad
que presentaba la concentracién de antocianos extraidos menor.

Tabla 4.2.2. Valores de los parametros del ensayo de extractabilidad de las uvas en
vendimia.

ApH1' ApH3.6 EA CFTpH3,6 Mp

(mg/L) {mg/L) (%) %!

Monastrell-B 556,20 286,92 52b 24 1b 55.8h
Monastrell-J f52,3d 304 ,Bb 53b 28 12 56,5k
C. Sauvignon 524 4ahb 358 Bc 32a 34.3c at4c
Syrah GBS, 2d 455,0d 32a J44c 47.0a
Merlot 481 0a 328,0b 31a 40,7d 67.6d

fAhreviaturas: ApH1: Antocianos extraidos a pH 1; ApH36: Antacianos extraidos a p
Indice de extractabilidad, CFTpH3,B:Contenido de fenoles totales en |3 solucion a pH
ab=arbancia a 280 nmy}); Mp: Indice de madurez de |3 pepita.

*Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun L3S0 (p<0,05}

H 46 EA:
6

d,
G [como
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Los valores de antocianos obtenidos a pH 1.0 ¥ 3.6 llevan a un
valor relativamente alto del indice de extractabilidad para las uvas de
Monastrell en ambas localizaciones, y bajo (aunque similar entre ellas)
para las variedades Syrah, Cabernet Sauvignon y, sobre todo, Merlot.
Estos resultados indican, segun Saint-Crig et al. {1998), que los
antocianos de las pieles de Monastrell son mas dificiles de extraer que los
del resto de variedades estudiadas.

Dos factores podrian ser responsables del alto indice de
extractabilidad obtenido para las uvas de la variedad Monastrell. El
primero es gue las paredes celulares de su piel estén genéticamente
caracterizadas por una estructura mas rigida que pueda dificultar la
extraccion. El segundo es que la uva Monastrell presentaba un valor mas
bajo de "“Brix que Merlot, Cabernet Sauvignon y Syrah, como se detalla en
la Grafica 4.2.1. Algunos autores mantienen que el valor del indice de
extractabilidad disminuye a lo largo de la maduracion (Saint-Criq et al.
1998; Glories, 1999), aunque en otros estudios se ha constatado que la
uva de la variedad Monastrell mantiene un alto indice de extractabilidad
durante todo el proceso de maduracion. Bautista-Ortin et al. (2004a) no
encontraron cambios significativos en el indice de extractabilidad de
Monastrell durante la maduracién, aunque el °Brix aumentara de 244 a
26,2. En la misma direccion, Gonzalez-Neves et al. (2002) observaron
que no habia una relacién predeterminada entre la madurez tecnoldgica y

la madurez fendlica.

El indice de madurez de la pepita (Mp) representa el porcentaje de
taninos de la semilla que contribuyen al contenido total de taninos del
vino. Se ha observado que este valor decrece durante la maduracion de la
uva vy que valores excesivamente altos indican que los taninos de la
semilla podran difundir en el vino faciimente, especialmente con tiempos
de contacto de la masa de vinificacion prolongados durante la elaboracidn
{Ribéreau-Gayon et al., 1998b). Los resultados muestran que los mayores

valores fueron alcanzados por las uvas de |la variedad Merlot.

108



Diferencias en extractabilidad

Se determind el contenido en taninos en las pieles y las semillas
mediante un ensayo por precipitacion proteica, donde los datos obtenidos
(Grafica 4.2.2.) se expresan como contenido por baya o concentracién
(mg/kg). Monastrell-J y Cabernet Sauvignon presentaron el mayor
contenido de taninos en la piel, mientras que no se hallaron grandes
diferencias en la concentracion de taninos en las semillas, si se
expresaban los datos en mg/aya. Cuando los resultados se expresaron
en mg/kg, Cabernet Sauvignon y Merlot alcanzaron mayores niveles de
taninos en la semilla, siendo estas variedades las que también mostraron
un valor mas alto del Mp.

Grafica 4.1.2. Concentracion de taninos (equivalentes de categquina) en las pieles vy

semillas de la wva en vendimia.
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Diferentes letras en el misma color indican diferencias significativas segun L350 (p<0.05}

4.2.2. CARACTERISTICAS CROMATICAS DE LOS VINOS.

Las uvas estudiadas fueron vinificadas y se midieron sus
parametros cromaticos. Las condiciones de elaboracion fueron
exactamente las mismas para todas la variedades, en contraste con el
trabajo de Gonzalez-Neves et al. (2004), en el que se decidié la duracién

de la maceracidn en funcidn de los resultados del ensayo de
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extractabilidad. En nuestro caso, se queria estudiar si las caracteristicas
de la uva, incluyendo los indices de extractabilidad, se podian
correlacionar con las caracteristicas cromaticas de los vinos, cuando se
utilizaban las mismas condiciones de vinificacion.

El contenido en antocianos monom éricos de los vinos al final de la

maceracion se detallaenla Tabla4.2.3.

Tabla 4.2.3. Concenfracion de antocianos en los winos al final de la maceracion
(£ desviacion estandar).

Monastrell-B Monasthall-J C. Sauvkjhon Syrah MeHot
Antoclana® rng/L £ et o, e o, Mot % Myl o,
Del 14 120 6 g4 570 & i g 7t0 3 id T3x03 i 5003 i
Clan 4 Ex04 17 5003 16 nd ] 1801 0s nd 0
Pet FEAx1 D R M il d 113 13240 B 3T 16 Bx0 & a7 [ EDY: 45
Fn 16520 6 &4 18 60 & 51 4 00 i1 Bix0 Y 17 5 E0 3 T3
Malv 121755 &Y% IDO&xd4 570 183253 514 184 500 5F4 {124 519 5485
Del
acetats 1601 or 003 0E 70T 0g Fix04 0B 1701 Lg
Clan 1
acetato nd i} nd i} nd ] nd 0 nd i}
Pet nd 0 1 801 0o 4 607 13 4704 13 3E0 3 14
acetata - - - -
Pn atetato nd 0 nd 0 4 1£0 5 i1 SExi 1B 3003 17
Mﬂ&:‘f‘g* 10E+0 & 41 15440 & 3T G5 4+% 4 FER 51 B+% & FEE 409400 181
Clan
cumarato FTE+DF 14 F4+03 ng 1 B0 1 ne nd 0 F0+01 R
Pet 002 15 550 3 15 1401 0g 3104 IRt} 19403 LE
cumarato - - - - -
Fn
cumarata 49+01 04 T ELD 3 10 B0 0L LoD % 1E 3702 16
Maly FrEx0 7 50 2590 G g2 3r 04 90 3 oIxl & 58 FET70Y 40D
cumarato - - - - -
Total 2625+25 100 2810+87 100 25259+45 100 380,7+164 100 225,1+56 100

*Abreviaturas: Del: Delfinidina-3-monoglucosido;  Cian:  Cianidina-3-monoglucosido;  Pet
Petunidina-3-monoglucdsido; Fn: Peonidina-3-monoglucdsido; Malv: Malvidina-3-monoglucidsido;
MalkeAc: Malvidina acetato; DelC: Delfiniding cumarato .

"nd: no detectado.

Monastrell-J, Syrah y Cabernet Sauvignon presentaron valores
similares, aungue se encontraran concentraciones diferentes en las pieles
de las uvas de estas variedades. En los vinos de Monastrell, ademas, la

proporcién de antocianos no acilados fue mayor que en los vinos del resto
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de variedades. Se ha constatado que el perfil antocianico de los vinos
solo refleja parcialmente el perfil de las uvas frescas (Garcia-Beneytez et
al., 2002), conteniendo los vinos, generalmente, una proporcién mayor de
malvidina-3-glucosido que las uvas, como ya se observd en el apartado
4.1. La composicibn en monoglucdsidos por si sola no va a permitir
conclusiones claras sobre las caracteristicas cromaticas de los vinos pero,
puesto que parte de los antocianos seran extraidos y polimerizados,

contribuira al color del vino.

Las caracteristicas espectrofolométricas de los vinos se muestran
en la Tabla 4.2.4. Como sucedia en las uvas, Cabernet Sauvignon, Syrah
y Merlot presentan el mayor contenido en fenoles totales (CFT) en el vino,
indicando que se habian extraido mas compuestos fenodlicos. La
intensidad de color alcanzé los valores mas altos en los vinos de Syrah y
Cabernet Sauvignon, seguidos por el de Monastrell-J. Las uvas de
Monastrell-B, con una concentracion de antocianos mayor que las de
Merlot, condujeron a un vino con una intensidad de color similar al vino
elaborado con Merlot, pero con un contenido en fenoles totales menor.
Puesto que los porcentajes de copigmentacién fueron muy similares en
los vinos de Monastrell-J, Cabernet Sauvignon y Syrah, asi como la
concentracion de antocianos monoglucésidos (como se observa en la
Tabla 4.2.3.), las diferencias en la intensidad de color pueden ser debidas
a los antocianos poliméricos, lo que se confirma al estudiar los valores de
A

Los wvinos de Merlot y Cabernet Sauvighon alcanzaron las
concentraciones de taninos mas altas. En las caracteristicas cromaticas
del vino elaborado con Merlot se observa un valor alto del tono vy del
porcentaje de amarillo, con una concentracion relativamente baja de
antocianos y alta de taninos, lo que podria representar un desequilibrio en

ratio antocianosfaninos.

Cuando los vinos evolucionan, el color decrece ligeramente,

probablemente debido a la adsorcidon de los pigmentos en las lias de las
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levaduras y a fenomenos de coprecipitacién. Al final de la fermentacion
malolactica no se encontraron diferencias significativas en el color entre
Monastrell-J, Cabernet Sauvignon y Syrah, que eran los vinos con mayor
intensidad colorante.

Tabla 4.2.4. Caracteristicas cromaticas de los vinos al final de la maceracian (15 dias) y
al final de la fermentacion alcohdlica y fermentacion malolactica.
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'Abreviaturas: CFT: Compuestos fendlicos totales [como absorbancia a 280 nm; Tan: Taninos
totales; IC: Intensidad de colar, %A, %R, %Az PIIIFI:EI'ItEIJES de calor amarillo, rgo v azul, A
Absarbanciz a 520 nm despues de adlcmnar acetaldehido; A*": Absorbancia a 520 nm despues de
diluir 20 weces; A%%: Absobancia 3 520 nm después de EIdII:IIZII'IEIr S CA: Calor debida a
cuplgmentacmn FA: Cl:lll:lr debido 3 antocianos libres; PA: Calor debido 3 pigmentos palimericos.
‘Diferentes letras en |a misma columna indican diferencias significativas segun LSO (p<0.05}.
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Tabla 4.2.5. Concentracion de antocianos v porcentaje de los compuestos individuales

enlos orujos de la uva despues de la maceracion (x desviacion estandar).
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'8l B'0FEOR  Z'€T BTFYLE 897 PEFFSE L't §ORFEL LB S0FB0L | DIR+IvHep
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FPet:

Fetunidina-3-monoglucosido; Pn: Feonidina-3-manoglucosida; Mak: Malvidina-3-monoglucosido;

MaleAc: Malviding acetato; DelC: Delfiniding cumarata.

"nd: no detectada.

Delfinidina-3-monaglucasida; Cian:  Cianidina-3-monaglucdsido,

Del:

Abreviaturas:
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El estudio de los antocianos remanentes en los orujos de la uva
después de la maceracion también podria ayudar a confirmar la eficacia
del uso del indice de extractabilidad como herramienta para medir la
facilidad de extraccion de los antocianos en las uvas. La Tabla 4.2.5.
muestra los resultados obtenidos. En los orujos de la variedad Monastrell
se encuentran las mayores concentraciones de antocianos. El hecho de
este mayor porcentaje de antocianos remanentes con respecto a los
niveles originales en las uvas y de un peril antocianico muy similar para
las muestras de las dos localizaciones, se puede relacionar con valores
altos y similares del indice de extractabilidad. En el resto de variedades, el
porcentaje de los antocianos que permanecen en los orujos fue menor del
12% de la concentracion inicial en las uvas, y la malvidina-3-glucésido fue
el unico monoglucdsido no acilado que se detecté. Se detectaron altas
concentraciones, aunque menores que en las uvas, de acetatos de
malvidina en los orujos de Cabernet Sauvignon, Syrah y Merlot, asi como

de cumaratos de malvidina.

Se hizo un estudio de correlacion entre las caracteristicas
cromaticas de las uvas y los vinos, cuyos resultados se exponen en la
Tabla 4.2.6. Las correlaciones entre los antocianos de la uva medidos por
HPLC vy las caracteristicas cromaticas de los vinos estuvieron en el mismo
rango que las encontradas para los antocianos extraidos con la solucién a
pH 1,0 {(ApH1), no encontrandose coeficientes de correlacién altos con
ninguno de los parametros medidos en el vino. Por el contrario, se
observé una alta correlacion entre los antocianos obtenidos con la
solucién a pH 3,6 (ApH3.6) y algunas de las caracteristicas cromaticas de
los vinos, siendo mayores a 0,85 con A™ A’ y A®™ (medidas

directamente relacionadas con el contenido en antocianos del vino).

El indice de extractabilidad y el de madurez de la pepita mostraron
los mayores coeficientes de correlacion con el contenido en fenoles
totales del vino {(-0,92) y con la concentracién de taninos en el vino (0,69),
respectivamente. El contenido en polifenoles totales de la solucion a pH

3,6 (CFTpH3,6) estaba altamente correlacionado con CFT y los taninos
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en el vino. El contenido en taninos de la piel no se correlacionaba con
hingun parametro del vino, mientras que los taninos de la semilla si lo
hacian, en un alto grado, con los taninos del vino. Un estudio publicado
por Harbertson et al. (2002) no revelaba ninguna relacion clara entre la
concentracion de taninos en las uvas en el momento de la vendimia vy la
posterior en el vino, pero sus vinos se elaboraron comercialmente, sin
estandarizar las practicas enolégicas. En este trabajo, las vinificaciones
fueron idénticas para todas las variedades y, en estas condiciones, los
taninos de las semillas tenian una alta correlacion con los de los vinos.

Tabla 4.2.6. Correlaciones entre las variables de la uva vy el wino (ver tablas 4.2.2. v
424 para abreviaturas).

acet 20 S0z Taninos
IC A A A CFT totales {(mg/L)

Ant uva® (mg/kg) 0,2+ 003 -008  -025  -0.30 048

ApH1i® 0, B4+ 025 014  -001 -0.24 -0 BO*

ApH3,6" 063 086" D87 085™  0Fa* 010

EA” 022 -DETTT -0 77T -0@ETF .0 g7 -0 B3

Mp"® 044%™ -053F  -053%  -0.23 0,11 0,Ba*

CFTpH3,6° 0,04 0,34 034 0T 081" 0,77+

Taninos en piel 0,21 025 -025  -045 -0 .44 011
{mo'kg)

Taninos en semilla | ;0 015 015 043 071%™ 0.0
{mo'kg)

? Suma de los antocianas de |3 uva identificados y cuantificadas par HPLC,
" Parametras calculados sequn Saint-Crig et al. (1998,
***indican una correlacian significativa a un nivel de confianza del 35 v 99%, respectivamente.

En vista de los resultados obtenidos, se observa que aunque las
uvas de Monastrell presentaran los mayores contenidos en antocianos,
sus indices de extractabilidad fueron altos, indicando una mayor dificultad
para su extraccion. Efectivamente, la concentracién de antocianos y la
intensidad de color de sus vinos no se correlacionaron con el total de
antocianos medidos en las uvas, pero si con los que se podian extraer a

pH 3.,6. Por ello, los resultados muestran que el indice de extractabilidad
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indica la facilidad y extension de la transferencia de antocianos de las
pieles de la uva al vino y que la medida de los antocianos y compuestos
fendlicos extraidos a pH 3,6 y de los taninos presentes en las semillas
pueden ser empleados como herramienta en la prediccion de las

caracteristicas cromaticas de los vinos.

Ademas, considerando el potencial fendlico de las uvas en el
momento de la vendimia se podria planear la vinificacion (duracion,
frecuencia e intensidad de los bazuqueos, control de temperatura y uso

de enzimas) en funcion del vino que se desee obtener.

Los altos valores del indice de extractabilidad en Monastrell indican
que esta variedad requiere largos tiempos de maceracion para que sea
posible la difusion de los antocianos y taninos. Seran necesarios
bazugqueos frecuentes que permitan la extraccion de taninos que

favorezcan la polimerizacién antocianos-taninos.

Las uvas de la variedad Merlot no alcanzan una alta concentracion
de antocianos, aunque presentan un indice de extractabilidad bajo y un
alto contenido en taninos de las semillas. Basandose en este perfil, Merlot
necesitara maceraciones cortas, ya que los antocianos son facilmente
extraibles y asi no permitira un exceso de taninos que incremente el

porcentaje de color amarillo y la astringencia en estos vinos.

La elaboracion de uva de la variedad Syrah se podria wver
favorecida con bazugqueos frecuentes que aumenten la concentracion de

taninos en el vino, especialmente en los destinados a envejecimiento.

Por ultimo, la variedad Cabernet Sauvignon presenta un bajo valor
del indice de extractabilidad y un alto contenido tanico, por lo que podria
dar buenos resultados con maceraciones cortas (para vinos jovenes) y

con maceraciones largas (para vinos que se envejezcan).
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4.2.3. CARACTERIZACION DE LAS PAREDES CELULARES DE LOS
CRUJOCS.

Tras el prensado de los vinos estudiados, se tomaron muestras del
orujo resultante. Este orujo fue prensado, congelado y posteriormente se
extrajeron sus paredes celulares. Estas paredes celulares se
caracterizaron, analizando su contenido en proteinas y compuestos
fendlicos ligados a la pared celular, lignina y su composicion en azucares
heutros y acidos urénicos.

