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RESUMEN

Los cambios que se producen en la uva durante la maduracién en climas calidos,
como es el caso de Andalucia, provocan un apreciable desfase entre la madurez
fendlica y la tecnolégica. Este desequilibrio conduce a la obtencién de uvas con
alto grado en azucar pero insuficiente o inadecuado perfil fendlico, y se hace
necesario aportar a la masa de vendimia los fenoles necesarios para obtener
una correcta estabilidad del color en los vinos. En este sentido, se han disefiado
estrategias de aprovechamiento de subproductos de la industria vitivinicola ricos
en compuestos fendlicos. Es el caso de la adicién de semillas procedentes de

uvas muy maduras.

En este trabajo se ha estudiado la evolucion y la estabilidad del color de tres
vinos de la variedad de uva tinta Syrah, elaborados mediante vinificacion en tinto,
incluyendo en el proceso la adicion de semillas de uvas sobremaduras,
sometidas a procesos de pasificacion, procedentes de la elaboracion de vinos
blancos generosos de alto contenido alcohdlico. Los vinos se elaboraron con
adicion de diferentes cantidades de semillas: nada (T, testigo, 0 g/L), simple (S,
3 g/L)y doble (D, 6 g/L). Se ha realizado el seguimiento de los ensayos a lo largo
de la vinificacion, evaluando los efectos de esta practica en la composiciéon
quimica y en el color. Se han determinado parametros quimicos (antocianos,
flavanoles, fenoles totales y copigmentacién) mediante técnicas cromatograficas

y el color por espectrocolorimetria de transmision.

Los resultados muestran que, aunque no se da una diferenciacion completa de
los vinos, la introduccion de semillas maduras en la elaboracion produce efectos
que llevan a diferencias significativas entre los ensayos, especialmente en el
caso del ensayo de adicién simple de semillas con respecto al de adicién doble

y al testigo.

Palabras Clave: vino tinto, color, semillas, antocianos, compuestos fendlicos.







ABSTRACT

Changes occurring along the maturation of grapes in warm climates, as the case
of Andalucia, provoke a noticeable separation between both phenolic and
technological (sugars) maturity. This gap leads to obtain grapes having high
sugar content but low or inadequate phenolic composition. Therefore, it is
necessary to increase the phenolic content to achieve the colour stability. In this
sense, industries have designed strategies for using the winemaking by-products

as sources of phenolics. This is the case of high-maturation grape seeds.

This work involves the study of the evolution and the colour stability of three red
wines obtained from Syrah red grapes. The wines were elaborated by traditional
winemaking including the addition of over-ripped grape seeds (originated in the
production of fortified or “generoso” wines) at different levels: test or control assay
[T] (0 g/L), simple assay [S] (3 g/L), and double assay [D] (6 g/L). The wines were
chemically (anthocyans, flavanols, total phenols and copigmentation) and
chromatically analysed by HPLC and spectrophotometric techniques along the

complete winemaking process to assess the effects of this oenological practice.

The results showed that, although there is not a complete differentiation of wines,
the use of over-ripped seeds produces effects that induce significant differences

on some parameters, especially regarding the simple assay [S].

Keywords: red wine, colour, seeds, anthocyanins, phenolic compounds.
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1. INTRODUCCION,

1.1. Lavid.

La vid (Vitis vinifera L.) es un arbusto de la familia de las Vitaceas. Su fruto, la
uva, tiene forma de baya redonda, pequefa y carnosa, que crece en forma de

racimos en distinta cantidad.

Tiene su origen en el Caucaso y Asia Occidental, y se conocen vestigios de su
recoleccion desde el Paleolitico. La egipcia, griega y romana fueron
civilizaciones que desarrollaron el arte de la viticultura. Fue introducida en el
continente americano por los espafoles (Hernan Cortés en México y luego en el
Peru). Mas tarde, con la colonizacion, la vid fue introducida en América de Norte
extendiéndose su cultivo rapidamente. A finales del s. XIX, el cultivo de la vid en
Europa se redujo drasticamente por el ataque de un insecto llamado Filoxera,
hasta el punto de que, en los afios 30, el cultivo de la vid estuvo a punto de
desaparecer por la proliferacion de este insecto, viéndose obligados a utilizar la
vid americana resistente a la Filoxera como patrén de la vid europea. (Vogt,
1986).

Se pueden considerar dos grandes grupos de variedades de uva:

e Uva de mesa: variedades que pueden consumirse en fresco o como pasa,
mas grandes, dulces y jugosas, con proliferacién de variedades apirenas

(sin semillas) tanto blancas como tintas.

¢ Uva de vinificacién: variedades menos dulces y mas acidas que las de
mesa por lo general. Entre ellas, la uva de hollejo rojizo se utilizara para
la elaboracion de vinos tintos y rosados, ya que los pigmentos
responsables de su color se extraen de las partes sélidas en maceraciéon

durante la fermentacion.

En el estudio desarrollado en esta Memoria se ha utilizado la variedad tinta

Syrah, originaria del Rédano, por seleccion de vides silvestres. Hoy en dia, esta
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variedad se cultiva en todas las zonas relativamente calidas del mundo, por su
buena adaptacion, destacando ltalia, Estados Unidos, Sudafrica, Argentina,

Nueva Zelanda y Espania.

Figura 1: Racimo de Syrah.

Sus racimos poseen bayas uniformes, con piel media-gruesa, pampanos
medios, largos y fragiles. Las cepas son sensibles al viento, muy sensibles a la
clorosis (enfermedad de la vid por carencia de hierro) y mal adaptada a suelos
calizos. A partir de esta variedad se obtienen vinos tintos de buen grado
alcohdlico, aptos para un envejecimiento de gran calidad, de color intenso, con
tonos azulados, muy aromaticos, con aromas finos y complejos que recuerdan
la violeta, el cuero, el tabaco y el regaliz, tanicos, con estructura y relativamente
poco acidos. (Hidalgo, 2011).

1.2. EIl color del vino.

Muchos de los compuestos fendlicos de la uva y el vino poseen una estructura
molecular comun, que presenta al menos un anillo aromatico con uno o mas

hidroxilos como sustituyentes. Se clasifican en diferentes familias (Tabla 2):
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Tabla 1: Clasificacién quimica de los fenoles en el vino.

Hidroxibenzdico
Galico
Procatequico
Benzoicos Siringico
. . Vinilico
Acidos Fendlicos -

No Flavonoideos Gentisico
Elagico
p-Cumarico

Cinamicos Cafeico
Ferulico
Estilbenos Resveratrol
(+)-Catequina
_ (-)-Catequina
Catequinas , :
Flavanoles (+)-Epicatequina
(-)-Epicatequina
Proantocianidinas
Kaemferol
Flavonoles Quercetina

Flavonoideos Miricetina
Cianidina 3-gl
Delfinidina 3-gl

Antocianinas Petunidina 3-gl
Antocianos Peonidina 3-gl
Malvidina 3-gl

Derivados acetilados
Derivado p-cumarilicos

e No flavonoideos: esta denominacion comprende los acidos fendlicos,
divididos en acidos benzoicos y acidos cinamicos, portadores de una
cadena lateral insaturada, y también incluye a otros derivados fendlicos

como los estilbenos.
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v' Derivados del acido benzoico (Ces—C1): galico, vanilico,
protocatéquico, elagico, siringico. Frecuentes en uva tinta y menos
en uva blanca. En vinos, su presencia es de 0,1 a 30 mg/L, sobre
todo los acidos siringico y vanilico en vinos tintos.

v' Derivados del acido cinamico: p-cumarico, cafeico y ferulico. Son
abundantes en uva tinta y menos en uva blanca. En vinos tintos
con crianza en barrica asciende hasta 100 mg/L, debido a la cesion
de estos compuestos por parte de la madera.

v Estilbenos: Entre ellos, destaca la presencia en uva de resveratrol

(3,5,4 -trihidroxiestilbeno) en forma frans y su derivado glucosilado.

Flavonoideos: se caracterizan por un esqueleto de base de 15 atomos de
carbono (Cs — C3 — Cs) de tipo 2-fenilbenzopirona. Esta gran familia se
divide en varias subclases, que se distinguen por el grado de oxidacion
de su nucleo pirano.

v" Flavanoles: su estructura esta formada por dos anillos bencénicos
unidos por un heterociclo oxigenado saturado. Pueden encontrarse
cuatro isémeros: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-catequina y
(+)-epicatequina. Las formas dimeras, oligoméricas y poliméricas
son capaces de liberar antocianos por calentamiento en medio
acido. En los vinos jovenes se encuentran con mucha frecuencia.
Los taninos por su capacidad de precipitacion de proteinas, son
responsables de la astringencia en vino.

v" Flavonoles: kenferol, quercetina y miricetina. Constituye el
pigmento amarillo en el vino tinto enmascarado por el rojo violaceo
de los antocianos.

v Antocianos: delfinina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina.
Quimicamente son sales derivadas del ion 2-fenilbenzopirilo o
flavilio. Poseen quince atomos de carbono dispuestos en dos
anillos bencénicos y un heterociclo central, oxigenado y piranico.
(Figura 2).
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Figura 2: Esquema general de una antocianidina.

Las antocianinas de las uvas tintas derivan de cinco aglucones cuyas estructuras
se diferencian entre si segun el numero de sustituyentes de grupos hidroxilos y

metilos presentes en el anillo B (Figura 3).

OH OH
@ @
HO o) Q HO 0 O
O X OH O S OMe
Z on Z om
OH OH

Cianidina Peonidina
OH OMe
OH

® ®
HO 0 O HO o O

O X OH O X
Z OH Z OH
OH OH

Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 3: Antocianidinas de la uva.

En las uvas (Vitis vinifera), las antocianidinas se encuentran unidas a uno o mas
azucares en posicion 3, generalmente formando monoglucosidos no acilados.
También pueden encontrarse unidas a través del acido acético, y en menor

medida formando derivados acilados. (Figuras 4 y 5) (Gil, 2010)
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Figura 4: Estructura general de una antocianina

Figura 5: Estructuras de los antocianos acilados (con acido acético o p-cumarico) en el aztcar.

1.3. Transferencia de color al vino.

Los antocianos y demas compuestos fendlicos se extraen y difunden desde las
partes solidas de la uva hacia el mosto tras el estrujado. La primera extraccion
se produce durante la maceracion prefermentativa (desde el estrujado de la uva
hasta el principio de la fermentacion alcohdlica) en ausencia de etanol, y durante
la fermentacién alcohdlica se produce extraccion en presencia de etanol

(maceracion fermentativa).

16



Los antocianos, mas solubles en medio acuoso, se extraen desde la fase
prefermentativa. La maxima extraccién ocurre en pocos dias y después se
observa una tendencia a disminuir debido a fendmenos de oxidacion,
precipitacion y adsorcion (King et al., 1980; Brouillar, 1982; Santos-Buelga, 2001;
Cuiner, 1997).

La solubilizacién de los taninos es mas lenta en medio alcohdlico. Se limita la
extraccion durante la maceracion prefermentativa sin etanol en el medio con
temperaturas moderadas. Durante la fermentacion, aumenta la temperatura y el
contenido en etanol, dando un aumento del poder extractante del liquido con
mayor degradacion celular, y se liberan taninos mas polimerizados, los unidos a
proteinas de membranas vacuolares y a los polisacaridos de la pared celular
(Gonzalez-San José, 2005). Los taninos de la piel se distinguen de los taninos
de semilla en que se comienza su solubilizacion conjuntamente con antocianos
y durante mas tiempo. Los taninos de semilla no se solubilizaran hasta que haya
transcurrido la mitad de la fermentacién, porque el etanol disuelve la cuticula de

la uva (Ribéreau-Gayoén et al. 1999).

Durante la maceracién, el vino tiene un contenido de antocianos variables,
siendo la mayoria antocianos monoglucésidos libres. En el prensado se extraen
mas compuestos fendlicos y aumenta el contenido en antocianos libres y
complejos. Ese contenido en antocianos es afectado por ciertos factores

relacionados con la uva en si misma o por las condiciones de vinificacion.

En relacion con el estado de la uva, dado que la extraccion y difusion de
compuestos fendlicos se produce por la degradacion de la pared celular y la
ruptura de la cuticula, la maduracién de la uva influira en este proceso. En este
sentido, la uva madura tiene una alta concentracion de antocianos, ademas,

facilmente extraibles debido a que la cubierta es mas fina que en la uva verde.