Se tomaron muestras de orujo de las distintas variedades, para
intentar dilucidar si, el estado de las paredes celulares podria ayudar a
una mejor comprensién de las diferencias en la extractabilidad de los
compuestos fendlicos. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacién.

En la Tabla 4.2.7. se puede observar el rendimiento obtenido al

extraer las paredes celulares de los orujos de las distintas variedades.

Tabla 4.2.7. Contenido en pared celular de los orujos de las distintas variedades al final
de la maceracion (+ desviacion estandar).

Hendimienta fmg pared celular /g orujo)
Merlot 30,7a’
Syrah 48 9c
C. Sauvignon 48 7c
Monastrell-J 48 Bc
Monastrell-B 40 2k

' Letras distintas indican diferencias significativas sequn test LSD (p<0,053.

Merlot es la variedad donde menor rendimiento se obtiene, seguida
de Monastrell proveniente de Bullas. El resto de variedades rindieron lo
mismo, no encontrandose diferencias significativas entre ellas. Debido al
procedimiento de extraccién de las paredes celulares, este resultado

puede dar una idea de la cantidad de pared que habia en el orujo, pero
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hay que considerar las diferencias con precaucion, ya que este método,
debido al proceso de tamizado, se considera un método semicuantitativo,

en lo que a rendimiento se refiere (Nunan et al., 1998).

En los orujos de las distintas variedades no se encuentran grandes
diferencias en el contenido en proteinas asociadas a la pared celular
(Tabla 4.2.8.) Merlot es la variedad con menor cantidad de proteina por
gramo de pared y Monastrell-B la de mayor. En el resto de orujos el
contenido es intermedio y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. En el contenido en compuestos fendlicos totales
y lignina, Cabernet Sauvignon fue la variedad con una concentracidén mas
alta en estos compuestos, mientras que Syrah presentd los mas bajos.
Tabla 4.2.8. Contenido en proteinas, compuestos fendlicos totales vy lignina en pared

celular de los orujos de las distintas variedades al final de la maceracion (x desviacion
estandar).

Proteina Compuestos fenolicos Lignina
{mg/g pared totales fma/g pared
celular) {mg/g pared celular) celuiar)
Merot 1843 42, 5ah 240,0ab
Syrah 21,5ah 34 .3a 203 .3a
C. Sauvignon 29 7hc 2odc 4333k
Monastrell-J 24 Shc 47 Bhc 298 7a
Monastrell-B 297c 46,1ab 246,73

' Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test LSD (p<0 05},

Ortega-Regules (2006) analizd la composicibn de las paredes
celulares de estas uvas a la entrada en bodega, en un estudio previo. Los
perfiles de composicidon encontrados en los orujos no concuerdan con los
obtenidos en las uvas, aunque hay que tener en cuenta que el
procedimiento de extraccidén de las paredes celulares en ese estudio fue
diferente al que se siguié en el de los orujos. En la uva a entrada en
bodega, Orega-Regules (2006) encontré que Syrah fue la variedad donde

se encontraron los contenidos mas altos de proteinas, mientras que
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Monastrell presentaba los mas bajos. Las mayores cantidades de
compuestos fendlicos se alcanzaron en Merlot y Syrah y las mas bajas en
Monastrell-B y Cabernet Sauvignon. Parece, comparando estos
resultados con los obtenidos en los orujos tras la maceracion de las
pieles, que podria haber una menor degradacion de la pared celular de
Monastrell durante la vinificacién. Esta suposicidn concordaria con la
diferente difusion de compuestos fendlicos encontrada durante la

elaboracion de los vinos.

Enla Tabla 4.2.9. se muestra la composicién en azlucares neutros y
acidos urdnicos de las distintas variedades al final de la maceracion. Se
ha observado que las paredes celulares primarias de las bayas de uva
tienen un sistema comun de polisacaridos estructurales con una
distribucién que varia entre cultivares. Estudios previos han demostrado
que estas paredes celulares estan principalmente constituidas por
celulosa y polisacaridos pécticos (Vidal et al., 2001). Los resultados que
se han obtenido confirman estas observaciones. Se observa que, los
menores contenidos en azlcares totales se encontraron en la variedad
Syrah, asi como en todos los azucares neutros. Merlot y Cabernet
Sauvignon presentaron valores intermedios y la variedad Monastrell, en
ambas localizaciones, mostré las mayores concentraciones en azlcares
totales, xilosa, galactosa, celulosa y en el contenido en acidos urdnicos.
En un estudio realizado por Nunan et al. {(1997), se observ6 que altos
contenidos en celulosa, hemicelulosa y proteinas se correlacionaban con
uvas de una variedad considerada como de textura firme. Asi mismo,
Batisse et al. (1996) y Rosli y Civello (2004) obtuvieron resultados
similares en otros frutos, cantidades elevadas de celulosa, hemicelulosa,
galactosa y acidos urdénicos se encontraron en los frutos que presentaban

la textura mas firme.
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Tabla 4.2.9. Contenido en azdcares neutros v acidos urdnicos (mgfg de pared celular) en
la pared celular del orujo de las distintas variedades al final de la maceracian.
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'"Abreviaturas: Cel-Glu Glucosa celulasica; UA: Acidos uronicos; GM: Grado de metilacian; GA:
Grado de Acetilacian.
*Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas sequn test L30 (p=<0,05}.

120



Diferencias en extractabilidad

Estos resultados parecen indicar que el contenido y/o la estructura
de la pared celular de Monastrell es mas compleja que la del resto de
variedades, lo que podria, en parte, suponer una mayor dificultad a la
extraccion de los compuestos fendlicos al vino (Lecas y Brillouet, 1994;
Kennedy et al., 2001). Ortega-Regules (2006) realizé un estudio de las
paredes celulares de la piel de la uva de distintas variedades a entrada en
bodega durante dos afios consecutivos y, con ligeras variaciones anuales,
también observé que las paredes celulares de la piel de uva de Monastrell
parecian ser mas complejas que las de Syrah, Merlot y Cabernet

Sauvignon.

Al comparar los orujos de las distintas variedades, se observd que
las variedades que presentaban menor contenido total en azlcares
heutros fueron aquellas cuyas uvas mostraban menores indices de
extractabilidad. Para comprobar esa observacién, se llevé a cabo un
estudio de correlacion entre los datos de extractabilidad de las uvas de las
distintas variedades a la entrada en bodega v los datos de caracterizacién

de sus orujos tras la maceracion (Tabla 4.2.10.).

Los resultados indican que hay una relacién entre la composicién
de la pared celular del orujo y la extractabilidad de los compuestos
fendlicos. Se observa que altas cantidades de azucares totales,
arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y celulosa en los orujos, después de
la maceracién, correlacionan negativamente con la cantidad de
antocianos que pueden ser facilmente extraibles en la uva (medidos en el
momento de entrada a bodega), no correlacionando con la cantidad de
antocianos totales en las uvas. El mismo comportamiento se observa para
el indice de extractabilidad, que cuanto mayor es, mas cantidad de
azucares totales quedan remanentes en la pared celular de los orujos.
Estos resultados concuerdan notablemente con las correlaciones
obtenidas, en uvas recién vendimiadas, por Orega-Regules et al. (2008),
que encontraron que se podia prever con una fiabilidad del 73% la
facilidad de extraccion de los antocianos en funcion de la composicion de

la pared celular de la piel de uva en distintas variedades. Aquellas

121



Diferencias en extractabilidad

variedades con un mayor contenido en paredes celulares y con estas
paredes mas ricas en pectinas y azucares totales presentan mas dificultad
para la extraccion de sus antocianos (Ortega-Regules et al., 2006), lo
cual, ademas, se pone de manifiesto en el estudio de los orujos, ya que
estos muestran asi mismo, mayores cantidades de los azucares
relacionados con las pectinas y azucares totales, es decir las paredes

celulares se han degradado menos.

Los resultados parecen indicar que, la diferente extractabilidad de
los compuestos fendlicos que presentan distintas variedades, va a estar
ligada a las caracteristicas que presenten las paredes celulares de las
pieles de las uvas.

Tabla 4.210. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la composicidn de la pared

celular de los orujos de las distintas variedades v los datos de extractabilidad de las uvas
a entrada en hodega (significacidon estadistica).

AntpH1* AntpH3& CFTpH3.6 EA Mp
0,09 -0,44 -0,72 056 -0,24
Proteina
(0,74) (0,10) (0,00} (0,03) (0,39)
-0,64 -0,70 0,18 0.9a 0.91
Ara
(0,01; (0,00) (0,592) (0.,00) (0,007
vl -0,25 -0,87 -0,36 0,68 053
¥ (0,37) (0,00} (0,19 (o0 (0,04)
0,14 -0, 74 -0,93 0,50 -0.14
Man
(062 (0,00 (0,00 (0.0m (0623
-0.,20 -0,81 -0.,49 077 0.4s
Gal
(048] (0,00} (0,08) (0,00) (0,08
al -0,73 -0.17 0.64 -0,39 0,80
u
(0,007 (0,53) (0,00 (0.1%5) (0,00
0,24 -0,76 -0,92 0,98 -0,13
Cell-Glu
(0,39 (0,00) (0,007 (0,00) (0,66)
-0.,25 -0,83 -0,48 0,74 049
Total azucares
(0,36) (0,00) (0,07 (0,00) (0,06)

aAhreviaMrgs: ApH1: Antocianos extraidos a pH 1, ApH3.6: Antocianos extraidos a pH 36
CFTpH3 Bndice de fenoles totales en la solucion a pH 3.6 EA: Indice de extractabilidad; Mp:
Indice de madurez de |3 pepita. Cell-Glu: Glucosa celdlosica.
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4.3. CARACTERIZACION DE DIFERENTES ENZIMAS COMERCIALES.
EFECTO EN LA VINIFICACION Y EN LAS PAREDES CELULARES DE
LOS CRUJOS OBTENIDOS.

La difusidbn de los compuestos fendlicos de la uvas durante la
vinificacion debe ser lo mas completa posible, para asegurar una buena
intensidad de color y postericr estabilidad durante el envejecimiento.
Como se ha visto anteriormente, los compuestos fendlicos de uva de la
variedad Monastrell presentan mayor dificultad de extraccion que los de
otras variedades. Una via para intentar extraer una mayor cantidad de
estos compuestos es la aplicacion de enzimas exagenos pectoliticos
{Ayestaran et a/, 2004}, si bien los resultados encontrados por diferentes
autores sobre el uso de enzimas para mejorar el color, son contradictorios
{Pardo et al., 1998; Watson et al., 1899; Delteil, 2000b; Canal-Llaubéras y
Pouns, 2002; Revilla y Gonzalez-San José, 2002a y b, 2003a y b). Asi,
mientras algunas investigaciones muestran aumentos de color en
vinificaciones donde se han aplicado estos enzimas, otras no han
encontrade ningun bensficio. Este puede ser debido a una gran

heterogeneidad entre los diferentes preparados comerciales.

La distinta naturaleza de las pectinasas presentes en astas
preparaciones y su nivel de actividad condicionan la eficacia de los
productos. En la mayoria de los casos, la actividad enzimatica de las
preparacionas comerciales viene expresada en unidades propias de cada
fabricante. Generalmente se trata de nomenclaturas globales que no
hacen distincian entre las distintas pectinasas {(Palacios et al., 2003} Las
preparaciones pectoliticas comerciales utilizadas en la elaboracion de
vinos tintos usualmente estdn compuestas por mezclas de
poligalacturonasa, pectin metilasterasa y pectin liasa, conteniendo
también ciertas actividades residuales, come celulasas, hemicelulasas y

glucosidasas.

El objetivo de esta parte del trabajo fue la caracterizacion y

cuantificacion de las actividades enzimaticas de seis preparaciones
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enzimaticas comerciales {E1 a EB), y el estudic de su efecto en las
caracteristicas cromaticas de pieles de uva y vinos de la variedad
Monastrell ¥ en los orujos al final de la maceracién, con el objsto ds
alcanzar un mejor conocimiento de la relacién entre el mecanismo de
accién de los enzimas y su implicacion en la difusién de los compuestos

fendlicos de la uva al vino.
4.3.1. CARACTERIZACION ENZIMATICA.

Durante la campafia 2004-2005 58 llevd a cabo una caracterizacion
de las actividades enzimaticas presentes en seis de los principales
preparados enzimaticos para extraccian de color en vinificaciones en tinto
dque se pueden encontrar en el mercado. Estos preparados enzimaticos
fueron: E1: Rapidase Ex Color {DSM, Servian, Francia), E2: Lafase He
Grand Cru {Laffort (Enclogie, Burdeos, Francia), E3: Vinozym Vintage
FCE {Novozymes, Dittingen, Suiza), E4: Vinoflow {(Novozymes, Dittingen,
Suiza), E5: Endozym Rouge (Pascal Biotech, Paris, Francia) y EB:
Endozym 10 ICS {Pascal Bictach, Paris, Francia).

Las actividades enzimaticas que se determinaron fueron:
poligalacturcnasa total y endo-poligalacturonasa (PG total ¥ endoPGj,
celulasa, xilanasa, galactanasa, pectatc y pectin liasa, pectin

metilesterasa, d- y B-galactosidasa, p-glucosidasa y proteasa.

Las Graficas 4.3.1. a 4.3.7. muestran las principales actividades
enzimaticas medidas en las diferentes preparaciones comerciales. La
pectina, uno de los principales componentes de la pared celular, es un
heteropolisacarido compuesto de cadenas de galacturonato unidas por
enlaces «-(1-24) con un alto porcentaje de metil esterificacion. La
degradacién de la pectina requiere la accion combinada de varios
enzimas que se pueden clasfficar en dos grupos principales: metil
esterasas, que eliminan los grupes metoxilo de la pectina y las
despolimerasas {(hidrolasas y liasas), que rompen los enlaces entre las
unidades del galacturcnato. La PG cataliza la hidrélisis de las unicnes d-

{(1—=24) del acido péctico. Su accidn puede ser endo (hidrolizando los
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enlaces a-(1-2>4}) o exo (causando una rotura secuencial de estos enlaces
desde el extremo no reductor de la cadena de acido péctico). En las
Graficas 4.3.1. y 4.3.2. 56 cbserva que las preparacionas enzimaticas E3
y E6 muestran la mayor actividad peoligalacturonasa {total y endo),
mientras que estas actividades fueron bajas en los enzimas comerciales
E1, E2 B4y ES.

Grifica 4.31. Actividad poligalacturonasa total {PG) presente en los preparados
enzimaticos.
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Grafica 4.3.2. Actividad endo-poligalacturonasa (Endo-PG) presente en los preparados
enzimaticos.
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La pectin metilesterasa (PME} cataliza la escisién de los grupos
metilo. La accidn de este enzima as necesaria para la actuacion ds ciertas
despolimerasas, pero no debe ser muy alta para evitar una excesiva
produccion de metanol en el vino. El nivel mas alto de este enzima se
encontrg en la preparacion E6, mientras los enzimas comerciales E4 y £5
presentaban los mas bajos (Grafica 4. 3.3.).

Grafica 4.3.3. Actividad pectin metilesterasa (PME) presente en los preparados
enzimaticos.
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Las liasas rompen los enlaces glicosidicos mediante un mecanismao
de p-eliminacién, produciendo un aumento en productos insaturados. La
diferencia entre estos enzimas es gue mientras las pectin liasas muestran
especificidad por los sustratos metil asterificados {pectina}, las pectato
liasas actian uUnicaments scobre poligalacturonato no esterificado
{pectato). El preparado comercial ES muestra valores de actividad pectato
liasa menores gue el resto {Grafica 4.3.4.}, mientras que los preparados
E2 ¥ E3 son los que presantan los valores mas altos. El enzima comercial
E4 es el que contiene la menor actividad pectin liasa, los preparados E1,
E2 y E3 presentan valores intermedios, siendo la preparacion enzimatica

EG la que alcanza una actividad pectin liasa mayor.

126



Caracterizacion y efecto enzimas comerciales

Grafica 4.3.4. Actividades pectato y pectin liasa (PAL y PL) presentes en los preparados
enzimaticos.
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Las celulasas degradan la celulosa de la pared celular de la pial de
la uva a glucosa. Se supone que son efectivas para incrementar el color
{Gump y Haight, 1985} y para liberar los taninos ligados a las paredes
celulares {Amrani Joutei et al., 2003). En la grafica 4.3.5. se obsarva que
no todos los preparados comerciales enzimaticos estudiados mostrarcn
actividad celulasa. Esta actividad no se detectd en los enzimas E2 y ES3,

siendo en el preparado E6 donde mayor nivel de actividad se encontrd,

La galactanasa vy la xilanasa son enzimas que catalizan la ruptura
de moléculas de hemicelulosas. Estas actividades enzimaticas no se

detectaron en los preparados comerciales analizados.

Las proteasas catalizan |la degradacion de las proteinas de la
membrana celular y de las que forman parte de la estructura de la pared
celular, por lo que podrian ayudar a la extraccion de compuestos
fendlicos. Esta actividad tampoco fue detectada en las muestras

estudiadas.
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Grafica 4.3.5. Actividad celulasa presente en los preparados enzimaticos.
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Grafica 4.3.6. Actividades a- v F-galactosidasa presentes en los preparados enzimaticos.
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La d- ¥ B-galactosidasa catalizan la ruptura de enlaces a- y B-
(1—>4) de la galactosa, respectivamenta. Algunos autores opinan que este
enzima s responsable del reblandecimiento de ciertos frutos {Lazan et
al., 1885; Mohd Ali et al., 1895} y se ha cbservado un aumento en estas
actividades durante la maduracion de la uva {Ortega-Regules, 2006). En
general, en los preparados enzimaticos se detectt mayor actividad B-
galactosidasa que a-galactosidasa, excepto en la preparacion E6. Como
se chserva en la Grafica 4.3.6., el preparadoc E6 alcanzd los mayores
valores para las dos actividades, seguido, con niveles muy similares entre
ellos, de las E1 y E4, para la actividad p-galactosidasa. Esta situacion se
repitid con los valores de la actividad d-galactosidasa, en los enzimas

comerciales E1, E4 y ES.

La actividad p-glucosidasa también fue estudiada, puestc gue
puede ser perjudicial para el color del ving. Este enzima degrada los
antocianos, por lo que podria contribuir al descenso del color en vinos
tintos. Esta actividad residual unicamente ne se encontré en dos de las
preparaciones enzimaticas, E2 y E3 y fue especialmente alta en &l

preparado B4 (Grafica 4.3.7.}.

Grafica 4.3.7. Actividad F-glucosidasa presente en los preparados enzimaticos.
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4.3.2. CARACTERISTICAS CROMATICAS DE LOS VINCS.

Para el ensayo sobre la influencia de los preparados enzimaticos
en las pieles de uva, se introdujeron 0,5 g de pieles de Monastrell en 20
mL de una soclucién modelo a pH 3.6 y se afadieron 5000 mg/L del
preparado enzimatico. Cada ensayoc tuvo una duracién de 2 dias,
midiéndose la absorbancia a 520 nm de la solucién a las Q, 2, 4, 6, 8, 10,
20, 30y 48 horas.

La Grafica 4.3.8. mueastra la evolucion de la absorbancia a 520 nm
{Asz0} en la solucion modelo donde se maceraron las pieles de Menastrell
en presencia de los diferantes enzimas comerciales. Excepto la solucidn
gque contenia el enzima E1, todos los ensayos mostraron mas color que la
solucion testigo durante las primeras 10 horas de maceracian, siendo, asi
mismo, en este perodo donde mayores incrementos en Aszy Se
detectaron. Los mayores valores de Aszg en estas primeras 10 horas se
encontraron en la solucidbn que contenia el preparado comercial EG {un
enzima con alta actividad poligalacturonasa, celulasa y pectin liasa).
Segan Gump ¥y Haight {1995}, las celulasas, tanto purificadas como
formando parte de una mezcla con pectinasas, pueden ser una
herramienta efectiva para el incremento del color. Guerrand et al. {2003}
también mostraron que cuando una preparacién enzimatica tenia un nivel
mas alto de actividad celulasa y hemicelulasa, la extraccion era mas
rapida. En esta solucion (EG) se observd después un descenso en la Asap.
Esto puede ser debido a la presencia de actividad B-glucosidasa en este
enzima comercial La Asxo del resto de las muestras continud
aumentando, aungue mas lentamente que durante las primeras horas.
Transcurridas 30 horas de maceracion, los ensayos E1 y E4 también
mostraron un descenso aen Asgp. Al final del experimento las solucicnes
maceradas con los enzimas E2, E3 y E5S (bajas en actividad B-glucosidasa
y celulasa) alcanzaron valores mas altos que la solucién control. La dosis
de enzima utilizada en este ensayo fue muy alta, y por tanto el rol de la
actividad p-glucosidasa, cuando estaba presente, podria ser muy

significativo.
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Grafica 4.3.8. Evolucion de |a Absorbancia a 520 nm {Aszq) de |as soluciones con pieles
maceradas.
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El efecto de los seis enzimas comerciales tambign se probd en
vinificaciones con uvas de la variedad Monastrell. En la Grafica 4.3.9. se
ochservan diferencias en la intensidad de color entre &l vino testigo vy los
vinos tratados con enzimas, durante el periodo de maceracion hasta el dia
10. EBEn el dia 3, los vinos con E4 y ES mostraron un 20% mas de color
que el vinc control. Parley {1837} describid que las mayores diferencias
entre vinos elaborados con enzimas y su control, se detectaban en las
etapas mas tempranas de la maceracion, disminuyendo éstas cuando
aumentaba el tiempo de contacto con las pieles, pueste que la actividad
de los enzimas se inhibia con el incremento de etanol y con la liberacion
de altos niveles de fenoles durante la fermentacidn. Por otro lado, los
enzimas pueden medificar el estado fisico de la piel de la uva y asi,
facilitar la extraccion de estos fencles durante la fase alcohdlica. A dia 7,

los vinos tratados con E2 y E4 tenian una intensidad de color un 13%
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mayor gue el vino control, pero estas diferencias decrecieron hasta el dia
10. Estos resultados son muy similares a los de Clare et al. {2002}, qus
encontraron una intensidad de color mayor en un 22% en vinos
elaborados con enzimas a dia 3 y que esta diferencia se reducia a un
7.5% adia 6. Desde el dia 10 al 14, la intensidad de color disminuyd en
todos los vinos estudiados y, en el momento del prensado, ya no se
ohservaron diferencias entre los vinos con enzima y el testigo. Parece que
los enzimas aceleran la extraccion del color pero, si la maceracion as o
suficientemente larga, el vino testigo puede alcanzar valores similares de
intensidad de color. Por ello, las preparaciones enzimaticas podrian ser

de mayor utilidad en maceraciones cortas.

Grafica 4.3.9. Evolucion de |z intensidad de color en las diferentes vinificaciones durante
la maceracion.
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La suma de todos los antocianos detectados mediante HPLC
{monoglucosidos, derivados aciladas, vitisina A y B) tampoco mostr
diferencias al final de la maceracién, siendo, ademas, su svolucién muy
similar a la de la intensidad de color de los vinos {Grafica 4.3.10.). Adia 3
¥ 6, &l vino elaborada con el preparado EZ {un enzima con alta actividad
pectin ¥ pectato liasa, media actividad poligalacturcnasa y pectin metil
esterasa y sin actividad celulasa) alcanzaba la concentracién antocianica
mas alta.

Grafica 4.3.10. Evolucidon del contenido en antocianos {suma de los compuestos
identificados mediante HPLC) en las diferentes vinificaciones durante |la maceracion.

500
T 400 A
o
E
w520+
¥
o
2 300+
n
g
K TR i B
8 ok S
=2 E3
< 200 v E4
E5
15[] e i ............................................................................................... + EE‘ I
—4— Testign
100 T T T T T T
) 4 G a8 10 12 14 16

Dias de maceracion

En la Grafica 4.3.11. se muestra la evolucion del contenido en
fenoles total {CFT}, medido como densidad optica a 280 nm. Al contrario
que con la intensidad de color, sélo se chservan diferencias a partir del
dia 5, que se fueron incrementande hasta el dia 15, cuando el control
presentd el mencr valor de CFT vy los vinos elaborados con E1, B2, E3 y

E6 los niveles mas altos. Los vinos tratados con E4 y ES {anzimas con
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baja actividad pectin y pectato liasa y poligalacturonasa) mostraron los
valores mas bajos de CFT entre los vinos enzimados.

Grafica 4.3.11. Evolucion del contenido en compuestos fendlicos totales {medido como
absorbancia a 280 nm) en las diferentes vinificaciones durante la maceracian.
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Al final de la fermentacién alcohdlica {Tabla 4.3.1.), el vino testigo v
los vinos elaborados con enzimas mostraban valores similares de
intensidad de color, parametros CIELab, A%® y A¥® Sin embargo, si 56
observaron diferencias, excepto para el vino ES, entre el contenide en
compuestos fendlicos totales del testigo y los vinos tratados con enzimas,
que alcanzaron valores mas altos. Las actividades pectin y pectato liasa y
poligalacturonasa parecen ser importantes en la extraccibn de
compuestos fendlicos, miantras que la actividad pectin metilesterasa, muy
alta en el E5, no. La concentracién de taninos también fue mayor en todos
los vinos elaborados con enzimas, pero no se encontraron diferencias

significativas entre los distintos enzimas sstudiados. Asi mismo, &l
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percentaje de color rojo fue mayor en los vinos tratados con preparados

enzimaticos.

Tabla 4.3.1. Caracteristicas cromaticas de los vinos al final de fermentacion alcohdlica.
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' CFT: compuestos fendlicos totales fcomo absorbancia a 280 mn}; IS intensidad de color; %64,
%R, %:Az. porcentajes de color amarille, mojo y azul; L*, ©F y H*: parametros CIELab; AT
absorbancia a 520 nm después de adicionar $02; A™" absorbancia del vino a 520 nm después de
adicionar acetaldehido.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas segan LSD {p<D.05}
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Después de 12 meses de almacenamiento {Tabla 4.3.2.} el vino
control mostraba los valores mas bajos de CFT y contenido en taninos;
siendo los vinos elaborados con E2, E3 y EG los de mayor concentracion
tanica. La intensidad de color fue superior en los vinos fratados con
enzimas, excaptuanda al E5, con un porcentaje de color azul, color rojo v
compuestos poliméricos significativamente alto. Estos resultados son muy
similares a los obtenidos por Delteil {2000b} con vinos de Monastrell.
Algunos tratamientos con senzimas también produjeron vinos mas
coloreados durante el almacenamiento {(Wightman et al., 13897} y con
mayor contenido en antocianos poliméricos (Watson &t al.,, 1988},
mediante la promocién de un aumento en la formacion de pigmentos
poliméricos estables. Zimman et al. {2002} observé que el enzima
utilizado en su estudio promovia un incremento en el contenido en
taninos, pero que no se incrementaba el color del vino a largo plazo,
aungue los taninos pudieran favorecer la formacion de compuestos

poliméricos coloreados.

Se aplicé un analisis de componentes principales utilizando como
variables los valores de las caracteristicas cromaticas de los vinos al final
de la fermentacién alcochdlica y despugs de doce meses de
almacenamiento. El analisis confirmé los resultades previos. Los dos
primeras componentes principales explicaban &l 94,1% del total de la
varianza. El primer componente, que separa los vinos de acuerdo a su
tiempo de almacenamiento, explicaba el Y4,8% de la varianza y el
saegundo componente el 19,2%. La Grafica 4.3.12. muastra la distribucién
de los vinos en el plano definido por esos dos componentes. Los vinos
analizados al final de la fermentacién alcoholica se separaban claramente
de aquéllos con doce meses de almacenamisnto, mostrando estos

ultimos el mayor contenido en compuestos poliméricos (ASDE},

y los
mayores porcentajes de color amarillo y azul. Sélo el vino control se
separaba de los vinos elaborados con enzimas, en los dos casos {al final

de la fermentacicn alcohdlica y tras doce meses de guarda),
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encontrandose diferencias muy pequefias entre los vinos tratados con

distintos preparados enzimaticos comearciales.

Tabla 4.3.2. Caracteristicas cromaticas de los vinos tras 12 meses de almacenamiento.
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' CFT: compuestos fendlicos totales fcomo absorbancia a 280 mn}; IS intensidad de color; %4,
%R, %Az porcentajes de color amarillo, rojo ¥ azul; L*, CF v H": parametros CIELab; A5
absorbancia a 520 nm después de adicionar 80z, A™" absorbancia del vino a 520 nm después de
adicionar acetaldehido.

“Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas segin LSD {p<0.05}
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Grafica 4.3.12. Distribucion de los vinos en un sistema de coordenadas bidimensional
definido por dos componentes principales.
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Abreviaturas: IC: intensidad de color; DO280: fenoles totales; A, absorbancia del vino a 520 nm
tras adiciomar acetaldehido; Agqz absorbancia a 520 nmi tras adicionar S0z, L*, C* v H*: parametros
CIELab.

En resumen, s& ancontraron diferencias en el tipo de actividades
enzimaticas presentes en las preparaciones comercialses, asi como en su
concentracion. Incluso se detecté la presencia de B-glucosidasa, actividad
indeseable. Cuando los enzimas eran utilizados a una concentracion muy
alta, parece ser gue la presencia de esta actividad fue en detrimento de la
extraccion de color, pero a las dosis recomendadas por los fabricantes, el
nivel de actividad p-glucosidasa no parecié tener influencia en el color del
vino. También se encontraron diferencias entre las caracteristicas
cromaticas de los vinos elaborados con enzima y &l vino control,
mostrando los primeros al final de la maceracién y de la fermentacién
alcohdlica un mayor contenido en compuestos fendlicos totales y en
taninos y, después de doce meses de almacenamiento incluso una
intensidad de color mayor. Aungue las diferencias entre los vinos tratados
con los preparados enzimaticos comerciales y el vino control fueron

grandes, los vinos enzimados s6lo mostraron pequefias diferencias entre
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ellos, aungue las caracteristicas de los enzimas comerciales difirieran
mucho las unas de las otras. Por Ultimo, todos los enzimas incremeantarcn
el contenido en compuestos fendlicos totales, probablemente al facilitar la
liberacion de taninos procedentas de la piel.

4.3.3. CARACTERIZACIOCN DE LA PARED CELULAR DE LOS
ORUJOS.

Los sustratos de estos preparados comerciales, que se utilizan en
la vinificacian, son las paredes celulares de la piel de la uva y el objetivo
es facilitar su degradacian. Para comprobar su efecto, tras el prensado de
los vinos estudiados, s& tomaron muestras del ordjo resultante. Este orujo
fue prensado, congelado y posteriormente se extrajeron sus paredes
celulares. Estas paredes celulares se caracterizaron, analizando su
contenido en proteinas y compuestos fendlicos ligados a la pared celular,

lignina y su composicién en azdcares neutros y acidos urénicos.

En la Tabla 4.3.3. se muestra el contenido en material de la pared
celular extraido de los orujos resultantes de las diferentes elaboracionss.
Se observa que no hay diferencias en la cantidad de pared celular que se
aislg de los distintos orujos, por lo que parace ser que el uso de enzimas

no twvo influencia en la mayor o menor degradacién de pared celular de

los orujos.

Tabla 4.3.3. Contenido en pared celular de los orujos tras |2 maceracian.

Rendimiento (mg pared celular/g orujo)
MCCT 18,08
MCCE1 15,0a
MCCE2 15,92
MCCE3 14,73
MCCE4 18,5a
MCCES 12,23
MCCES 14,6a

! Letras distintas indican diferencias significativas segon test LSD {p=0,05}.
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En la Tabla 4.3.4. se muestra la composicién en proteinas totales,
compueastos fendlicos totales y lignina de la pared celular de los orujos {en
mg/g de pared celular}.

Tabla 4.3.4. Contenido en proteinas, compuestos fendlicos totales y lignina en pared
celular de los orujos tras la maceradci on.

Proteinas Compuestos fendlicos Lignina
{mg/g pared totales {mg/g pared

celular) {mg/g pared celular) celular)

MCCT 14,08’ 89,2a 223.,3a
MCCE1 25,40 74,22 308,7d
MCCE2 18,7ab B4,2a 260,00
MCCE3 21,8ab 684,12 276,7c
MCCE4 24.0b B6,1a 246,7ab
MCCES 13,0a 79,92 260,00
MCCE& 24,46 B7.Ba 283,3cd

! Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test LSD (p<0,05).

MNo se observa ningun tipo de influencia de la aplicacion de enzimas
macerativos en la composician en compuestos fendlicos totales de la
pared celular. Este resultado parece logico, puesto que, los preparados
enzimaticos son fundamentalmente mezclas de enzimas pécticos gue
dehen degradar los polisacaridos v no los compuestos fendlicos que se
encuentran asociados a ellos. Por Io tanto, parece que los taninos ligados
a la pared celular no se van a ver afectados por el uso de enzimas,
mientras gue tanincs que se encuentran en las vacuolas s/ se van a
liberar en el vinc en mayor medida, segun se ha observado en el vino. El
contenido en proteinas tampoco parece gue se vaya a ver muy afectado
por el uso del enzima, coincidiendo con la no presencia de actividad
proteasa encontrada en los preparados enzimaticos estudiados. El
cantenido en lignina, sin embargo, aumenta al aplicar el enzima extractor.
Esto se puede deber a que se de una concentracion de este compuesto al

solubilizarse otros componentes de la pared celular.
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En la Tabla 4.3.5. se detalla la evolucion del contenido en azdcares
neutros y acidos urdnicos a lo largo de la maceracién. No todos los
azucares se van a ver influides por la aplicacién de los enzimas
maceratives. Unicamente se encuentran diferencias, estadisticaments
sighificativas, en el contenido en celulosa, glucosa, manaosa y xilosa. La
concentracion de todos estos compuestos aumentaba al adicionar cada
uno de los preparados asnzimaticos comerciales para la extraccian de
color. El aumente en el contenido en manosa y glucosa, componentes de
las hemicelulosas, puede indicar que estos compuestes no estan siendo
atacados, por lo que al permanecer constantes mientras ofros
componentes sufren una degradacion, su concentracidbn aumentaria. Asi
mismo, coincide con los analisis realizados en los preparados comerciales
enzimaticos, en los que no se detectaban actividades hemicelulasicas
{galactanasa y xilanasa). El aumento en la concentracion en glucosa

celuldsica puede tener una explicacion similar.

Se observan ciertas diferencias entre la composicidn de la pared
celular de la piel de los orujos en los que se ha utilizado un enzima y el
testigo, pero no son tan claras como se podia haber esperado. Es posible
que la maceracion sea lo suficientemente larga para conseguir gue los
enzimas propics de la uva y las condiciones de fermentacién, sean
capaces de degradar esta pared suficientemente vy por aso la adicién de

enzimas no sea muy efectiva.
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4.4. EFECT0OS DE ENZIMAS COMERCIALES EN LA VINIFICACION EN
FUNCION DEL ESTADO DE MADURACION DE LA UVA Y DE LA
TECNICA DE ELABORACION.