Las concentraciones de antocianos y taninos de la piel aumentan durante la
maduracién hasta alcanzar maximos que, en el caso de los antocianos se

mantienen, mientras que los taninos comienzan a descender. Los taninos de las
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semillas siguen una tendencia inversa, descendiendo ligeramente a lo largo de
esta etapa (Figura 6).

g I S S
= —
= H

[ ~ 1

U e i

Envero Madurez de la pulpa

— Taninos de la piel — Taninos de las semillas — Antocianos

Figura 6: Evolucion de los compuestos fendlicos (Kountoudakis et al., 2009)

Al inicio del encubado, existe un medio acuoso a una temperatura algo baja.
Estas condiciones no facilitan la solubilizacion de los antocianos del hollejo, que
si se producira mas facilmente durante la fermentacion por la producciéon de

alcohol y el aumento de la temperatura.

También, las condiciones de vinificacion son cruciales a la hora de la extraccion
de color. Si se desean vinos jovenes, la maceracion ha de ser corta para que el
vino no sea muy tanico con un color intenso; si por el contrario el objetivo son
vinos para una evolucion prolongada en barrica y en botella, se debe aumentar
el tiempo de maceracion para alcanzar mayor concentracion en antocianos y un

incremento de fenoles totales (Riberéau-Gayon, 1982) (Figura 7).
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Figura 7: Evolucion de la intensidad del color, antocianos y fenoles totales.

1.4. Equilibrio de los antocianos del vino.

El vino es una disolucién hidroalcohdlica donde se encuentran los antocianos en
equilibrio quimico de las distintas formas en funcion del pH y la presencia de
iones bisulfito (Figura 8). Segun esté desplazado este equilibrio hacia unas

formas u otras, apareceran distintas propiedades cromaticas (Heredia et al.,
1998).

19



B Forma A" O Cation R,
flavilio rojo

OH
H50, |
HO
i - Farma ADH o
1 base carbinol
O-Gheeosa H&0, H H,O incalore

» ‘F i

por el 50, Forma AD o
) bBase quincna

violaceo

Figura 8: Estructuras del equilibrio antocianico en funcién del pH y del ion bisulfito

Todas estas reacciones del equilibrio son reversibles. A pH muy acidos tenemos
colores rojos debido al predominio del cation flavilio. El pH del vino se encuentra
entre 3,4 y 4. La mayoria de los antocianos se encuentran en formas incoloras o
débilmente coloreadas. EI aumento del pH hace que los antocianos se
transformen en bases quinonicas de color azulado, variando el color desde malva

a azul, y en amarillo con pH superiores a 7.

El ion bisulfito en el vino se encuentra en su forma de anhidrido sulfuroso libre
(anion sulfuroso) que reacciona con los antocianos formando compuestos
incoloros, por ello cuando se afiade sulfuroso a los vinos tintos, éstos pierden

parte de su color reversiblemente.

La copigmentacion es un equilibrio que implica la asociacién preferencial y no

covalente de las formas coloreadas de los antocianos con grupos normalmente
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incoloros, que se denominan copigmentos, formando apilamientos moleculares
(Figura 9).

Forma hemiacetal (AQH) Forma flavilium (A} Forma quindnica (AO)
- H+/+H20 - H+

T R
-+ [

Il + copigmentacién Il + copigmentacién

Figura 9: Proceso de copigmentacion.

Las reacciones de copigmentacidén pueden ocurrir entre moléculas de antocianos
(autoasociacion) o entre antocianos y otros compuestos (copigmentacion
intermolecular). Como copigmentos pueden actuar sustancias muy distintas:
polisacaridos, polifenoles, alcaloides, aminoacidos, acidos organicos,
nucledtidos, acidos organicos y flavonoides, que deben adoptar configuracion

plana para su asociacion.

La intensidad de color y su variedad de matices en los antocianos a valores de
pH donde son incoloros se explica por el desplazamiento en la longitud de onda
de maxima absorcién hacia valores mayores (efecto batocrémico) y el aumento
de los valores de absorcion (efecto hipercromico) que ocurre como consecuencia
del fendmeno de copigmentacion (Berké., 2007; Goto et al., 1986; Gomez-
Miguez, 2006; Hoshino et al., 1981,1991).

La eficacia y la intensidad de la copigmentacion dependen de distintos factores:
concentraciones de los pigmentos y copigmentos, su estructura quimica, relacion

molar pigmento/copigmento, pH del medio, temperatura...

Con el tiempo, las asociaciones pigmentos-copigmentos dan lugar a otros
nuevos pigmentos mas estables mediante enlaces covalentes. Estos pigmentos
mas complejos se denominan pigmentos antocianicos derivados, que son

moléculas de mayor o menor grado de polimerizacién.
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1.5.

El color y su medida.

1.5.1. El color.

El color es una respuesta mental al estimulo que una radiacion luminosa visible

produce en la retina. Se considera un concepto psicofisico, relacionado al mismo

tiempo con la psicologia del observador, la fisiologia de la vision y la energia

radiante espectral de una fuente luminosa.

El estimulo cromatico esta compuesto por tres sensaciones bien diferenciadas,

qgue dan al color su caracter tridimensional, y son:

El matiz o tono. Tradicionalmente definido como el que nos permite
clasificas los colores como rojizos, amarillentos, etc. Aquél que permite
diferencias un color respecto al gris del mismo brillo, denominado estimulo
acromatico. Esta relacionado con las diferencias de la energia radiante a
diferentes longitudes de onda (A). Es el atributo cualitativo del color.

La claridad es la caracteristica por la que un color puede clasificarse, en
términos generales, como claro u oscuro. Mas exactamente, se puede
definir como el atributo en virtud del cual los colores pueden considerarse
equivalentes a alguno de los miembros de la escala de grises, entre el
negro y el blanco. Es una medida relativa de la luz reflejada o transmitida

frente a la absorbida.

La saturacidon o pureza, que determina para cada matiz su grado de
diferencia frente al gris del mismo brillo, y describe la reflexion o

transmision a una determinada longitud de onda.

Se considera que el matiz es la medida cualitativa de la cromaticidad y la

saturacion la cuantitativa.
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1.5.2. Instrumentacién colorimétrica.

La definicion del color y su medida es un objetivo perseguido hace siglos por

muchos hombres de ciencia. La determinacion de color puede realizarse de dos

modos diferentes:

Evaluacion visual.

Medida instrumental, con aparatos especificos.

En el segundo caso, existen dos grandes grupos de instrumentos (Figura 10)

para medir el color de un objeto: los que miden directamente los valores

triestimulo (colorimetros), y los que miden la magnitud radiométrica o fotométrica

que caracteriza a la fuente o al objeto, a partir de la cual se calculan los valores

triestimulo (espectrofotometro y espectrorradidometro):

Colorimetros: miden el color de fuentes de radiacion, primarias (que
emiten luz primaria) y secundarias (reflejan o transmiten luz externa), y se
obtienen los valores X, Y, Z de forma 6ptica, no matematica. El colorimetro
reproduce la respuesta de soélo un observador patrén y un iluminante
estandar preestablecidos, por lo que los valores obtenidos son distintos

para cada instrumento.

Espectrofotometro: es el instrumento fundamental en la medida del color.
Tiene la capacidad de manejar una radiacion electromagnética (REM),
comunmente denominada luz, separandola para facilitar la identificacion,
calificacién y cuantificacion de su energia. Miden la distribucién espectral
de un objeto, de transmitancia o reflectancia, a partir de la cual se puede
calcular el color bajo distintas condiciones. La medida de la transmitancia
es el cociente entre la respuesta del instrumento en presencia de la
muestra y cuando la muestra no esta en el camino éptico. La reflectancia
es el cociente entre la respuesta del instrumento a la muestra y la

respuesta a un patron conocido (normalmente blanco), multiplicado por la
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reflectancia intrinseca del patrén. Los equipos se componen de tres partes

fundamentales: fuente de luz, monocromador y fotodetector.

o Espectrorradiometros: obtienen la medida radiométrica de la distribucion
espectral de una fuente de radiacion (primaria o secundaria). Con un
fundamento igual que el anterior, calculan matematicamente, los valores
triestimulo. Tiene los mismos componentes que el espectrofotdmetro con
la excepcidn de que la fuente de luz es externa al instrumento, por lo tanto,
variable. La medida puede ser de transmitancia o reflectancia modificando

la posicion relativa de la fuente de iluminacion.

Figura 10: a) Colorimetro; b) Espectrofotémetro; ¢) Espectrorradiémetro.

Técnicas digitales

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas, como el Analisis Digital
de Imagen que, ademas de medir el color, permiten determinar otras
propiedades de la apariencia de los objetos (rugosidad, brillo, tamafo, forma,
etc.). Estas técnicas tienen especial interés en estudios de correlacién con la

apreciacion visual o la discriminacion de objetos.
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2. OBJETIVOS

Este trabajo esta desarrollado dentro de una linea de investigacion basada en el

estudio del aprovechamiento de subproductos de la vinificacidon para estabilizar

el color del vino tinto en climas calidos.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el uso de semillas de uva,

procedentes de la vinificacion de generosos, como fuente de fenoles en la

elaboracién de vinos tintos de variedad Syrah.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Realizar un seguimiento de la evolucién cromatica de vinos tintos de
variedad Syrah mediante las coordenadas colorimétricas del espacio
de color CIELAB.

Estudiar la evolucién de la quimica de los pigmentos antocianicos
responsables del color en los vinos elaborados, asi como de otros

fenoles relacionados con la estabilidad del color.

Evaluar el efecto producido por la adicién de diferentes cantidades de

semillas de uvas muy maduras.

Estudiar el efecto sobre el color de los pigmentos derivados de

antocianos.

Evaluar el efecto que tiene sobre el color la copigmentacién producida

por los fenoles extraidos de las semillas de uva.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Descripcion de los ensayos.

Para desarrollar este estudio se han utilizado uvas de la variedad Syrah,

cultivadas en parcelas ubicadas en Rociana del Condado (Huelva).

Figura 11: Cepa de Syrah durante el muestreo.

Se realiz6 el seguimiento de la maduracion y, cuando se considerd que la uva
habia alcanzado el grado adecuado, se procedioé a su vendimia y se transporto
hasta la Cooperativa “Nuestra Senora de Socorro” (Rociana del Condado,
Huelva) para su procesado en la bodega experimental. Tras el estrujado, la masa
de vendimia se encubo en depdsitos de polietileno de 220 L de capacidad (Figura
12), dejando un espacio suficiente para el aumento del volumen que se produce
durante la fermentacién, por lo que cada depdésito se llend, aproximadamente,

con 150 kg de uva estrujada.

27



Figura 12: Depésitos de fermentacion (220 L) y vinificacion (50 L).

Se plantearon tres ensayos para estudiar el efecto de la adicién de una fuente
natural de copigmentos en el vino. En este caso, se utilizaron semillas de uvas
sobremaduras de la variedad blanca Pedro Ximenez (PX), procedentes de la
elaboracién de vinos generosos. Estas uvas son pasificadas, sometidas a

concentracion de los azucares por exposicion al sol en paseras.

El proceso de pasificacidn se realiza tras la recoleccion de la cosecha, los
racimos de uva se colocan sobre redores o capachos de esparto y se exponen
al sol durante cinco a siete dias. La uva pierde agua lentamente y se concentran

sus compuestos (Figura 13).

Figura 13: Proceso de pasificacion
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Los ensayos llevados a cabo fueron:

e Testigo (T): vino elaborado por vinificacion en tinto tradicional
e Simple (S): id. con adicion de una cantidad fija de semillas (450 g/depésito)

e Doble (D): id. con doble adicién de semillas del ensayo S (900 g/depésito)

Con intencién de obtener una cantidad de vino suficiente para realizar un
triplicado de los ensayos, se prepararon dos depdsitos de vinificacion para cada
ensayo, por lo que se obtuvieron 6 depdsitos en total: 2 depdsitos del ensayo
testigo (sin adicién de semillas), 2 depdsitos del ensayo simple (con 450 g de

semillas) y 2 depositos del ensayo doble (con 900 g de semillas).

Durante seis dias de fermentacion, se realizaron operaciones de bazuqueo y
remontado de los depésitos, tomando muestras para su seguimiento. Al séptimo
dia, se llevd a cabo el descube de los vinos, es decir, se eliminaron las partes
sélidas (hollejos y semillas), para dejar que el liquido continue el proceso de
vinificacion. El contenido liquido unificado de cada par de depédsitos de un mismo
ensayo se repartio en 3 depositos de acero inoxidable de 50 L, constituyendo asi

un triplicado de cada ensayo (Figura 14).