En el apartado anterior se ha mostrado que algunos preparados
enzimaticos comerciales pueden ser utiles para mejorar la extraccion de
color en la vinificaciéon en tinto de uvas de la variedad Monastrell. Se
plantea entonces la necesidad de estudiar en qué condiciones de
elaboracion podrian ser estos enzimas mas efectivos. Para ello se han
llevado a cabo varias experiencias. Se comprobd la eficacia de la
aplicacion de un preparado enzimatico comercial para la extraccion de
color en vinos elaborados con distinto tiempo de maceracién, en uvas con
diferente grado de maduracion y en uvas con igual grado de maduracion

pero diferente madurez fendlica.

El preparado comercial que se eligié fue Lafase He Grand Cru
(Laffort CEnologie, Burdeos, Francia), que en la experiencia anterior fue el
denominado E2. Se determinaron las actividades enzimaticas presentes
en este preparado, que fue adquirido de nuevo para esta campafa. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.6.1.

Se observa que las actividades enzimaticas presentes en el
preparado comercial seleccionado variaron de un afio a otro, bajando, en
esta segunda campafia, la actividad poligalacturonasa total, pectin liasa y
pectin metilesterasa. La actividad endo-poligalacturonasa no varié vy
tampoco se detectd actividad celulasa, xilanasa, proteasa y galactanasa.
Sin embargo, las actividades pectato liasa, a- y p-galactosidasa y pB-
glucosidasa aumentaron. El espectro enzimatico de cada preparacién
depende de la cepa, del medio y de las condiciones de cultivo, por lo que
cualquier cambio, en el método y/o en las condiciones de obtencién del
preparado enzimatico, puede hacer variar ampliamente las actividades
presentes en éste (Canal-Llaubéres, 2003; Palacios et al., 2003). La

variabilidad que se ha detectado en la eficiencia de un mismo preparado
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enzimatico para la extracciéon de color en afios distintos (Bautista-Ortin et

al., 2005) puede ser debido, en parte, a este motivo.

Tabla 4.6.1. Actividades enzimaticas determinadas en el preparado enzimatico
comercial.

Actividad WValor
PG Total’ 644, 1
PG endo 0,547
Celulasa nd
Pectato Liasa 2174
Pectin Liasa 2,024
R-glucosidasa 0,647
Pectin esterasa 0,73
a-galactosidasa 0,806
RB-galactosidasa a.887
Xilanasa nd
Proteasa nd
Galactanasa nd

*PG tatal: microMal extremas reductares (ac galacturonica¥mg prep enzimatico y min a pH 380 y
37°C; Celula=a, xilans=a y galactnasa: lgual PG; Pectato v Fectin Liasa: micraMales dobles
enlace=s/mg enzima y min pH 3 8 v 25°C; b-glucosidasa: micraMales p-nitrofenol/mg enzima v min;
FPectin Esterasa: 1 uFE=mL MWalH 0.01M necesarios para mantener el pH 45 y 259C f mg de
£nzimay min; 3y b-galactosidasa: nMales p-nitrofenolimg enzima y min; Proteasa: pmal de grupos
amino libres! mg prep enzimatico y mina pH 3,80 y 37°C.
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4.4.1. EFECTO EN LAS CARACTERISTICAS CROMATICAS DE VINOS
ELABORADOS CON DISTINTC TIEMPC DE MACERACION Y EN LAS
PAREDES CELULARES DE LGS ORUJOS OBTENIDOS.

Como ya se ha comentado, el color del vino tinto se obtiene
mediante maceracian de las hollejos de las uvas en el mosto, siendo esta
maceracion una extraccion fraccionada de los componentes de la uva.
Los antocianos y taninos presentan distinta solubilidad y capacidad de
difusian, por lo que la disclucién de los compuestos fendlicos en el mosto
varia en funcién del tiempo. Teniendo en cuenta esta variabilidad se
podria modificar el fiempo de maceracion en funcién del tipo de vino gue
se desee obtener, pussto que el tiempo de extraccién va a influir en la
cantidad y estabilidad del color, en la astringencia y la estructura tanica,

en el aroma y en la capacidad del vina para envejecer {Zoecklein, 1881).

En este apartado, se ha aplicado el preparade comercial de
enzimas pectoliticos para la extraccion de colar en vinos elaborados con
diferentas tiempos de maceracion. El objetivo era observar si el uso de
enzimas podria ayudar a reducir el tiempo de maceracién, asi como
comprobar la eficacia de estos preparados en la extraccion de
compuestos fendlicos y en el aumento de color, en funcién del tiempo de

contacto de la masa de vinificacion con el mosto/vino.

Para ello s& llsvaron a cabo vinificaciones de uva Monastrall con un
tiempo de maceracién variable (5, 10 y 15 dias), con adicidn de un
preparado enzimatico comercial, comparandolo con un vino elaborado sin
enzima. Se controld la cinética de difusion de los compuestos fendlicos y

del color durante el periodo de elaboracion y posterior almacenamiente.

4.4.1.1. Caracteristicas cromaticas de los vinos.

En las Graficas 44.1.1. a 44.1.5. s2 muestra la evolucién de los

compuestos fenblicos totales, antocianos totales y poliméricos, taninos
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totales e intensidad del color durante la maceracion y hasta fin de

fermentacion malolactica.

La concentracién de compuestos fendlicos totales aumenta hasta el
final de la maceracion en todos los vinos, manteniéndose estable hasta
final de fermantacién malclactica {Grafica 4.4.1.1.). Los vinos elaborados
con adicidbn del preparado enzimatico extractor de color obtienen una
mayor carga polifendlica que sus respectivos testigos. Revilla y Gonzalez-
San José {(2003a) también cbservaron la actuacion de los enzimas sobre
otros compuestos fendlicos distintos de los antociancs. Las mayores
diferencias en la extraccidon de compuestos fendlicos entre los vinos
elaborados con enzimas y sus respectivos testigos, se dan entre los dias
¥ ¥ 15 de maceracian. Se ochserva un aumento en la extraccion de estos
compuestos conforme se alarga el tiempo de maceracion (Yokotsuka et
al., 2000; Gambuti et al., 2004}. Los vinos con una maceracion de 5 dias
presentan un contenido menor en compuestos fendlicos totales que los

vinos macerados 10y 15 dias.

Grafica 4.4.1.1. Evolucion del contenido en compuestos fendlicos totales durante la
vinificacion.
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A fin de fermentacidn alcohdlica {dia 38}, al aumentar el tiempo de
maceracion de 5 a 10 dias, la concentracidon en compuestos fendlicos se
vio incrementada un 15 y un 18%, si se comparaban las dos vinificaciones
testige {(Mac5 T frente a Maci0 T} v las dos con adicién de enzima {Mac5h
E frente a Mac10 E) respectivamente. Sin embargo, al aumentar el tiempo
de maceracion de 10 a 15 dias, las diferencias encontradas en el
contenido en compuestos fendlicos totales fusron mucho menores,
alrededor del 4% comparando las dos elaboraciones con adicion de
enzima {MaciQ E frente a Maci15 E}. Entre las vinificaciones testigo
{(MaciQ T frente a Macl15 T} no se encontraron estas diferencias al
aumentar el tiempo de maceracion, incluso se dio una pegueia
disminucién en el contenido en compueastos fendlicos totales. Resultados
similares fueron observados por Spranger et al. (2004, A fin de

fermentacion malolactica esta tendencia se mantenia estable.

En la Grafica 4.4.1.2. se observa que los antocianos libres
aumentan en el transcurso de la maceracien hasta el dia 10,
descendiendo a partir de este momento hasta el final de la fermentacion
alcohélica, pudiendo este descenso ser debido en parte a reacciones de
polimerizacion y oxidacion y en parte a la fijacien sobre las levaduras
{Vasserot et al., 1887} y partes sdlidas de la uva {Bourzteix et al., 1870).
Varios estudics musstran un maximo en la extraccion de antocianos y
color durante la primera mitad de maceraciones tradicionales, una
disminucién una vez alcanzado ese maximo y gue un mayor tiempo de
maceracién no tiene efecto sobre el incremento en la concentracion de
estos pigmentos {Van Balen, 1984; Bautista-Ortin et al., 2005; Budi¢-Leto
et al.; 2006). La aplicacién del enzima va a suponer un aumesnto, con
respecto a su cerrespondiente vino control, de alrededor del 6-8% en &l
contenido de antocianos totales durante toda la maceracion,

manteniéndose esta diferencia estable en el tiempo.
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Grafica 4.4.1.2. Evolucion del contenido en antocianos libres durante 1a vinificacian.
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A fin de fermentacién alcohdlica, los vines con 10 dias de
maceracion son los que presentan mayores valores de antocianos totales,
tanto para el vino testigo como para el que se elabord con enzima. El vino
con mayor tiempo de maceracién (15 dias) es el que sufre un descense
mas acusado en los valores de antocianos libres, un fenémeno similar al
observado por Bautista-Ortin et al. {2004b). A fin de fermentacion
malolactica, el contenido en antocianos libres ha seguido descendiendo,
siendo este descenso mucho mas acusado en los vinos elaborados con
enzima, que eran los de mayor contenido antocianico. Es posible que esta
mayor pérdida sea debida a una no estabilizacion por parte de otros
compuestos (Revilla y Gonzalez-San Joség, 2001} y/o a una posible mayor
polimerizacion de estos compuestos (Wightman et al., 1987, Parley et al.,
2001; Sacchi et al., 2005}, Esta dltima hipatesis se ve apoyada por la
mayor prasencia en los vinos de antocianos poliméricos resistentes a la

decoloracion por sulfuraso (Grafica 4 .4.1.3.).

Como se puede chservar en la Grafica 4.4.1.3., el contenido en

antocianos poliméricos aumenta a Io largo de la maceracién, siendo a
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partir de fin de fermentacién alcohdlica y hasta fin de fermentacion
malolactica el perinodo donde éstos experimentan &l mayor incremento.
Durante la maceracion no se producen grandes diferencias entre los vinos
elaborados con enzimas y sus respectivos testigos, pero a fin de
fermentacion maloclactica se cobsarva una mayor polimerizacién en los
vinos enzimados, probablemente por el mayor contenido en compuestos
fendlicos de estos vinos.

Grafica 4.4.1.3. Evolucion de |a absorbancia debida a antocianos poliméricos durante la
vinificacian.
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La Grafica 44.1.4. muestra gue la concentracion en taninos
aumenta a lo largo de toda la maceracion, manteniéndose estable o
experimentando un ligero incremento a partir de fin de fermentacién
alcohélica. La extraccién de taninos es mucho mas acusada en los vinos
elaborados con enzimas. A fin de fermentacién malolactica el contenido
en taninos era un 50% superior en éstos que en los testiges,
independientemente del tiempo de maceracion empleado, lo que podria
indicar una posible mayor estabilidad de los vinos elaborados con enzima

a lo largo del tiempo {Pardo et al, 1883; Palacios et al., 2003).
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Grafica 4.4.1.4. Evolucion del contenide en taninos totales durante |la vinificacion.
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En cuanto al tiempo de maceracién, con maceraciones de 10y 15
dias se obtienen contenidos similares en taninos, aungue ligeramente
superiores para la maceracion mas larga. Los vinos elaborados con 5 dias
de maceracién presentan una concentracién muy inferior en taninos. Esto
es debido a que la disolucién de los taninas de los hollejos se va a ver
favorecida por la aparicion del etanol. Ademas, es necesario un tiempo de
maceracion mayor para la extraccion de los taninos de las semillas,
puesto que se precisa la eliminacion previa de los lipidos presentes en
éstas para que los taninos puedan difundir {Glories y Saucier, 2000).
Vrhovsek et al. {2002} y Kebelec et al. {2008} obtuvieron resultados
similares en vinificaciones de distintas variedadses eslaboradas con
diferente tiempo de maceracion, comprobande que a mayor tiempe de
contacto de las pieles y semillas con el maosto-vino, mayor contenido en

taninos totales se alcanzaba.

En la Grafica 4.4.1.5. 58 musastra la evolucidn de la intensidad de
color durante la maceracién. La maxima intensidad de color es alcanzada
a los diez dias de maceracién, coincidiendo con la maxima extraccién de
antocianos. Después se observa un ligero descenso hasta fin de

farmentacion alcohdlica, mas acusado en los vinos en los que la
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maceracion durd 15 dias. Los vinos elaborados con adicion del preparado
enzimatico extractor de color obtienen una mayor intensidad de color que
sus respectivos testigos en todos los casos, resultado coincidente con los
obtenidos por Kelebec et al. {2007}. Las diferencias en la intensidad de
color entre vinos elaborados con enzimas y sin ellos van aumentando
conforme transcurre la maceracién, siendo maxima el aitimo dia de

maceracion, para cada uno de los casos estudiados.

Grafica 4.4.1.5. Evolucion de |a intensidad de color durante |z vinificacion.
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En funciean del tiempo de maceracién, a fin de fermentacion
alcohalica y malolactica, si se comparan los vinos elaborados con enzima
entre si {(Mac5 E frente a Maci1Q E y frente a Mac15 E}, éstos presentan
una intensidad de color bastante similar, aungue los macerados durante
mas tiempo alcanzan una mayor cantidad de compuestos fendlicos totales
y taninos, por lo que, en principio, podran soportar mejor un periocde de
crianza. Zamora {2003} obtuvo resultados similares e indica gque, es
posible que el efecto esperado de un aumento en la extraccién de color,
cuando se adiciona un enzima macerativo, no sea acusado dependiendo
del tiempo de maceracién utilizado en la vinificacion. En el caso de la

comparacion de los vinos testigo, aumentande el tiempo de maceracién
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se consigue un incremento en la intensidad de coler de un 5% y un 7% en
los vinos macerados 10 y 15 dias con respecto al de 5 dias, a fin de

fermentacitn alcohdlica.

Qugh et al. {1875} establecieron que se requiere un 20% menos de
tiempo de contacto de la masa de vinificacién para alcanzar el mismo
color en un vino elaborado con pectinasas que en el control. En la Tabla
4.4 1.1, se han recogido las diferencias en los distintos parametros para
vinos elaborados con ¢ sin enzimas.

Tabla 4.41.1. Diferencias en el contenido en compuestos fendlicos totales, antocianos
totales y taninos en los vinos durante |2 maceracion.

Tiempo de Dia de maceracién

maceracion 5 7 10 15
Enzima-Testigo Enzima-Testigo Enzima-Testigo Enzima-Testigo

CFT

15 41-37 49-45 53-47 56-47

10 42-40 51-45 55-48

5 44-40)

Antocianos

totales (mg/L)

15 §72-R37 B95-662 708-B62 GB6-587

10 BO7-H79 735-681 7Hh4-BR8

5 §17-562

Taninos

{mg/L)

15 2h2-162 381-260 R02-318 §75-260

10 303-213 490-307 fh4-348

5 306-209

Se ohserva que la concentracién de compuestos fendlicos totales
en los vinos elaborados con el enzima a dia 7 de maceracion, ya es
superior a la obtenida en los vinos testigo a 10 ¥ 15 dias de maceracion.
En cuantoc a los antociancs totales, los vinos elaborados con enzima
superan, a dia 7 de maceracién, el contenido en antocianos totales de los
vinos testigo, a dia 10 de maceracion, dia en el cual los vinos tenian la
mayor carga antocianica de todo el proceso de elaboracion. La extraccion
de taninos también se va a ver acelerada con la aplicacion de preparados
enzimaticos. A dia 7 de maceracion, el contenido en vinos enzimados es
mucho mayor que a dia 10 ¥ 15 en los vinos testigo. La misma tendencia

se observa en la Grafica 4.4.1.5. A dia 10 de maceracion la intensidad de
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color de los vinos testigo era inferior a la que presentaban los vinos

elaborados con enzima a dia 7 de maceracion.

En vista de estos resultados, el uso de enzimas macerativos
parece ser una buena herramienta para acortar el tiempo de permanencia
de la masa de vinificacién en los depdsitos. En este estudio s muestra
que, la aplicacion del preparado enzimatico consigue un adelantoc en la
extraccidon de los compuestos fendlicos de alrededor de tres dias, en

comparacion con los vinos elaborados sin adicién de enzima.

Después de elaborados, los vinos se mantuvieron 3 meses en
depasitos de acero inoxidable {0 meses en botella) bajo atmasfera inerte.
Despuéas fueron amhbotellados y almacenados durante un periodo de 6

meses {6 meses en botella}.

En la Tabla 4.4.1.2. s& muastra un analisis multifactorial de la
varianza en funcién de la aplicacion del enzima y del tiempo de

maceracion, a fin de fermentacion alcohblica y tras el embotellado.

A fin de fermentacion alcohdlica se observan diferencias en tedos
los parametros cromaticos estudiados en funcién de la aplicacion del
enzima. Los vinos elaborados con enzima tenian valores mas altos en
compuestos fendlicos totales, antocianos (totales y polimérices), taninos,
absorbancia a 420, 520 y 620 nm, una mayor intensidad de color y un
menor tono, mientras que los vinos dande no se aplicd el enzima fueron
mas oscuros {valor de L menor), probablemente debido a una mayor
presencia de coloides {Revilla y Gonzalez-San Joseé, 2001 y 2003b}. Sin
embarga, conforme avanzd el tiempoe de almacenamisnto estas
diferencias disminuyeron y, tras 6 meses en botella, s6lo se encontraron
diferencias en el contenido en compuestos fendlicos totales, antocianos
polimericos, taninos totales vy el tono. Estas diferencias fueron, en todo
caso, positivas para los vinos elaborados con enzima e indican que estos
vinos podrian mantener un color mas astable y con mayores tonalidades
viclaceas en un almacenamisntc mas prolongado. A una conclusion

similar llegaron Revilla y Genzalez-San José {(2003b) en un estudic en el
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que observaron que vinos elaborados con enzimas mostraban una
evolucian del tono menaor que sus testigos, menoras pérdidas de color rojo
y que las caracteristicas cromaticas se mantenian mas estables a lo largo

del tiempo.