Se continué tomando muestras diarias de los nuevos depdsitos y a su vez se
realizaron las tareas propias de la vinificacion en tinto (sulfitados, control de la

fermentacion malolactica...) hasta el final de la vinificacion.

TESTIGO SEMILLAS TESTIGO SEMILLAS SIMPLE SEMILLAS SIMPLE SEMILLAS DOBLE SEMILLAS DOBLE SEMILLAS

K5S0_A K550 B K551_A K551 B K582_A K552_B

T.50 D.50
K550 B K552 B

Figura 14: Esquema de la distribucién de los depositos de fermentacion y de vinificacion tras los trasiegos.
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Una vez completada la fase de vinificacion en depdsito, se dividio el contenido
en dos lotes para el seguimiento del vino: una parte se embotell6 para estudiar
su evolucién en botella y otra parte se destiné a crianza en depdsito de acero
con chips de roble americano de tostado medio, a una proporcién aproximada
de 3 g/L.

3.2. Determinaciones enolégicas

Para el seguimiento y control de los vinos, se llevaron a cabo los andlisis fisico-

quimicos habituales de interés enoldgico.

3.2.1. Anhidrido sulfuroso total. (CEE, 1990; OIV, 1990)

La determinacion de anhidrido sulfuroso se realizé por volumetria de oxido-
reduccion, con |2 como reactivo en medio acido y en presencia de almidén como

indicador, produciéndose las siguientes reacciones:
SO2 + H20 & SO4 + 2H" + 2e°

l2 +2e” & 2I

SO2+ H20 + I2 & SO4% + 2H* + 2I

Para la determinacion del anhidrido sulfuroso total es necesario hidrolizarlo de
sus uniones mediante la adicion de una base fuerte y después acidular y valorar

directamente con yodo (Amerine y Ough, 1976).

e Procedimiento: se introducen 20 mL de vino y 10 mL de hidroxido de
potasio 1 M en un matraz Erlenmeyer; se agita y se deja en reposo
durante 15 minutos. Luego, se ainaden 5 mL de una disolucion de acido
sulfurico 1:3 y 1 mL de disolucion de almidon al 2%, y se valora
rapidamente con una disolucion de yodo 0,02 N hasta la aparicién de

coloracion azul persistente (>15 s).
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e Calculo: expresado en mg/L segun la siguiente expresion:
SO2 TOTAL =[Vx N x Pm x 1000]/ V=V x 32 mg/L
V = Volumen (mL) de yodo 0.02 N que se consumio en la valoracién.
N = Normalidad del yodo que se usé en la valoracion (0.02 N).
Pm = Peso molecular del anhidrido sulfuroso (Pm = 32).

V= Volumen (mL) de muestra analizada (20 mL).

3.2.2. pH (CEE, 1990; OIV, 1990)

La determinacion del pH en el vino es una medida complementaria de la acidez
total. Su fundamento se basa en la medida de la diferencia de potencial entre
dos electrodos sumergidos en la muestra de vino. Uno de estos electrodos tiene
un potencial definido en funcién de la actividad del ion hidrégeno de la muestra;

el otro electrodo tiene un potencial fijo y conocido.

e Procedimiento: se utiliza un pH-metro, calibrado con disoluciones tampdn
de pH=4 y pH=7, sumergiendo el electrodo en el vino, a una temperatura
de 20 °C, durante 15 segundos.

e Calculo: Lectura directa.

3.2.3. Acidez Total (CEE, 1990; OlV, 1990).

La acidez total del vino se determind mediante volumetria acido-base con
deteccion potenciométrica. Segun las recomendaciones de la OIV (Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino), la acidez total se define como la suma de los
acidos valorables hasta pH=7, por adicion de hidréxido sddico y se expresa el

resultado en g/L de acido tartarico, al ser éste el mayoritario en vinos.

e Procedimiento: en un matraz Erlenmeyer se colocan 10 mL de vino y se
valoran con NaOH 0.1 N hasta pH 7.0, anotando el volumen gastado.
e Calculo: se expresa en g/L de acido tartarico, segun la siguiente ecuacion:
Acidez Total = (V x N x Pm) /(2 x V") g/L acido tartarico
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V = Volumen (mL.) de NaOH consumidos en la valoracion.
N = Normalidad del hidréxido sodico.
Pm = Peso molecular del acido tartarico (150.09).

V" = Volumen (mL) de muestra analizada (10 mL)

3.2.4. Acidez Volatil (Método Garcia Tena, Garcia, J. 2005)

Es el conjunto de acidos grasos de la serie acética que se hallan en el vino, libres
o combinados formando sales. El mas importante es el acido acético. Se utilizé
el método Garcia Tena (Garcia Tena, 1969), basado en una destilacidén
fraccionada del vino, una vez eliminado el diéxido de carbono y una posterior

valoracion acido-base de la segunda fraccion del destilado.

e Procedimiento: se destilan 11 mL de vino, se desechan los primeros 5.1
mL del destilado y se recogen los siguientes 3.2 mL, que se valoran con
NaOH 0.02 M hasta obtener el viraje de color a rosado de la fenolftaleina.

e Calculos: Acidez Volatil (expresada en g/L ac. acético) = 0.366 x V
V = mL de hidroxido sodico 0.02 M consumidos en la valoracion.

0.336 = factor del calculo estequiométrico del hidroxido sodico

3.3. Determinacion del color por espectrofotometria

Las muestras recogidas durante todas las etapas de la elaboracion del vino se
sometieron a un seguimiento de analitico en relacidn con el color. Las técnicas y

procedimientos correspondientes se recogen en este apartado.

Para el analisis del color del vino, las muestras de vino se pasaron a través de
filtros Millipore AP20, de 45 p de tamafo de poro, y se realizd la medida en
cubeta de vidrio de 2 mm de paso de luz, por espectrofotometria de transmision,
en un espectrofotdmetro de diodos UV-Visible Agilent 8453 (Agilent
Technologies Inc.) (Figura 15).
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Figura 15: Media por transmision y preparacion de la muestra

De este modo se registraron los espectros de transmitancia de las muestras en
el intervalo visible (380-780 nm), y se integraron utilizando el programa de calculo
CromaLab® (Heredia, Alvarez, Gonzalez-Miret & Ramirez, 2004), que tiene en
cuenta las recomendaciones de la Commission Internationale de |’ Eclairage
(CIE, 2004). Las coordenadas de color del espacio uniforme CIE 1976-(L* a* b*)
(CIELAB) se obtienen considerando como referencia el observador estandar de

10° y el iluminante estandar DG5.

3.4. Determinacién espectrofotométrica del porcentaje de

antocianos copigmentados y pigmentos poliméricos
(Boulton, 1996).
El método Boulton (1996) propone medidas espectrofotométricas para
determinar los antocianos copigmentados, los antocianos libres y los pigmentos

poliméricos de un vino tinto. Para ello, es necesario ajustar inicialmente las

muestras de vino a un pH de 3.6.

El color total del vino (A2°¢t) se calcula como la absorbancia a 520 nm después

de eliminar el efecto del sulfuroso mediante la adicién de 20 uL de acetaldehido
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al 10% a la muestra de vino, esperando 45 minutos para que se complete la

reaccion antes de realizar la medida.

El color debido a los pigmentos poliméricos (AS®2) es la absorbancia a 520 nm

después de la adicidon de una disolucion de SO2 a la muestra de vino.

Una parte de los antocianos del vino se encuentran copigmentados. El color del
vino sin la contribucion de los antocianos copigmentados (A?°) es la absorbancia
a 520 nm de la muestra de vino diluida 20 veces con una disolucion tampdn
(200 pl de vino diluido con 3800 pl de vino sintético). La hidratacion producida
por esta dilucion conduce a la disociacidon de los complejos de copigmentacion
existentes, mientras permanece la contribucion de los antocianos libres y de los

pigmentos poliméricos.
Con estas medidas se obtiene:
e Porcentaje de color debido a antocianos copigmentados:
[(Agcet- A20) [ Azcet] x 100
¢ Porcentaje de color debido a pigmentos poliméricos:

(ASO, / A2cet) x 100.

3.5. Determinacion del contenido de fenoles totales mediante el

método de Folin-Ciocalteu.

Los compuestos fendlicos del vino se oxidan por el reactivo Folin-Ciocalteu,
formado por una mezcla de acidos fosfotungstico (HsPW12040) y fosfomolibdico
(HsPMo12040). El reactivo se reduce y da una mezcla de 6xidos de tungsteno
(WsO23) y molibdeno (MosO23) de color azul, que presenta un espectro de
absorcion con Amax @ 765 nm, que es proporcional al contenido total de

compuestos fendlicos.
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Procedimiento: A partir de una disolucion madre de 5 g/L se preparan
disoluciones de 0 (blanco de reactivo), 50, 100, 150, 250 y 500 mg/L de
acido galico.

0,25 mL de cada disolucion se hace reaccionar con el reactivo de Folin-
Ciocalteu y una disolucion de carbonato sodico al 20% y se determina la
absorbancia de cada disolucion frente al blanco (agua destilada), a
765 nm y en cubetas de vidrio de 10 mm, tras 2 horas de reposo. Asi se

obtiene la recta de calibrado.

El analisis de la muestra de vino (25 uL) se realiza de manera analoga a

los patrones.

Calculos: A partir de la recta de calibrado obtenida con las disoluciones
del patron de &acido galico se calcula el contenido total de fenoles

presentes en la muestra.

3.6. Determinacion de flavanoles en muestra de vino mediante el

método del p-dimetilaminocinamaldehido (DMACA).

El método se basa en la medida espectrofotométrica de la absorbancia a 640 nm,

para determinar la cantidad de flavanoles del vino, utilizando una recta de

calibrado realizada con disoluciones patron de catequina.

Procedimiento: Patrén de catequina. A partir de una disolucién madre de
de 250 mg/L. se preparan disoluciones de 0 (blanco de reactivo), 4, 8, 12,

16, 20 y 24 mg/L de catequina.

200 pL de cada disolucién se hacen reaccionar con el reactivo DMACA y
HCI/MeOH al 10% y, tras 10 minutos de reposo, se mide la absorbancia a
640 nm de cada una de las disoluciones, en una cubeta de vidrio de 10
mm, tomando como referencia HCI/MeOH al 10%, y se obtiene la recta de

calibrado.
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El analisis de las muestras de vino (10 uL) se realiza de manera analoga

a los patrones.

e Calculos: A partir de la recta de calibrado obtenida con las disoluciones
del patron de catequina se calcula el contenido total de flavanoles

presentes en la muestra.

3.7. Determinacion de antocianos en vino por Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC).

Para la separacion, identificacion y cuantificaciéon de las antocianinas se utilizo
un cromatografo liquido Agilent Technologies 1110 Series, equipado con bomba
cuaternaria, desgasificador de vacio, compartimento termostatizado para la
columna, inyector automatico, detector de diodos y software ChemStation. Como
fase estacionaria se utilizé una columna de fase reversa Zorbax SB-C18, de 250
X 4.6 mm de diametro interno y 5 ym de tamano de particula. Las fases moviles,

los gradientes y las condiciones experimentales se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de la fase movil para la determinacion de antocianos por HPLC.

Condiciones
Fase movil A: Agua-acetonitrilo-acido formico (87:3:10)
Fase mévil B: Agua-acetonitrilo-acido formico (40:50:10)
Temperatura 38°C
Flujo 0.8 mL/min
Gradiente Fase A Fase B
0-10 min 94% 6%
10-15 min 70% 30%
15-25 min 60% 40%
25-35 min 55% 45%
35-40 min 50% 50%
40-42 min 40% 60%
42-43 min 94% 6%
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Procedimiento: A partir de una disolucibn madre de Malvidin-3-
monoglucoido (30 mg/L) se preparan otras de 0.9, 1.5, 3,6, 8.4y 12 mg/L
y se obtiene la recta de calibrado (area del pico frente a concentracion).

El analisis cromatografico de las muestras se realiz6 por inyeccion directa,
previa filtracion de la muestra por filtros de nylon de 0.45 uym. En las

muestras iniciales fue necesario una centrifugacion previa.