En cuanto a los datos obtenidos en funcién del tiempo de
maceracion, los resultados no fueron tan claros. A fin de fermentacion
alcohdlica, el vino que se macerd durante 5 dias presentaba los valores
mas bajos en todos los parametros en los gue se hallaron diferencias,
mientras que los vinos macerados durante 10 y 15 dias no presentaban
apenas caracteristicas distintas entre ellos. Varios autores {Delteil, 2000c¢;
Bautista-Ortin et al., 2004b; Kelebec et al., 2006} han descrito que, en
funcion de la variedad y del estado de la uva, extender la duracion de la
maceracién puede no aportar una mayor extraccidn de color y de
compuestos fendlicos. En el momento del embotellado, el vino macerado
10 dias presentd mejores indices cromaticos con un mayor contenido en
antocianos poliméricos y taninos, mayores absorbancias debidas al color
rojo ¥ azul y, por tanto, mayor intensidad de color ¥ un tono mas bajo.
Segun Gomez-Plaza et al. {2000b}, un tiempo de maceracion de 10 dias
es adecuado en vinificaciones de Monastrell, tanto para vinos gue vayan a
ser envejecidos en barricas como para vinos gue se vayan a embotellar
jovenes. Sin embarga, tras 6 meses en botella todos los vinos eran
similares, mostrando diferencias dnicamente en el contenido en taninos
totales y el tono. Budi¢-Leto et al. {2003} obtuvo resultados similares en
vinos elaborados con distinto tiempo de maceracién. Observaron qus &l
contenido en antocianos totales era similar en todos los vinos a los 6
meses de elaboracion, independientemente del tiempo de contacto de la
masa de vinificacién con el mosto-vino, mientras que el contenido en
proantocianidinas era maycr conforme aumentaba el tiempo de
maceracion. Bautista-Ortin et al. {2004b} encontraron que, después de un
tiempo de almacenamiento, las caracteristicas cromaticas de vinos de la
variedad Monastrell macerados distintos tiempos tendian a volverse

similares.
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Tacnica
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La Tabla 4.4.1.3. muestra la composicion antocianica de los
distintos vinos estudiados. En general, segun se puede ohservar en la
tabla, con la aplicacién del enzima extractor de color se consiguié una
mayor difusion de antocianos, independientemente del tiempo de
maceracion utilizado. Después de 6 meses en botella, Unicamente se
detectaban antocianos poliméricos, vitisina A y malvidina-3-glucésido, en
todas la elaboraciones. La vinificacidén obtenida ftras 10 dias de
maceracion fue la que mayor concentracion de antocianos alcanzd en los
tres muestreos realizados, coincidiendo con los datos obtenidos

espectrofotométricamente.

Los vinos fuercn evaluados por un grupo de catadores expertos
cuando termind la fermentacion alcohoélica y tras 6 meses de permanencia
en botella. La intensidad de cada une de los atributes se valoré de 1 a 10,
con mayor puntuacién a mayor sensacion. Para facilitar la comprensién
de los resultados, las puntuaciones de los vinos testigo se han
normalizado a un valor de 5 ¥ s& muastran las puntuaciones relativas de
los vinos elaborados con enzima, en comparacion con sus respectivos

testigos.

En la Grafica 4.4.1.6. se muestra la valoracién en intensidad de
color y tonalidad. Las diferencias no fueron significativas, aungue se
ohserva que a final de la fermentacion alcohdlica el vino macerada 15
dias y elaborado con enzima obtenia una puntuacion ligeramente superior
que su testigo, al contrario de lo que ocurria con el vino macerado 10
dias. Tras 6 meses en botella, todos los vinos se puntuaban igual gue su
testigo, excepto el vino con 10 dias de maceracion, gue era mejor

valorado en cuanto a la tonalidad que presentaba.
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Grafica 4.4.1.6. Evaluacion sensorial de la fase visual de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacidn alcohdlica y tras 6 meses en
botella.
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En cuante al aroma, a fin de farmentacién alcohdlica los vinos
presentarcn una intensidad similar a sus testigos {Grafica 4.4.1.7.). El vino
con 5 dias de maceracion mostrd una mayor sensacion vegetal y tamhbién
de fruta e inferior en tostados y especiados. El vino con 10 dias de
maceracion fue el mejor valorado con respecto a su testigo en relacién a
la calidad que presentaban sus aromas, con una intensidad mayor en la
sensacion de aromas especiados, tostados, a confitura y a compota. El
vino macerado durante 15 dias presentd un perfil aromatico muy similar a
sU tastigo, aunque se detectd mayor intensidad en tostados y compota.
Tras 6 meses en botella, todos los vinos elaberados con enzima fueron
mejor valorados, por su calidad, que sus respectivos testigos, debiéndose
en parte a que los aromas especiados y tostados eran mas intensos,
sobre todo en los vinos de maceracionas mas largas, 10 y 15 dias. Delteil
{2000b} obtuvo resultados similares en un analisis sensarial de vinos de la
variadad Monastrall elaborados con enzimas extractores de color. Estos
resultaban mejor valorados que los vinos testigo, gracias a presentar mas

caracteres especiados (en concreto pimienta) y a confitura.
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Grafica 4.4.1.7. Evaluacion sensorial de |a fase aromatica de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacidn alcohdlica (A} y tras 6 meses
en botella (B).

Inlansidad
? -

6 B
Sompola Ealidad ganaral

Tosladas + + o + + + } wvagalal

E=paciados Frula

Caonlilura

= — Tt g — W Wac] E—— Mac{d E—H—Mx15 E

Inlansidad
? -

G B
Compola Calidad ganaral

Toslados t t t ot t t t t t 1 Vagalal

Espaciados Frula

Conlilura

—t =Tt gy = Mac] E ——d—Mac10 E —s—Ma137 E

159



Tiempo de maceracion

Grafica 4.4.1.8. Evaluacion sensorial de |la fase gustativa de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacion alcohdlica (A) y tras 6 meses

en botella {B).
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Segun se observa en la Grafica 4.4.1.8., a final de la fermentacién
alcohdlica los vinos maostraron perfiles en boca similares a sus testigos,
sobre todo el vino macerado durante 15 dias. Las mayores diferencias se
encontraron en &l vino con 10 dias de maceracion, que fue el mejor
valoradao, debido a una mayor puntuacién en el cuerpo y equilibrio, en la
calidad y en una mayor valoracién de madurez en la sensacién tanica. El
vino de 5 dias de maceracion, aungue fue valorada en general igual que
el testigo, mostrd menor sequedad y astringencia en boca que suU testigo
elaborado sin enzima. Tras & meses en botella la situacién cambid. Ahora,
el vino elabhorado con enzima y 5 dias de maceracién era el mejor
valorado con raspecto a su control. Este vino se presantd mas equilibrado
¥y un poco menos secante, 1o gue hizo que los catadores lo considerasen
mas armonico que su tastigo. El perfil de los vinos macerados 10 y 15
dias fue casi idéntico, aungue &l vino con enzima y 10 dias de maceracion
le parecio a los catadores ligeramente mas amargo. Esta sensacion de
amargor se debe en parte al mayor contenido en taninos de estos vinos.
Estos vinos deberan ser envejecidos mas tiempo para gue se suavice la
astringencia, pero precisamente &l mayor contenido en taninos va

asegurar gue puedan soportar ese mayor envejecimiento.

En las condiciones de este ensayo, los resultados muestran una
extraccién similar de compuestos fendlicos en los vinos elaborados con
enzima con una maceracién tres dias menor que la necesaria para los
vinos testigo. Desde este punto de vista, si no es necesaria una mayor
extraccién de color, el uso de preparados comerciales enzimaticos podria
ser atil para acortar los tiempos de permanencia de la masa de
vinificacion en los depasitos de maceracion. Ademas, con el paso del
tiempo, los vinos no mostraron diferencias en funcién dal tiempo de
maceracion, mientras que si se elaboraban con enzimas macerativos para
la extraccion de color, mantenian mejores caracteristicas cromaticas

durante mayor tiempo.
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4.4.1.2. Caracterizacion de las paredes celulares de los orujos.

Los orujos de las distintas elaboraciones con diferente tiempo de
maceracion, se recogieron una vez prensados y se congelaron hasta la
extraccion de sus paredes celulares. Estas paredes celulares se
caracterizaron, analizando su contenidoc en proteinas y compuestos
fendlicos ligados a la pared celular, lignina y su compaosicion en azucares

neutros y acidos uronicos.

En la tabla 4.4.1.4. se muestra el contenido en material de la pared

celular extraido de los orujos resultantes de las diferentes vinificaciones.

Tabla 4.41.4. Contenido en pared celular de los orujos tras la maceracion.

Rendimiento {mq pared celular / g orujo)
Mac§5T 32,08
Mac5E 41.,2b
Maci10T 31.,6a
Mac10E 491bc
Maci15T 29,78
Maci15E s80.4c

' Letras distintas indican diferencias significativas segin test LSD (p<0,05}).

Si se comparan los resultados obtenidos para los orujos de las
vinificaciones donde se utilizaron enzimas extractores de color, con sus
respectivos testigos, se observa un aumento en la cantidad de pared
celular, independientemente del tiempo de maceracion empleadn. Esto
podria indicar que los enzimas han conseguido una mayor disgregacion
de las paredes celulares, lo que daria como resultado que otro tipo de
componentes del interior de las células hayan pasado en mayor medida al
vino. Proporcionalmente, al extrasrse mas cantidad de sustancias del
interior de las células, la materia seca que gueda en ordjo estaria formada
en mayor porcentaje por material de la pared celular. Se observa un

rendimiento similar en los tres orujos procedentes de elaboraciones
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testigo, mientras que en los de las elaboraciones con enzima, conforme
aumenta el tiempo que los orujos han sido macerados aumenta la
cantidad de pared celular obtenida, lo que podria indicar una mayor
extraccidon de compuestos conforme transcurre la maceracion y gue los

enzimas podrian actuar durante todo el proceso de maceracion.

Enlatabla 4.4.1.5 se muestra la composicién en proteinas totales,
compuestos fendlicos totales y lignina de |la pared celular de los orujos {en
mg/g de orujo}.

Tabla 4.4.2.5. Contenido en proteinas, compuestos fendlicos totales y lignina en pared
celular de los orujos tras la maceracion.

Proteina Compuestos fendlicos Lignina
{mg/g pared totales {mg/g pared
celular) {mg‘g pared celular) celular)
Mac 5T 19,3a' 78,0a 223,3a
Mac S E 27.5a §2,6a 270,0ab
Mac 10T 21,9zab 61,1z 233,3bc
Mac 10 E 24, 0ab 67,52 283,2bc
Mac 15T 23,0b 7423 278,7bc
Mac 15 E 27,30 T24a 86,7

' Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas seqin test LSD (p<0,05).

El contenido en proteinas aumenta con sl tiempo de maceracian.
Soélo en los orujos de 15 dias de maceracian hay diferencias entre los
hollejos procadentes de la vinificacién testigo v los de la vinificacian con
enzima. La cantidad de lignina va aumentando también cuanto mas
tiempo fueron maceradas las pieles, pero sin diferencias entre los testigos
¥y suUs respectivos orujos con enzima. El aumento observado en la
concentracion en lignina, al aumentar el tiempe de maceracion, podria ser
debido a que la lignina no se degrada, quizas en parte por su caracter
hidrofébica {Azcon-Bisto y Talén, 1883} que hara que no se solubilice en

el mosto-vina, quedando en la pared celular, mientras que como si
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disminuye el contenido en azdcares totales (Tabla 4.4.1.6.) dara lugar a

una concentracion de la lignina en la pared celular.

En cuanto al contenido en proteina, la explicacion podria ser similar
a la dada para el comportamiento de la lignina, lo gue se ve respaldado,
ademas por el hacho de no haber encontrado actividad proteasa en el
preparado enzimatico. Los enzimas degradarian los polisacaridos,
pasando parte de éstos al vino, por Io que los compuestos gue no se

degradan se encontrarian en mayor cantidad en la pared celular,

El contenido en compuestos fenolicos totales no varia, ni en
funcién de la aplicacion del enzima ni en funcién del tiempo de

macearacion.

En la Tabla 4.4.1.6. se muestra la composicibn en azdcares
neutras, acidos urdnicos y el grado meatilacion y acetilacion de las paredes
celulares aisladas de los orujos. Se observa que al aplicar el enzima
extractor de color disminuye el contenide en arabinosa, galactosa, acidos
urgnicas y el contenido total de azucares en la pared celular, en todas las
muestras independientemente del tiempo de maceracion. La disminucion
en estos compuestos podria deberse a una mayor accion del enzima en
las pectinas, Io que coincide con las actividades enzimaticas encontradas
en el enzima comercial aplicado. Ademas, la degradacion de la pared
celular ha sido asociada principalmente a la degradacién de los
polisacaridos pécticos. Numerosos autores (Gross y Sams, 1984;
Redgwell et al., 18397; Barnaven et al., 2000; Nunan et al., 2001 ; Manrique
y Lajolo, 2004; Rosli y Civello, 2004} han descrito disminuciones en &l
contenido en arabinosa, galactosa y acidos urénicos en distintas frutas
durante la maduracion, asociandolo al reblandecimienta del fruto por

degradacian de la pared celular.
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sin embargo, el contenido en manosa, glucesa y el grado de
acetilacién aumentan. El aumento en el contenido en glucosa y, en
ocasionss xilosa, coincide, asi mismo, con el perfil de actividad enzimatica
del enzima aplicado, donde se chserva que éste no posee actividad
celulasa ni xilanasa, por o que las hemicelulosas quedarian remanentes
en la pared celular y aumentaria su concentracion al diluirse otros
componentes de la pared celular. Asi misma, en un estudio scbre
degradacién de la pared celular de la uva Monastrell durante la
maduracion, Ortega-Regules {2006} observd que el contenido en xilosa y
glucosa se mantenia constante durante el pericdo de maduracion, lo gue
indicaria que los azucares hemicelulésicos pueden no estar implicados en
el proceso de degradacion y solubilizacian de la pared celular, en la
misma medida que los polisacaridos pacticos. Nunan et al. {18598} vy
Manrique y Lajolo {2004} también encontraron que los niveles ds
hemicelulosa permanecian constantes durante la maduracioén de la uva y
que en papaya se daba una sintesis y degradacion simultanea de

azlcares hemiceluldsicos.

Los resultados obtenidos parecen indicar gue el enzima extractor
de color, va a tener influencia sobre la estructura de la pared celular de
las pieles de las uvas. El enzima va a ayudar a la liberacion de
compuastos contenidas en el interior de las células por la dagradacion de
la pared y parece que su efecto se asemeja a las transformaciones que va
a sufrir esta pared durante el proceso de maduracion de |la uva. Los
efectos principales estan claramente relacionados con la fraccion péctica
de la pared celular donde se parece producir la mayor degradacian, efecto

que va aumentando conforme aumenta el tiempo de maceracian.
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4.4.2. EFECTO EN LAS CARACTERISTICAS CROMATICAS DE VINOS
ELABORADOS CON UVAS CON DISTINTC GRADO DE MADURACIGN
Y EN LAS PAREDES CELULARES DE LOS OCRUJOS CBTENIDCS.

Los fendmenos fisiologicos que van a caracterizar la maduracion
son, entre otros, el aumento en &l contenido en azucares mientras que
disminuyen los acidos, la acumulacién de antocianos y taninos en la piel
de la baya y la degradacian de la estructura de la pared celular de la uva.
Un déficit de madurez dara lugar, por tanto, a una acumulacion
insuficiente de pigmentos y a una mayor dificultad en su extraccion.
Desds este punto de vista, la utilizacian de enzimas gue pusdan degradar
la pared celular podria ser mas util en vendimias menos maduras donde la

extraccion de los pigmentos puede resultar mas dificultosa.

Para la realizacibn de esta experiencia se llevaron a cabo
vinificaciones de uva Monastrell con diferante grado de madursz {12, 13,5
y 15 *Be), con adicién de un enzima comercial para la extraccion de color
y sin adicidn del preparado enzimatico. Se controlé la cingtica de difusian
de los compuestos fendlicos y del color durante el pericdo de elaberacién
y posterior almacenamienta. El objetivo fue comprobar sila efectividad del
uso de enzimas extractores de color se potencia cuando las condiciones

s0n mas adversas para la extraccian de color.

4.4.2.1. Caracteristicas de la uva a la entrada en bodeqa.

Durante la maduracién de la uva, se realizé un control para
controlar el estado de ésta y conocer en gue momento se debia

vendimiar.

La Tabla 4.4.21. muestra los valoeres de concentracion de
antocianos en las disoluciones a pH 1 y 3,6 (totales y extraibles},
expresados en mg/L de masto, el indice de madurez celular {EA}, el indice
de madurez de las pepitas {Mp}, el tamafio de la baya {expresado como
peso de 100 bayas) y el grado Baumeé de las uvas en el momento de su

entrada en bodega para ser elaboradas.
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Tabla 4.4.2.1. Madurez fendlica de la uva en el momento de la vendimia {+ desviacian
estandar).

Peso 100 Antoclanos Antoclanos

Musst  \.vas(gi  extraibles (mgll}  totales fmg/L} EA* Mp Be

M12Be  13853£381 44243401 41 B78,13£2141 23504160 57074280 12,2:0,08
M135Be  11137:367  500,21:062 837,7061281 27974111 57.06:054  13.4+010
M15Be  12373£3,03 70087519  107411#1375 33,01£086 GE57086  15,040,03

*Abreviaturas: EA: indice de extractabilidad; Mp: indice de madurez de |a pepita; Be: grado Banmeé.