Calculos: La identificacidon se realizd6 basandose en los tiempos de
retencidn y los espectros UV-Vis, por comparacion con la bibliografia
existente (Hebrero et al., 1988; Revilla y Ryan, 2000; Vivar-Quintana et
al., 2002). La cuantificacion de los antocianos se realizé6 mediante la recta

patron, expresandose como malvidina-3-monoglucosido (mg/L).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Parametros enoldégicos

Los parametros enoldgicos (acidez total, pH, SOz2...) se analizaron con fines

de control y seguimiento de la vinificacion. Los resultados de estos

parametros (Tabla 3) se mantuvieron en todo momento dentro de valores que

se consideran adecuados (Riberéau-Gayon, 1999).

Tabla 3: Parametros enologicos.

, Intervalo de valores
Parametro

Intervalo de valores

medios habituales en tintos
Acidez Total (g/L) 42-55 5-16
pH 3-3,98 3,3-34
SO0T (mglL) 120 - 160 <140
Acidez Volatil (g/L) 04-07 <12

4.2. Compuestos fendlicos.

4.2.1. Fenoles totales

La Tabla 4 recoge resultados correspondientes al contenido en Fenoles Totales

(FT), expresados en ac. galico (mg/L), para cada uno de los ensayos ([T]:

Testigo, [S]: Simple, [D]: Doble).

Como se puede observar, la concentraciéon de fenoles totales sigue una

tendencia general ascendente en los tres ensayos. Sin embargo, los valores de

desviacidon estandar ponen de manifiesto una elevada disparidad debido a los

diferentes grados de extraccion y combinacién de estos compuestos a lo largo

de la vinificacién, incluso en los correspondientes replicados de cada tipo de vino.
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Tabla 4: Contenido en Fenoles Totales (media + SD) para cada ensayo en las diferentes etapas de la vinificacion.

Fenoles Totales (mg/L)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 EN 1955,55 + 374,61 2179,75 + 558,13 2376,16 + 608,81
20/08/2015 FA 1876,49 + 649,96 1889,49 + 120,18 2016,49 + 318,30
21/08/2015 FA 2156,02 + 461,96 1953,27 + 145,57 1801,51 + 147,41
22/08/2015 FA 2672,79 £ 1132,54 3567,14 + 1461,14 2877,69 £ 959,80
23/08/2015 FA 2320,01 + 811,41 2199,94 + 520,74 2391,02 £ 75,40
24/08/2015 FA 2910,87 £ 327,23 2640,66 + 351,90 2776,23 £ 148,55
25/08/2015 DE 2982,89 + 148,46 2847,00 + 157,32 2850,92 + 63,20
01/09/2015 PRML 2828,30 + 77,59 2892,33 + 215,68 2609,95 + 93,86
07/09/2015 PRML 2533,31 £ 70,46 2769,67 + 203,54 2582,43 + 108,58
14/09/2015 FML 2566,29 + 251,54 2716,10 + 188,99 2538,46 + 215,06
21/09/2015 FML 2569,35 + 141,70 2374,11 £ 54,96 2465,02 £ 270,10
01/10/2015 EST 2781,18 £ 145,39 2848,88 £ 310,67 2875,23 + 444,85
06/10/2105 EST 3155,91 + 345,78 3372,15 + 855,57 2795,16 + 36,30
13/10/2015 EST 2988,35 + 45,01 3073,89 £ 23,12 2903,22 + 210,90
15/10/2015 EST 2927,60 + 207,09 324765 + 399,74 3053,62 * 236,96
19/10/2015 EST 3009,71 + 269,43 3153,41 £ 193,25 3042,14 + 365,32
23/10/2015 EST 3255,02 + 284,06 3132,52 £ 172,59 2999,71 £ 108,37
29/10/2015 EST 2800,93 + 289,35 2989,22 + 438,05 2951,36 + 213,10
11/11/2015 EST 2893,90 + 84,39 2992,92 + 42,76 2840,36 + 237,16
18/11/2015 EST 2899,89 + 123,01 2915,19 + 89,85 2991,78 + 100,80
02/12/2015 EST 3169,92 + 225,34 3311,24 £ 183,53 3001,07 £ 247,07
15/12/2015 EST 2991,50 £ 315,16 3098,33 + 160,95 2967,31 + 269,04
07/01/2016 EST 3217,65 + 376,43 3129,86 + 337,24 3178,93 £ 239,58
19/01/2016 EST 2810,05 + 618,45 3596,21 + 286,88 3107,96 + 347,59
04/02/2016 EST 2587,68 + 382,19 293540 + 119,31 2902,79 + 86,67

EN: encubado; FA: fermentaciéon alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolatica; FML: fermentacion

malolactica; EST: estabilizacion

En la Figura 16 se muestra la evolucion de este parametro a lo largo de las
etapas de la vinificacion. Inicialmente, se da una importante extraccion desde las
partes sélidas al mosto/vino durante la etapa de fermentacion alcohdlica,

provocando un ascenso légico hasta valores de aproximadamente 2900 mg/L.
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Posteriormente, estos valores se mantienen mas o menos dentro de un intervalo

de tendencia estable, aunque con continuas oscilaciones.
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Figura 16: Evolucion del contenido en Fenoles Totales

4.2.2. Identificacion y cuantificacion de Antocianos

La Tabla 5 muestra las concentraciones de los compuestos antocianicos totales
de las muestras de vino Syrah en las diferentes etapas de la vinificacion, y para

cada uno de los ensayos.

Tras un fuerte ascenso inicial debido a la extraccién de los antocianos de los
hollejos hacia el mosto, que se incrementa con la apariciéon del etanol en la
fermentacion, se aprecia un posterior descenso durante la vinificacién. Este
descenso puede ser esperable en relacion a la informacion encontrada en la
bibliografia, con estudios en los que se encontraron descensos de los antocianos

libres en el vino durante los primeros meses (Vasserot et al., 1997).
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Tabla 5: Valores de Antocianos Totales (media + SD) para los del vino Syrah.