La extraccion de los antocianos se va a deber, principalmente, a la
cantidad de estos compuestos que se haya sintetizado en las células de
la piel de la uva y a la degradacian de las paredes celulares durante la
maduracion, gue parece ser caracteristico de la cepa (Vivas de Gaulgjac
et al., 2001).

En la tabla 44.2.1. s& ohserva gue el contenido en antocianos
totales aumenta conforme aumenta la maduracién de la uva, siendo la
uva vendimiada con 15 “Be la que presenta una mayor concentracion de
estos compuestos. Sa ohserva asi mismo, que el valor maximo para los
antocianos extraibles se alcanza en el mismo momento y gue también va
aumentando conforme aumenta el grado de madurez de la uva. Sin
embargo, el indice de madurez celular aumenta durante la maduracién
coincidiendo con los resultados obtenidos por Gonzalez-Neves et al
{2002} y mostrando un comportamiento contrario al esperado. Ribéreau-
Gayon et al. {1888b) y Zamora (2002} observaron una disminucion
constante del indice de madurez celular y el indice de madurez de las
pepitas durante la maduracion de la uva. Diversos estudios han mostrado
que los valores del indice de madurez celular son muy variables y no sdlo
en funcién del grado de madurez sino también en funcién de la cepa y &l
terreno (Saint-Cricq et al., 1898; Gonzalez et al., 2001; Mateos et al.,
2001; Fernandez et al., 2003}.

El indice de madurez de la pepita disminuye a lo largo de la
maduracion de la uva, aunqus esta disminucion apenas es perceptible

encontrando una diferencia de alrededor al 1% entre la uva de 12 “Be y la
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uva con 15 "Be. El indice de madurez de las semillas estima la
contribucian de los taninos de las semillas en el contenido fendlice del
vino, alcanzando valores entre el 60-0% {(Ribéreau Gayon &t al., 1998b}.
Valores altos, como los obtenidos en este estudio, indicarian una alta
contribucion de los taninos de las semillas en el vino lo gue podria afectar

negativamente a las propiedades organclépticas del vino.

Algunos autores han criticado este tipo de indices de
extractabilidad, indicandc que la solucién a pH 1,0 realmente tiene un
valor de pH superior, al ser el mostc un medio tamponado, vy
probablemente no todos los antocianos son extraidos {(Hermosin et al.,
2002). Ademas, la suposicién de la existencia de una relacién entre la
biosintesis de antocianos y el metabolismo de taninos {en el cual esta
basado el indice de madurez de las semillas} es contradictorio con las
observaciones de Downey et al. {2003} y Roby y Matthews (2004), que

sugieren gue estos mecanismos son independientes.

La tabla 4.4.2.2. muestra los resultados del analisis de antocianos

en el hollejo expresades en pg/g de pial.

Fernandez-Lapez et al. {1998) damastraron que la pigmentacién en
la uva Monastrell se desarrolla rapidamente y en la segunda semana
después del envero el color de la uva es practicamente azul oscuro,
aundue hay que tener en cusnta gue la acumulacian y distribucion de los
antocianos en el hollejo pueds variar de un afic a otro en funcién ds las
condiciones climaticas {Vivas de Gaulejac et al., 2001; Mateus et al.,
2002},

El analisis de los antociancs en el hollejo refleja que la sintesis de
éstos es continua durante toda la maduracion. La malvidina-3-glucosido
es el antociano encontrado en mayor proporcién, resultado coincidente
con los obtenidos por otros autores como Fernandez-Lopez et al. {1992} v
Garcia-Beneytez et al. {2002} y su contenido va a aumentar durante la
maduracion, asi comao al del rasto de antocianos monoglucésidos vy de sus

derivadns acilados.
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Tabla 4.4.2.2. Peddil antocianico (HFLC) en el hollejo a la entrada en bodeqga.

Antociang®™ M12Be M135 Be Mi15Be
pogig piel % pgig piel % pg'g piel )

Del 572,B424.5 8.2 1001.B4796 125  1088,7¢916 106
Cian 323,5+123 8 B3 BEB,1158,7 71 1067541154 103
Fet B16,68128,6 10,0 107954814 134 1232448485 115
Fn 735,848176,0 12,0 76411823 9,5 1486,11175,7 144
Malv 2851 244265 481 3667213152 4568 4303432203 414
Fn acetato 14,514 8 0.2 134116 n,2 22.043,0 0.2

MalvAc +DelC 164,6126.8 2,7 210,7463,2 2,6 251,3153.6 24
Fet cumarato B2,13.2 1.0 65,150 0.5 100,610, 1.0
Frn cumarato 71,4414.8 1.8 B7.1110,2 24 112,812 8 74
Malv cumarato | 601,9+108,5 11,7  EBES7iB2E 0,7 B49,7152 1 1.1

2

Total 6133, 4+315,3 100 30402+7370 100 10382,9+3234,9 100

*Abreviaturas:  Del:  Delfinidina-3-monoglucssido;  Cian:  Cianidina-3-monogloctsids;  Pet
Petunidina-3-monpglucasido; Pn: Peonidina-3-monoglucesido; Malv: Malvidina-3-monoglucasido,
MalvAc: Malvidina acetato; DelC: Delfinidina cumaratn.

’nd: no detectadn.

Gonzalez-San José et al. (1990}, para la variedad Tempranillo,
obtuvieran una acumulacion progresiva de los antocianos monoglucosidos
durante la maduracién, mientras ¢gue para sus correspondientes formas
aciladas observaron que en dgeneral tenian lugar tres fases bien
diferenciadas: primero una de acumulacion, después una fase de caida
en su concentracian y por ultimo una fase de rapida acumulacion hasta
que es alcanzada la madurez fisiclégica. Resultado similar al que se
muestra en la tabla 4 4.2.2., aunque la tercera fase de acumulacion se dio

una vez sobrepasada la madurez fisiclégica de la uva.
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4.4.2.2. Caracteristicas cromaticas de los vinos.

Durante la elaboracion de los vinos se tomaron muestras
regularmente y se analizaron sus caracteristicas cromaticas. Los

resultados obtenidos se exponen a continuacion.

En la Grafica 4.4.2.1. 56 muestra la evolucion de la intensidad de
color durante la maceracion. Se observa un aumento del color en todos
los vinos hasta el dia 7, para a partir de ahi mantenerse constante o
disminuir un poco. Durante toda la maceracian, los vinos elaborados con
enzima presentaron una intensidad de color superior a su testigo. La
intensidad de color mas favorecida por el uso de enzimas, al final del
periodo de maceracion, se observa en el vino slaborado con uvas con

13,5 “Be que presentaban un color un 15% superior a su testigo.

En uvas poco y muy maduras (12 y 15 “Be) el uso de enzimas no
parece promover un gran aumsnto en la intsnsidad de color, sdlo un 7% y
8% respectivamente, resultado similar al obtenido por Clare et al. {2002},
donde el uso de enzimas macerativos supuso un aumento dal 7,5% en la

intensidad de color de los vinos al final de la fermentacion alcohdlica.

Grafica 4.4.2.1. Evolucion de |la intensidad de color durante |a vinificacion.
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Grafica 4.4.2.2. Evolucion del contenido en compuestos fendlicos totales durante la
vinificacidn.
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La concentracion de compuestos fendlicos totales aumenta hasta el
final de la maceracion en todos los vinos {Grafica 4. 4.2.2). Los vinos
elaborados con adicion del preparado enzimatico extractor de color
obtienen una mayor carga polifendlica gue sus respectivos testigos,
resultado como los obtenidos por Daudt y Polenta {1898} en vinos de la
variedad Caberngt Sauvignon y Ayestaran et al {2004} en vinos
elaborados con Tempranillo. Las diferencias en la extraccion de
compuestos fendlicos entre vinos elaborados con enzimas y sin ellos
aumentan conforme transcurre la maceracién y son menores para los
vinos elaborados con uvas poco ¥ muy maduras. Al final de maceracion
estas diferencias sstaban alrededor del 10% para los vinos de 12 y 15

“Be, mientras que rozaban el 20% en el vinc de 13,5 “Be.

En cuanto al grado de maduraz, cuanto mas madura estaba la uva
mayor canfidad de compusestos fendlicos totales se  extrajo,

independientemente de la utilizacion del preparado enzimatico.
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Hasta el final del periodo de maceracién se chservan muy pecas
diferencias en el contenido en antocianos totales de los vinos elaborados
con las uvas de 12 “Be (Grafica 4 4.2.3.) independiantamente del uso o no
de enzima extractor de color. En los vinos de 13,5 “Be las diferencias son
algo mayores, siendo al final del perindo de maceracian, el vino donde &l
uso del enzima se mostré mas efectivo. Los vinos elaborados con uvas de
15 “Be son los de mayor contenido en antocianos desde el dia 3 de
maceracion, aunque no se obtienen diferencias acusadas en funcién de la
aplicacion de enzima. Guerrand et al. {2003} observaron que el contenido
en antocianos totales en un vino de Tempranillo elaborado con uvas con
mayor grado de madurez era supsrior al que se alcanzaba en vinos
elaborados con uvas menos maduras pero adiciohando un preparado
enzimatico macerativo para la extraccion de color. Al final de maceracion,
se chservan diferencias minimas en el contenide de antocianos totales del
5% (vino elaborado con la uva de 12%) y maximas del 8% (vino procedente
de las uvas de 13,5 “Bs), cuando se comparaba el vino al que ss aplicaba

el preparado enzimatico para la extraccién de color con su testigo.

Grafica 4.4.2.3. Evolucion del contenido en antocianos totales durante |a vinificacion.
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En la Grafica 4.4.2.4. se cbserva la evolucién de la formacion de
antocianos poliméricos {(expresada como absorbancia a 520 nm despuéas
de adicionar SO;} durante la maceracién. En todos los vinos elaborados
con enzima se da una fermacién mayor de estos compuestos que en los
vinas sin adicion de enzima, aungue las diferencias no son muy grandes,
alrededor de un 8% para los vinos de 12 y 15 “Be y de un 15% para el de
13,5 “Be. A dia 5 de maceracion es cuando se encuentran las mayores
diferencias, cercanas al 30% para todos los vinos excepto para el de 15

*Be, donde no se llega al 10%.

En cuanto al grado de madurez de la uva, se obtiene una formacion
mayor de antocianos poliméricos a mayor grado de madurez, debido, en
parte, a la mayor disponikilidad de antocianos totales {Grafica 4.4.2.3} y

de compuesstos fendlicos totales (Grafica 4 4.2.2.).

Grafica 4.4.2.4. Evolucion del contenido en antocianos polimericos (como absorbancia a
520nm después de adicionar S0O;) durante 1a vinificacidn.
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La concentracidon en taninos aumenta a lo largo de teda la
maceracion, segun se muestra en la Grafica 4 .4.4.5., siendo ésta mucho
mas acusada en los vinos elaborados con enzimas. Watson et al. {2000},
Parley {2001} y Guerrand y Garvais {2002} obtuvieron resultados similares
en ensayos con enzimas macerativos en otras variedades de uva distintas
de Monastrell como Pinot MNoir y Cabernet Sauvignon. Al final del periodo
de maceracion, el contenido en taninas era del 58-68% superior en los
vinos tratados con el enzima gque en sus respectivos testigos,
exceptuando el vino de 13,5 “Be donde la extraccion superd en un 120%
a la del control. Incluse s& observa que, a partir del dia 10 de maceracion,
en aste vino la aplicacién del enzima supusoc que se lograra aextrasr una
cantidad de taninos totales superior a la del vino testigo de 15°Be. Este
mayor contenida en taninos podria facilitar una mayor estabilidad de los

vinos elaborados con enzima a lo largo del tiempo.

En cuanto a la influencia del grado de madurez de la uva, conforme
éste aumentaba, asi mismo, aumentaba el contenido en taninos a lo largo
de toda la maceracion, posiblemente debido a una mayor degradacion de

la pared celular de la piel de uva que puede permitir una mayor difusion
de taninos de la piel en el mosto-vino.

Grafica 4.4.2.5. Evolucion del contenido en taninos totales durante la vinificacian.
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En general, en vista de los resultados obtenidos, se observa que la
aplicacién dsl enzima tuvo un rasultade mas satisfactorio en la
elaboracion del vino con uva de 13,5 “Be. En este vinc fue donde
porcentualmente se consiguieron las mayores diferencias en la extraccion
de los compuestos fendlicos entre el vino elaborado con enzima y su
testigo. Posiblemente se deba a que en la vinificacién con uva de 12 “Be,
que se encuentra en un estado mas inmaduro, la aplicacian del enzima,
aungue consiga degradar parte de las paredes celulares, no llegue a
superar la degradacion natural de éstas debida al proceso natural de
maduracian de las bayas. Asi mismo, en la elaboracion del vino con uva
de 15 “Be, el efecto del enzima también fue mencr. Esta uva estaba
sobremadura, por lo gue su piel prasentaba un alto grado de degradacion
natural debido a los procesos de maduracion, asi el efecto del enzima
seria menor, puasto que las paredes celulares de la pisl de la uva
estarian lo suficientemente degradadas para permitir una extraccion facil

de los compusstos fendlicos.

Después de elaborados, los vinos se mantuvieron 3 meses en
depositos de acero inoxidable {0 meses en botella) bajo atmasfera inerte,
fuercn embotellados y almacenados durante un pericdo de 6 meses (6
meses en botella) y se controld la evolucion de los parametros cromaticos

durante ese periodo.

Se realizé un analisis multifactorial de la varianza para observar la
influencia, de la aplicacion del preparado enzimatico y del grado de
maduraz de la uva, en la evolucion de los parametros cromaticos de las
distintas vinificaciones, desde el momento del final de la fermentacion

alcohdlica hasta después de un almacenamiento de 6 meses en botella.

En latahla 4.4.2.3. se muestran los resultados obtanidos.
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A fin de fermentacidén alcohalica, se obtienen diferencias en todos
los parametros cromaticos estudiados en funcidn de la aplicacign del
enzima. Los vinos elaborados con enzima alcanzaron valeres mas altos
en compuestos fendlicos totales, antocianos (tanto totales como
poliméricos), taninas, absorbancia debida al color amarillo, rojo y azul, una
mayor intensidad de color y un menor tono. Estos resultados indican que
al finalizar la fermentacién alcohdlica, la aplicacian del preparado
enzimatico comercial habia sido eficaz, logrando una mayor extraccién de
compuestos {Zimman et al., 2002; Sacchi et al., 2005; Bautista-Ortin et al.,
2005 y 2006).

Conforme avanzé el tiempe de almacenamiento estas diferencias
se mantuvieron constantes. En el momento del embotellado, los vinos
elaborados con el preparado enzimatico comercial seguian presentando
mejoras caracteristicas cromaticas que los vinos control. Unicamente no
se encontraron diferencias significativas en el contenido en antocianos

totales y en el paramstro a*.

Tras 6 meses en botella, las diferencias encontradas disminuyeron
pero los vinos elaborados con enzima seguian alcanzando mejores
valores en el contenido en compuastos fendlicos totales, taninos totales,
antocianos poliméricos, intensidad de colar, tono y absorbancia debida al
color rojo y amarilla. El mayor contenido en tanings y antocianos
poliméricos ¥ el menor tone que presentaban los vinos elaborados con el
enzima indican que estos vinos estaban soportando mejor el
almacenamiento gue los vinos control ¥y manteniendo un color mas

estable.

En cuanto a los resultados obtenidos en funcién del grado de
maduracian de la uva, el vino elaborado con la uva con 12 “Be fue el que
alcanzo valores mas bajos en todos los parametros cromaticos, resultado
coherente puesto que, debido a una menor madurez en esta uva, ademas
de encontrar un contenide menor en compuestos fendlicos, éstos seran

mas dificilimente extraibles. El casoc contrario lo presenta, asi mismo, &l
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vino obtenido con la uva con 15 “Be. Coincidiendo con estos resultados,
Sims y Bates {1984) y Pérez-Magarific y Gonzalez-San José (2004)
observaron ¢ues vinos de uvas vendimiadas unas dos semanas despuss
de alcanzar la madurez tecnolégica, tenian mayor intensidad de color y
mayor contenido de antocianos y de polifencles totales que los
procedentes de uvas en ese momento de madurez. Glories (1899)
estudianda la relacidén entre los antocianos de la uva vy los del vino en la
variedad Cabernet Sauvignon, cbtuvo vinos mas coloreados al utilizar
uvas scbremaduras, donde la concentracién de antociancs habia
empezado a decaer. Conforme avanzad el periodo de almacenamiento y
tras 6 meses en betella, las diferencias se hacen menores, entre el vino
elaborado con uvas de 12 y 13,5 “Be, mientras que el vino elaborado con
uva con 15 “Be, presantaba valores mas altos ds los paramestros

cromaticos pero también signos de una mayor evolucian del color,

La evolucién del perfil antocianico de los vinos se muestra en la
Tabla 44.2.4. A los 6 meses en botella, la concentracion de antocianos
habia descendido mucho, siendo los vinos elaborados con uva de 15 “Be
los dnicos que todavia conservaban una parte de los antocianos
monomearicos, en el resto Unicamente se detectaban antocianos
poliméricos, vitisina A ¥ una pequena porcidn de malvidina. Se cbserva
dque los vinos elaborados con enzima alcanzaron valores mas altos que
sus respectivos vinos control, aunque las diferencias no fueron muy
grandes. Los vinos de 12 y 13,5 “Be alcanzaron contenidos parecidos en
antocianos, mas similares conforme avanzaba el almacenamiente. El vino
de 15 "Be fue el que mayor contenido en antocianos alcanzd, coincidiendo

con los valores registrados espectrofotométricamente.
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Los vinos fueron evaluades, por un panel de catadores expertos, al
térming de la fermentacian alcohdlica y tfras 6 meses de permaneancia en
botella. La intensidad de cada uno de les atributos se valoré de 1 a 10,
otorgando mayor puntuacian a mayor sensacion. Se llevdé a cabo una
normalizacién de las puntuaciones de los vinos testigo a un valor de 5 y
en las graficas se muestran las puntuaciones relativas de los vinos

elaborados con enzima en funcién de esta normalizacian.

En la Grafica 4.4.2.6. se muestra la valoracién en intensidad de
color y tonalidad, las diferencias no fueron significativas, aunque el vino
de 15 “Be fue un poco mejor valorado en cuanto a la intensidad de color
con respecto a su testigo y el de 13,5 "Be en cuanto a la tonalidad. Tras 6
meses en botella, todos los vinos se puntuaban igual que su testigo,
excepto el vino slaborado con uva con 12 “Be que era valorado un poco
mejor gue su testigo con respecto a la tonalidad.

Grafica 4.4.2.6. Evaluacion sensorial de |a fase visual de los vinos elaborados con

enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacion alcohdlica y tras & meses en
botella.
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En cuanto al aroma, a fin de fermentacion alcohdlica los vinos
presentaron una intensidad similar a sus testigos, exceptuando al vino

elaborado con uva de 13,5 °Be que fue peor valorado que su testigo
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{Grafica 4.4.2.7.). Todos los vinos, excepto el de 15 “Be, mostraron una
sensacion vegetal mayor gue sus testigos, sin embargo tras 6 mesas en
botella todos perdieron ese caracter vegetal, no sncontrandoss
diferencias con sus respectivos vinoas testigo. En el resto de parametros
valorados, los vinos mostraron un perfil muy similar a su vino contral
aunque el vino de 12 y el de 15 "Be mostraron mas aromas a compota
fue suU testigo. Tras 6 mesas en botella, el vino procedents de la uva de
13,5 “Be fus el mejor valorado con respecto a su testigo, mostrando un

perfil con mayor intensidad a aromas especiados y tostados.

Segun se observa en la Grafica 4.4.2 8., a final de la fermentacion
alcohdlica, en boca los vinos mostraron una intensidad similar a sus
testigos. Excepto el vino elaborado con la uva mas madura, el resto fue
peor valorado cuando se forzaba la extraccidn con el enzima de
maceracion, detectandose en los vinos mayor astringencia, sequedad y
verdor. Sin embargo, el vino procedents de la uva con 15 “Be fue mejor
valorado que su testigo, percibiéndose menos secante y astringente y
mas equilibrado en conjunto. Tras 6 meses en botella, todos los vinos
elaborados con enzima eran calificados de manera similar a sus testigos,

aunqgue eran valorados como ligeramente mas secantes y astringentes.

La aplicacian de un preparado enzimatico comercial para la
extraccion de color parece efectiva a la hora de conseguir una mayor
extraccion de compuestos fendlicos, siendo Uil su utilizacién en uvas con
distinto grado de madurez. En uvas poco o muy maduras, el efecto del
enzima va a ser menor gue en uvas con un grado de maduracién
adecuado para la vinificacion. Las caracteristicas cromaticas de los vinos
elaborados con enzima se van a mantener mas estables en el tiempo. Las
caracteristicas sensoriales de los vinos no se van a ver muy afectadas por
el uso del enzima, aungue parece que en los que se aplico éste, el aroma
sa ve ligeramente mejorado. En boca, los vinos elaborados con enzima se
valoraron como mas durcs, cuando la uva no estaba sobremadura, pero

con un perindo de afinamiento en botella, estas sensaciones remitieron.
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Grafica 4.4.2.7. Evaluacion sensorial de |a fase aromatica de los vinos elaborados con

enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacidn alcohdlica (A} y tras 6 meses
en botella (B).
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Grafica 4.4.2.8. Evaluacion sensorial de |a fase gustativa de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacion alcohdlica (A) y tras 6 meses
en botella {B).
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4.4.2.3. Caracterizacién de las paredes celulares de los orujos.

Los orujos de estas distintas elaboraciones realizadas con uvas
con diferente grado de maduracidn y con aplicacién del enzima
macerative o no, se recogieron una vez prensados y se congelaron hasta
la extraccion de sus paredes celulares. Estas paredes celulares se
caracterizaron, analizando su contenido en proteinas y compuestos
fendlicos ligados a la pared celular, lignina y su composicién en azucares
neutros y acidos urdnicos.

En la tabla 4.4.2.5. se muestra el rendimiento en pared celular que

se obtuvo de los orujos resultantes de las distintas elaboraciones.

Tabla 4.4.2.5. Contenido en pared celular de los orujos tras |la maceracion.

Rendimiento {mg pared celular / g orujo)
12Be T 33,8ab’
12Be E 40,2b
13,5Be T 29,72
13,5Be E 50,40
15Be T 39,9b
15Be E 55,0c

! Letras distintas indican diferencias significativas segiin test LSD {p<D,05}.

De forma similar a lo mastrado en el apartado anterior {4.4.1.}, se
ochserva que en los orujos procedentes de vinificaciones donde se aplico
el enzima macerativo el rendimiento es mayor comparandola con el orujo
de la misma elaboracion sin adicionar el preparada enzimatico. Y tal como
se ha comentado previamente, es5to puade ser debido a que la accidn del
enzima consiga una mayor transferencia de compuestos celulares al
masto-ving con o que se daria un aumento en el contenido en paredes

celulares por gramo de orujc.
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Tabla 4.4.2.6. Contenido en proteinas, compuestos fendlicos totales y lignina en pared
celular de los orujos tras la maceraci an.

Proteina Compuestos fendlicos Lignina
{mg/g pared totales {mg/qg pared
celular) {mg'g pared celular) celular)
12Be T 21,4a' 85,9a 200,0a
12Be E 22.2a 74.7a 260,0ab
13,5Be T 23,0ab 74,23 276,7be
13,5Be E 27,3ab 724a 286,7bec
15Be T 28,3b 89,0a 320,0bc
15Be E 41,1¢ 77.5a 336,7c

! Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segon test LSD (p<0,05}

En la Tabla 4.4.2.6., 5& observa gue la aplicacién del enzima no
tuvo ninguna influencia en el contenido en proteinas, lignina y compuestos
fendlicos de las paredes celulares de los orujos. El comportamiento
teniendo en cuenta el grado de maduracion de las uvas indica una mayor
degradacién de las paredes celulares en uvas con mayor madurez,
aumentando el contenido en proteinas y en lignina. El aumento del
contenido en proteina, cuando aumentaba el grade de maduracién de la
uva, se corrasponde con los resultados obtenidos por ofros autores.
Huang et al. {2005} describieron un incremento en el contenido en
proteinas unidas covaléntemente a la pared celular durante la maduracion
y Nunan et al. {13388} observaron un aumento en el contenido en proteina
del 8 al 12%, cuando la maduracion de las uvas avanzaba. Asi mismo, la
acumulacian de lignina en las paredes celulares esta relacionada con los
procesos de maduracian de los frutos (Waldron y Selvendran, 1980;
Estrada et al., 1953)
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Grado maduracion

En cuanto a la composicion en azdcares de la pared celular de los
orujos, que puede ser consultada en la Tabla 4.4.2.7., de nuavo {coma en
el apartado 4.4.1.} se observa un descensc en el contenido en arabinosa,
galactosa, acidos urénicos y contenido total en azucares y un aumento en
el de manosa, glucosa y el grado de metilacian y acetilacién en funcién de
la aplicacién del enzima. En los orujos procedentes de las elaboracicnes
con uvas de 12 *Be, no se cbserva un efecto del enzima en el contenido
total en azucares, lo que puede justficar las menores diferencias
cromaticas que se encontrarcn en el vino elaborado con estas uvas y el
enzima macerativo. En funcién del grado de maduracién dnicamente se
da un dascenso en &l contenido en glucosa, aungus la maduracion de la
uva va acompafiada de un reblandecimiento del fruto, debido a la
degradacion de los polisacaridos de la lamina media y de la pared
primaria {Waldron et al., 1887; Wakabayashi, 2000}. La estructura ds la
pared celular se debilita y desciende el nivel de adhesian de las células
{Ishimaru y Kobayashi, 2002}. La despolimerizacion de los polisacaridos
pécticos durante la maduracién de diversas frutas ha sido observada en
numerasos estudios {Huber, 1981; Batisse et al., 1986; Nunan et al.,
1888; Ali et al., 2004}, El contenido en glucosa celuldsica, sin embargo,
permanece invariable, al comparar los ordjos procedentes de uvas con
distinto grado de maduracion, coincidiendo con los resultados
encontrados por Nunan et al. {1898 y 2001} y Manganaris et al. {2005} en

uva y melocotan respectivamente.
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4.4.3. EFECTO EN LAS CARACTERISTICAS CROMATICAS DE VINOS
ELABORADOS CON UVAS CON DISTINTO INDICE DE
EXTRACTABILIDAD Y EN LAS PAREDES CELULARES DE LOS
ORUJOS OBTENIDOS.

En el apartado anterior s& mostraba el efecto de la aplicacion de
preparados enzimaticos en la extraccién de color en uvas de la variedad
Monastrell con distinto grado de madurez tecnolagica. Pero, como se ha
comentado antsriorments, la socla observacion de la evolucién de la
concentracion de compuestes fendlicos en la piel de |la baya, a veces, no
sirve como medida del potencial de esa baya para dar vinos muy
coloreados, puesto que, en muchos casos, el maximo contenido en la uva
no coincide con el momento en que éstos son mas facilmente extraibles.
Crtega-Regules {2006} obhservd que el indice de extractabilidad se
correlacionaba tanto con el contenido total de pared celular de la piel de la
uva como can su compaosicidn. Puesto que los enzimas van a degradar la
pared celular, s& pensd que era posible que éstos fueran mas efactivos
con vendimias con alto indice de extractabilidad {uvas que van a mostrar

mayor dificultad para la extraccién de sus antocianos).

Durante el seguimiento de la maduracién de la uva en la campafia
2004-2005 y después de alcanzar la uva 13 “Be, hubo una parada en la
maduracién y dos semanas después, el grado apenas habia variado,
pero, curicsamente, habia subido bastante su madursz fendlica {bajado &l
indice de extractabilidad). Con estas uvas de similar “Be y distinta
madurez fendlica se comprobd el efecto del enzima durante la

elaboracian.

El objetivo, por tanto, de esta parte del trabajo, fue comprobar la
efectividad de la aplicacién de enzimas de maceracién en uvas con
diferente madurez fendlica, que podria indicar diferencias en la estructura

de la pared celular de las uvas.
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4.4.3.1. Caracteristicas de la uva a la entrada en bodeqa.

La madurez fendlica {indice de extractabilidad e indice de madurez
de la pepita} en el momento de la vendimia, se muestra en la Tabla
4.4.31. El contenido en azicares (“Be) es muy similar para ambas
muestras. Asi mismo, no se encuentran grandes diferencias en el indice
de madurez de la pepita {Mp}. Sin embarge, la uva de la muestra A
presenta un indice de extractabilidad mayor que la uva E, por lo que la
extractabilidad de los compuestos fendlicos sera menor (Saint-Cricg et al.,
1998).

Tabla 4.4.3.1. Madurez fendlica de la uva en el momento de la vendimia {+ deswviacian
estandar).

Peso 100 bayas {g) EA” Mp Be
Uva A 116,60 + 3,49 44,44 + 1,19 63,78 £ 1,09 13,0 £ 0,0
Uva B 111,37 £ 3,67 27,97 £ 1,11 57,96 £ 0,54 134 £ 0,1

*Abreviaturas: EA: indice de extractabilidad; Mp: indice de madurez de la pepitm; Be: grado
Beaums.

En la Tabla 4.432 se pusde ver el perfil antocianico que
presentaba la uva en el momento de su entrada en bodega para ser
elaborada. La uva B, que &5 la que presentaba una mayor facilidad para
la extraccién de los antocianos es la que mayor contenido presenta en
cada uno de los antocianos, tanto en el contenido por grama de piel como
por baya. El porcentaje en el que se presenta cada antociano es similar
en ambas uvas. Aungque la cemposicién de antocianos en la uva de una
variedad determinada puede variar, cualitativamente estd muy

relacionada con su herancia genética {(Fernandez-Lopez et al., 1988},
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Tabla 4.4.3.2. Pertfil antocianico (HFLC) del hollejo de |a uva a la entrada en bodega.

Uva A Uva B
Antociano®

Pel(ugg) % NP Pelluge %
Del B51,0+76,1 124 116,2+10,4 1001 ,8+79.6 12,5 127,9+10,2
Cian 447,6+25,3 6.5 61,1434 H68,1+£58,7 7.1 72.5£7.5
FPet 2496+1068,1 13,8 129,7+14,5 10795+91,4 13,4 137,B+11,7
Pn 524, 6+£61,7 7.6 71,6484 T6B4,1£92,3 9.5 97.5+11,8
Malv 3288,3£321,6 47,8 44904439 3667,2+315,2 456  468,0+£40,2
Fn acetato nd® 0 nd 13,4+1,6 0,2 1,70,2
Malvac+DelC 160,0+18,4 2.2 20,5125 210,7+£53,2 2.6 26,945,8
Pet cumarato B0, 245,56 0,9 8,240,9 69,115,0 0,9 8.8+0.6
Pn cumarato 44 446 2 9.9 &,110,8 57,1+10,2 8.4 73413
Malv 555,8+69,2 0,6 75,9495 559,7+82.6 0,7 71 4+10,5
cumarato
Total £882,8:6844 100 ©39,8:934 8040,2:7370 100 1026,1:94,1

abreviaturas:  Del: Delfinidina-3-monoglucesido;  Cian:  Cianidina-3-monoglucosido;  Pet:
Petunidina-2-monoglucosido; Pn: Peonidina-3-monoglucaside; Malv: Malvidina-3-monoglucosido;
falvAc: Malvidina acetato; DelC: Delfinidina cumarato.

’nd: no detectado.

4.4.3.2. Caracteristicas cromaticas de los vinos.

A continuacian, en las Graficas 4.4.31 a 4435 se muestra la
evolucién de distintos parametros cromaticos de los vinos durante su
elaboracion. Para una mejor comprension de los resultados, se presentan
los resultados en porcentajes relatives de extraccion. Se ha normalizado a
un 100% de extraccion los valores alcanzados por el vino testigo de cada

una de las elaboraciones.

En la Grafica 4 4.3.1. 56 muestra la evolucion de la intensidad de
color de los vinos elaborados con el enzima macerativo respecto a su vino
control. Al final de la maceracion, ambes vinos habian alcanzado una
intensidad de color un 15% superior a su testigo, independientemente del
tipo de uva utilizada en la elaboracion {Servilli et al., 1832). A dia 5 de

maceracion, el incremento en la intensidad de color en comparacion con
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el control fue superior para el vino elaborado con la uva A, la de mayor

indice de extractabilidad.

Grafica 4.4.3.1. Evolucian de |3 intensidad de color relativa durante la maceracion.
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En las Graficas 4.4.3.2 a 4.4.3.4. se puede observar la evolucion de
la difusién de los antocianos y los compuestos fendlicos totales. Al final de
la maceracién, en los vincs elaborados con enzima la difusidn de
antocianos totales y poliméricos habia sido alrededor de un 12-15%
superior gue en los vinos testigo. También la extraccién de compuestos
fendlicos totales fue superior en casi un 20%. En ambos casos, hasta el
dia 10 de maceracién, la aplicacidon del enzima fue mas efectiva, para la
extraccion de antocianos y compuestos fendlicos totales, en la uva A, la
de mayor indice de extractabilidad, puesto que se conseguia un mayor
porcentaje de extraccién de estos compuastos con respecto a su testigo
gque en la vinificacién de la uva B, aunque no ocurrio lo mismo para los
antocianos poliméricos. Este comportamientoc puede indicar que los
enzimas macerativos podrian ser mas efectivos para este tipo de uvas en
elaboraciones llevadas a cabo con maceraciones cortas. Zinnai et al.
{2003} observaron que el enzima extractor de color que aplicaron en

vinificaciones de uva Sangiovese durante dos afics consecutivos,
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unicamente era efectivoe cuandc la uva presentaba una baja
extractahilidad de compuastos fendlicos.

Grafica 4.4.3.2. Evolucion de |la extraccion relativa de antocianos totales durante la
maceracion.
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Grifica 4.4.3.3. Evolucidn de la extraccidn relativa de antocianos poliméricos (expresada
como absorbancia a 520 nm después de adicionar SO, durante la maceracidn.
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Grafica 4.4.3.4. Evolucion de 1a extraccion relativa de compuestos fendlicos totales
durante la maceracion.
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En vista de los resultados obtenidos, el usoc de preparados
enzimaticos comerciales para la extraccian de color también puede ser util
para mejorar la difusién de los taninos. En la Grafica 4. 4.3.5. s& muestra
que los vinos elaborados con enzimas obtuvieron valores en el contenido
en taninos alrededor de un 100% superiores a sus respectivos vinos
control. Estos taninos, probablemente, procedian de la piel de la uva y no
de la pepita, puesto que el etanol no esta presente en las primeras fases
del proceso de elaboracion {(Oszmanski et al., 1886).

Grafica 4.4.3.5. Evolucian de |a extraccion relativa de taninos durante |la maeceracian.

1400
£
= 1200 s
3 /
2 1000
2 /
=
o 300 /
[=] ..
z /"\-\ﬁ__,”"_l
z
”
F
L] /
= a0
L)
5 /

Y
g Fa

) y y

v z a 6 3 10 1z 12 16

Diade macaraclan

Woac A2 aboado con anz ma —a—Y ac B 2abkarade oo ez ma

154



Indice de extractabilidad

Los resultados muestran que el uso de preparados enzimaticos
macerativas puede mejorar la extraccion de las compuestos fendlicos vy,
por tanto, la intensidad de coloer de les vwinos resultantes,
independientamente del tipo de uva utilizada en el proceso de vinificacion
{Zent e Inama, 1982). También se obhserva que al principio de la
elaboracién, el uso del enzima fue mas efectivo en las uvas con un indice
de extractabilidad mas alto {mayocr dificultad de extraccidn de los
compuestos fendlicos, muestra de uva A}, resultado coincidente con los
obtenidos por Zamora (2003). Hasta el dia 5 de maceracion, en &l vino
elaborado con la uva A se observd un mayor porcentaje de extraccion de
antocianos y compuestos fendlicos, junto con un mayor aumento en la
intensidad de color. A partir del dia 7, los incrementos en los parametros
analizados s& volvieron similares para los vinos elaborados con ambas

uvas, AyB.

Después de elaborados, los vinos se mantuvieron 3 meses en
depositos de acero inoxidable {0 meses en botella) bajo atmdsfera inerte,
fueron embotellados y almacenados durante un pericdo de 6 meses {6
meses en botella) y se controld la evolucion de los parametros cromaticos
durante ese periodo. En la tabla 4.4.3.3. s& mueastra asta evolucién en
funcién del tratamiento enclégico aplicade {(utilizacion de enzima ¢ no) ¥
del indice de extractabilidad de la uva {(Vino A y Vino B). Para egllo, se ha
realizado un analisis multifactorial de la varianza, a final de fermentacion

alcohalica y durante el pericdo de almacenamiento.

A fin de fermentacidn alcohdlica se observan diferencias en todos
los parametros cromaticos estudiados en funcién de la aplicacion del
enzima. Los vinos elaborados con enzima tenian valores mas altos en
compusestos fendlicos totales, antocianos (tanto totales come poliméricos),
tanincs, absorbancia debida al color amarillo, roje ¥ azul, una mayor
intensidad de color y un menor tono, ceoincidiendo con los resultados
obtenidos por Revilla y Gonzalez-San José (2003b), Guadalupe et al
{2007} y Kelebec et al. {2007).
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sin embargo, conforme avanzd el tiempo de almacenamiento,
estas diferencias disminuyeron. Tras 0 ¥ 6 meses en botella, Unicamente
se encontraron diferencias en el contenido en taninos totales y el tono y

en la concentracion de taninos totales, respectivamentes,

En funcién del indice de extractabilidad, a fin de fermentacion
alcohdlica, el vino con mayor madurez fendlica alcanzd valores mas
positivoes en casi todos los parametros. Se habian extraido mas
compuestos fenclicos totales y mas antocianos {Amrani Joutei y Glories,
1884; Mayen et al., 1895; Saint-Cricqg et al., 1888}, lo que podia indicar

una mayor estabilidad del color a lo largo del tiempo.

Asi mismo, se observa que el vino A, presentaba un mayor
contenido en taninos totales. Este resultado concuerda con el indice de
madurez de la pepita que presentaba la uva A vy que era superior al de la
uva B. Este indice de madurez da informacion sobre la contribucion de los
taninos de las semillas en el vino, siendo esta mayor a mayor valor deal
indice {Saint-Cricq et al., 1888}.

A tiempo O en hotella, el vino B {vino elaborado con uva con menor
indice de extractabilidad), mantenia una mayor intensidad de color y un
mengcr tono, pero a los 6 meses del embotellado estos valores ya eran

similares.

El perfil antocianico de todos los vinos fue muy similar, al igual que
ocurria con las uvas, para cada punto estudiado, como se muestra en la
Takla 4.4.3.4. Se observa que en el momento del embotellado, los
antocianos habian caido drasticamente, habiendo incluso desaparecido
todos los antocianos acilados. Tras © meses en botella, Unicamente
gquedaban en los vinos malvidina-3-glucésido, vitisina A y antocianos

poliméricos.
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Antocianos Tan
Efectos CFT' totales A pEeet a0 IC  Tono A%* a5 a0 L a b
L (mgL)
{mg/L)
Fin Fermentacion Alcohdlica

Técnhica
Testigo 45,432 445 48 1,88a B.03a 5A853n 34972 129z 05%b 140a 743a 4.0% 11.6b 431b 131a
Enzima 54 Bb 495 Bh 246b 8,750 76030 651,76 16.0b 0,52a 1,93b 9.24b 4.83bh FBa 3753 19.8b
|.Extractabilidad
Vino uva A 48 2a 417 3a 2,580 B.75a 7.250b 5%9.2b 14Ba 054b 1,83b 8.27a 4472 B84a 3853 14.5a
Vinouva B 50.8h 524 0b 1,76 9.03a B,207a 4423z 143z 053a 1,50a 840a 441a 108b 4200 18.5bh

{J meses botella
Técnhica
Testigo 36.Ba 207.Ba 3.72a B, 74a B317a 4240a 120a 062b 1,993 B.20a 383z 70a 364a 12.0a
Enzima a38.89a 188,3a 416a 6B,67a B,353a F13,1b 122a 060a 210a 635 3.80a 72a 36.6a 12.0a
|.Extractabilidad
Vino uva A 37.2a 188.3a 364a B31a 58573 578,732 113a 0E62b 190a 5,80a 3572 8B1b 3582b 13.5b
Vinouva B a8 38 207 .6a 424b F10a B813a 558 4m 130b 060a 2189bh B.7/5b 4053 B1a 34.8a 10.4a

6 meses hotalla
Técnhica
Testigo 35,74 161,38 3.71a 517a 4.810a 3596z 100a 0,68a 1,62a 501a 3322 96a 40,2a 161a
Enzima 36.2a 138,48 3.891a 4.,80a 4.,543a 526,80 94a 0.68a 1,889a 4.73a 3.07/a 11,3 41,893 1B6,7a
|.ExXtractabilidad
Vino uva A 37.7a 158,73 3.74a 511a 4.75%0a 478,0n 98a 068a 161a 4895 326z 1053 40,7a 15.E6a
Vinouva B 3 .3a 140,0a 3,88a 486a 406033 4084z 953 0,66a 1,60a 4,/9a 313z 104a 41.4a 17.2a
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Indice de extractabilidad

Los vinos fuercn evaluados por un grupo de catadores expertos
cuando termind la fermentacion alcohdlica y tras 6 meses de permanencia
en botella. Se puntud en funcién de la intensidad, dando un valor de 1 ala
ausencia del atributo y de 10 cuando el atributo era maximo. Se muestran
las puntuaciones relativas de los vinos slaborados con enzima, en

comparacion con sus respectivos testigos.

En la Grafica 4.4.3.6. se muestra la valoracién en intensidad de
color y tono. Las diferencias no fueron significativas, aungue se cbserva
que, a final de la fermentacitn alcohélica, el vino elaborado con la uva con
mayor indice de extractabilidad y con enzima era mejor valorado que su
testigo, para los dos atributos. En el vino con mayor madurez fendlica no
se observaron diferencias con respecto al control. Tras 6 meses en

botella, todos los vinos se puntuakan igual que su testigo.

Grafica 4.4.3.6. Evaluacion sensorial de |la fase visual de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacidn alcohdlica (A} y tras 6 meses
en botella {B).
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Indice de extractahilidad

A fin de fermentacién alcohdlica los vinos presentaron una
intensidad aromatica similar a sus testigos {Grafica 4.4.3.7.). El vino A
mostrd una mayor sensacion vegetal que el testigo. El vino B fue valorado
igual que su control. Sin embargo, tras 6 meses en botella, este vino fue
mejor puntuado, debiéndose en parte a que los aromas especiados y
tostados eran mas intensos. El vino elaborado con enzima y menor
madurez fendlica {(Vino A} habia perdido sl caracter vegstal, pero su

testigo seguia siendo valorado ligeramente mejor.

Segun se observa en la Grafica 4.4 .3.8., a final de la fermentacian
alcohdlica, los vinos elaborados con el enzima mostraron perfiles similares
en boca que sus testigos. Las mayores diferencias se encontraron en los
atributos de astringencia y verdor y el vino A también resulté mas amargo.
Tras &€ meses en botella, el vino B elaborado con el enzima seguia
resultanda mas astringente y secante en boca, mientras que el vino A se

penalizd porgque no resultaba equilibrado.

Se puede concluir, en vista de los resultados obtenidoes, que el use
de enzimas macerativas para la extraccion de color, podria ser de utilidad
cuando s& elaboran vinos procedentes de uvas con baja madurez fendlica
y, por lo tanto, con poca facilidad para la extraccidon de compuestos
fendlicos, especialmente si se van a emplear tiempos cortos de
maceracion, puesto gue se facilitara la difusién de antocianos sin
promover una excesiva extraccion de taninos agresivos procedentes de

las semillas.
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Indice de extractabilidad

Grafica 4.4.2.7. Evaluacion sensorial de |a fase aromatica de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus testigos a fin de fermentacidn alcohdlica (A} y tras 6 meses
en botella (B).
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Indice de extractahilidad

Grafica 4.4.3.8. Evaluacion sensorial de la fase gustativa de los vinos elaborados con
enzima con respecto a sus tesligos a fin de fermentacion alcohdlica (A) y fras 8 meses

en botella (B).
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Indice de extractabilidad

4.4.3.3. Caracterizacién de las paredes celulares de los orujos.

Los orujos de las distintas elaboraciones realizadas con uvas can
distinto grado de madurez fendlica y con aplicacién del enzima macerativo
0 Nno, se recogieron una vez prensadeos y se congelaron hasta la
extraccién de sus paredes celulares. Estas paredes celulares se
caracterizaron, analizando su contenido en proteinas y compuestos
fendlicos ligados a la pared celular, lignina y su composicién en azucares
neutros y acidos urdnicos.

La aplicacion del enzima macerativo va a suponer un aumento en
el rendimientc en la extraccian de pared celular en el orujo, como se
muestra en la Takla 4.4.3.5., posiblemente debide a que el enzima
macerativo consigue una extraccion mayor de ofros compuestos de la
célula en el vino con lo que se daria, porcentualmente, una mayor
concentracion de las paredes celulares en el orujo.

Tabla 4.4.3.5. Contenido en pared celular de los orujos tras |la maceracion.

Rendimiento {mg pared celular / g orujo)
Uva AT 34,7a’
Uva A E 56.,7c
Uva BT 29,73
UvaBE 50,40

'Letras distintas indican diferencias significativas segin test LSD {p<D,05}.

En la Tabla 4.4.3.6. se muestra el contenido en proteinas,
compuestos fendlicos y lignina de las paredes celulares extraidas de los
orujos despugs de la elaboracién. No se observan diferencias
significativas en la concentracién de ninguno de estos compuestos, ni en
funcién de Ila aplicacion del enzima extractor ni del indice de
extractabilidad de la uva. Posiblemente estos contenidos similares puedan
ser debidos a que la uva presentaba un grado Brix similar. Ortega-
Regules {2006} ohservd que la compaosicion de la pared celular de la piel

de la uva aesta relacionada con la madurez techolbgica de ésta.
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Indice de extractahilidad

Tabla 4.4.3.86. Contenido en proleinas, compuestos fendlicos totales y lignina en pared
celular de los orujos tras la maceracin.

Proteina Compuestos fencdlicos Lignina

{mg/g pared totales {mg/g pared
celular) fmg/g pared celular) celular)
Uva AT 21,2a' &81,6a 220,0a
Uva AE 28,53 80,80 326,70
UvaBT 23,0a 74, 2ab 276,7ab
Uva BE 27.3a 72.4ab 286,7ab

'Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segin test LSD {p<0,05}.

En la Tabla 4.4.3.7. se muestra la composicién en azdcares de las
paredes celulares aisladas de los crujos. Se observa que al aplicar el
enzima extractor de color disminuye el contenido en arabinosa, galactosa,
acidos urdnicos y el contenido total de azlcares en la pared celular,
mientras gue aumenta el contenido en manosa, glucosa y el grado de
metilacion y acetilacion. Resultados similares a los observados vy

discutidos en los puntos anteriores.

En vista de los resultados obtenidos, se observa que la aplicacion
de enzimas macerativos para la extraccion de color va a conseguir una
mayor disgregacion en las paredes celulares de la piel de la uva,
cambiando la composicion da los orujos tras la maceracion. En funcidn
del indice de extractabilidad no se observan diferencias significativas en
las paredes celulares de las pieles, teniendo un efecto similar la aplicacion

del preparado enzimatico en los dos orujos estudiados.
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Tabla 4.4.3.7. Contenido en azdcares neutros y acidos urdnicos {mg/q de pared celular)
en la pared celular de los orujos tras la maceracion.
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'Abreviaturas: Cell-Glu: Glucosa celuldsica; UA: Acidos uronicos; GM: Grado de metlacion; G4
Grado de Acetilacion.
% etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segin test LSD (p<0,05].
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Conclusiones

1. En el estudio de la dinamica de extraccion de los antocianos de la uva
Maonastrell al vino durante la maceracién se encontrd que &l ratio de
extraccion es similar para todos los distintos antocianos pueste gue,
aunque la concentracian total disminuye en las pieles conforme avanza la
maceracion, la distribucién relativa de estos compuestos en la piel sélo
muestra pequefias diferencias. La extraccion de los antocianos en la uva
es claramente incompleta, probablemente porgue se astablece un
equilibrio basado en la adsorcién-desorcién entre la concentracion ds los

antocianos en la uva y en &l vino.

2. Existen diferencias entre el perfil antocianico de las uvas y &l vino vy,
puesto que éstas no son atribuibles a diferentes ratios de extraccidn de
los antocianos, procesos como la accién de oxidasas o la adsorcion de
determinados antocianos en las levaduras seran responsables de las

diferencias.

3. El estudio de los cambios de compasicion en las paredes celulares de
las pieles durante la maceracian indica gue la mayor degradacion de la
pared celular se va a dar en los primeros estadios de la maceracian, 1o
que coincide con la maxima extraccian de antocianos encontrados esos

primeros dias.

4. El estudio de los parametros relacionados con la madurez fendlica de la
uva, principalmente antocianos y polifencles extraibles a pH 3,6, junto con
el contenido en taninos de las semillas pueden ser Utiles para predecir
algunos de los parametros cromaticos mas importantes en el vino y
planear el proceso de elaboracion de acuerdo con las caracteristicas de la
uva en el momento de la vendimia y el tipo de vino que se desea obtener.
Asi mismo, las caracteristicas de los orujos después de la maceracian
también guardan relacion con las caracteristicas de madurez celular de la
uva antes de la elaboracién. Los orujos con una composicion gue sugiere
una menor degradacian de las paredas celulares provienen de aquellas
uvas que inicialmente mostraron una mayor dificultad en extrasr sus

antocianns.
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5. La aplicacién de diferentes enzimas comerciales, con distintos niveles
de actividades enzimaticas, no origind grandes diferencias en las
caracteristicas cromaticas de los vinos obtenidos, aungue todos ellos
fueron diferentes del vino testige elaborado sin enzima. Tampoco se
encontraron grandes diferencias en la composicidon de las paredes

celulares de los orujos recogidos despugas de la maceracion.

6. Cuando se estudic el efecto de la aplicacién de un enzima comercial en
vinos selaborados con distinte tiempo de macseracion {5, 10 y 15 dias), los
resultados muestran que el uso de enzimas maceratives parece ser una
buena herramienta para acortar el tiempo de permanencia de la masa de
vinificacidn en los depésitos, consiguiéndose un adelanto en la extraccion
de los compuestos fendlicos de alrededor de tres dias, en comparacion

con los vinos elaborados sin adicidn de enzima.

7. Los resultados obtenidos parecen indicar que el enzima extractor de
color va a tener influencia sobre la estructura de la pared celular de las
picles de las uvas. El enzima va a ayudar a la liberacién de compuastos
contenidos en el interior de las células por la degradacion de la pared vy
parece gque su efecto se asemeja a las transformaciones que sufren las
paredes celulares durante el proceso de maduracion de la uva. Los
efectos principales estan claramente relacionados con la fraccion péctica
de la pared celular, donde se parece producir la mayor degradacion,

efecto que va aumentando conforme aumenta el tiempo de maceracion.

9. Cuando el enzima se ensayo durante la elaboracian de vinos con uvas
de diferente grado de madurez se ohservd que en uvas poco 0 muy
maduras, el efecto del enzima es menor gue en uvas con un grado de
maduracian mas adecuado para la vinificacion. Esto puede ser debido a
dque, en la vinificacidn con las uvas mas inmaduras, la aplicacian dal
enzima, aunque consiga degradar parte de las paredes celulares, no llega
a superar la degradacion natural de éstas debida al proceso natural de
maduracian de las bayas. Asi mismo, en la elaboracién del vino con uva

sobremadura, su piel presenta un alto grado de degradacién natural
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debido a los procesos de maduracion y, por ello, el enzima es menos
efactivo, puasto que las paredes celulares de la piel de la uva estarian lo
suficientemente degradadas para permitir una extraccion facil de los
compuestos fendlicos, inclusc aungue no se utilice enzima de
maceracion. Ademas, los enzimas también son adecuados cuando se
elaboran vinos con uvas de baja madurez fendlica, especialmente si se
van a emplear tiempos cortos de maceracian, puesto gque se facilitara la
difusién de antocianos sin promover una excesiva extraccién de taninos

agresivas, procedentes de las semillas.

10. El uso de un enzima de maceracion provoca una mayor degradacion
de las paredes celulares en uvas con mayor madurez. En los orujos
procedentes de las elaboraciones con uvas menos maduras {12 “Be), no
se observa un efacto del enzima en el contenido total en azdcares, 1o que
puede justificar las menores diferencias cromaticas que se encontraron en

el vino elaborado con estas uvas y el enzima macerativo.
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