Antocianos Totales (mg/L)

Fecha Etapa [T [S] [D]
20/08/2015 FA 166,07 £ 42,95 181,05 £+ 16,38 174,05 £ 46,67
21/08/2015 FA 220,26 + 47,36 202,76 £ 12,22 198,52 + 13,34
22/08/2015 FA 270,92 + 31,20 280,29 + 47,76 270,66 + 34,76
23/08/2015 FA 200,77 £ 5,71 224,29 + 1,98 219,64 + 18,41
24/08/2015 FA 312,19 £ 12,59 278,98 + 36,75 289,30 + 31,62
25/08/2015 DE 218,03 £ 9,36 242,85 + 15,86 234,45 £ 11,77
01/09/2015 PRML 213,56 + 16,09 203,29 + 10,26 213,41 £4,40
07/09/2015 PRML 184,09 + 28,48 189,69 £ 6,93 184,42 + 6,89
14/09/2015 FML 145,69 + 18,65 161,55 £ 10,27 170,83 + 18,18
21/09/2015 FML 168,10 + 9,87 133,46 + 6,06 145,46 + 12,95
01/10/2015 EST 209,56 + 5,86 227,34 £ 3,53 212,18 £ 10,50
06/10/2105 EST 216,20 £ 15,41 228,78 £ 8,39 205,75 £ 19,74
13/10/2015 EST 216,59 + 8,41 231,29 £ 2,91 218,81 £ 22,89
15/10/2015 EST 206,26 + 6,59 223,06 £ 7,60 210,11 £ 16,94
19/10/2015 EST 206,26 + 6,59 223,06 £ 7,60 210,11 £ 16,94
23/10/2015 EST 229,37 £7,19 247,46 £ 7,89 234,48 + 17,73
11/11/2015 EST 247,95 6,74 242,00 £ 14,27 241,49 £ 19,69
02/12/2015 EST 198,50 £ 12,35 208,95 £ 17,59 190,16 * 35,35
15/12/2015 EST 220,87 + 38,75 231,78 £ 25,34 217,17 £ 32,89
07/01/2016 EST 162,23 £ 21,00 195,37 + 20,02 149,08 + 40,02
19/01/2016 EST 147,01 £44,13 180,40 £ 5,67 129,65 £ 42,53
04/02/2016 EST 175,23 + 24,49 192,55 £ 5,94 175,87 £ 21,77

EN: encubado; FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacion malolatica;, FML: fermentacion

En la Figura 17, que representa la evolucion de los antocianos totales, se puede
observar un aumento debido a la extractabilidad en el proceso de fermentacion.
Este hecho es notable dado que la cara interna de la piel de la uva esta recubierta

por una capa de células que sera mas fina y facilitara la solubilidad de los

malolactica; EST: estabilizacion

antocianos en funcidn de la madurez de la uva (Zamora, 2003).
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En general, la concentracién final de antocianos totales se muestra mas alta en
el ensayo de adiciéon simple de semillas (175.8 mg/L) que en los casos sin adicidon

(testigo) o con adicién doble de semillas.
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Figura 17: Evolucion del contenido en Antocianos Totales.

En la Tabla 6 se recoge la concentracion de los mondmeros antocianicos

individuales no acilados, para cada ensayo y a lo largo de la vinificacion.

La fraccion mas abundante de los monoglucésidos no acilados es la Malvidina-
3-glucésido, siendo en algunos casos valores cercanos a 137 mg/L. En el caso
de Cianidina-3-glucdsido, solo se encuentran cantidades detectables de este
compuesto en la muestra correspondiente al primer dia de fermentacion
([T]=10,1+£1,14, [S]=9,7+1,41, [D]=8,2+2,87), siendo no detectable a partir de
entonces. Es conocido que los antocianos son degradados por reacciones de
oxidacion durante el proceso de vinificacibn, de modo que las formas
dihidroxiladas de las antocianinas (delfinidina, cianidina y petunidina) son mas
oxidables, y por tanto su concentracion disminuye mas rapidamente que la de
malvidina y peonidina (Yokotsuka et al., 1997). También es sabido que las

diferencias que se observan en la concentracion y las proporciones relativas de
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antocianos, y por consiguiente los perfiles antocianicos, se puede ver afectado

por el origen geografico (Puertolas et al., 2011).

Tabla 6: Valores de compuestos monoglucésidos no acilados (media + SD) de vino Syrah.

Monoglucésidos no acilados (mg/L)

Fecha Etapa [Df-3gl] [Pt-3gl]
20/08/2015 FA 70041 64135 49:19  19£035 = 23%012 18054
24/08/2015 FA 82+345 65+192 58160 143+28  126+348 119+288
25/08/2015 DE 62+026 54+040 442015 11,0£020 11,0094 960,50
01/09/2015 PRML  63+052 46+017 412018 11,1094 93+047  90£042

07/09/2015 PRML = 574097 | 45+022 @ 37+010 98+154 = 900,31 7,9+0,19

14/09/2015 FML  42£065 39+023 35+038 75+101 76039 75073
21/09/2015 FML  32£016 30£030 27£002 58+039 59+058 & 59+043
01/10/2015 EST  44£113 43%022 37+024 83069 86023 76025
02/12/2015 EST  53£124  51£022 41£043 87104 87053 77098
04/02/2016 EST  42:016 43+030 33+078 70063 7708 62136
Fecha Etapa [Pe-3gl] [Mv-3gl]
20/08/2015 FA 124+579  152+074 145+325 759%1552 77,5691 7661 16,64
24/08/2015 FA 1354082 | 124153 121£088 13692029 11771353 12151275
25/08/2015 DE 102+1,12 | 10,7+090 105+049 924+320 1018+644 97,6+4,70

01/09/2015 PRML  102+1,14  86+030 96+050 903+7,36 852+298 893+0,63

07/09/2015 PRML = 80+131 | 81+023 76+030 759+11,00 789+184 758%3,12

14/09/2015 FML 61+065 64+036 69+058 600+601 666362 69,7601

21/09/2015 FML 53£028 54+031 58+052  526+491 560%233 599%525
01/10/2015 EST 71£068 81£016 75+024 883+18 946+215 87,8435
02/12/2015 EST 85+053 87+122 89076 | 842+520 87,1733 769+1586
04/02/2016 EST 70£082 84+044 72£060 685:£973 759+108 6911222

EN: encubado; FA: fermentacién alcohélica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolatica; FML: fermentacion
malolactica; EST: estabilizacion
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Figura 18: Evolucion del contenido en Delfinidina 3
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Figura 19: Evolucion del contenido en Petunidina 3
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Figura 21: Evolucién del contenido en Malvidina 3-glucésido.

En las Tablas 7 y 8 se muestran los datos correspondientes a los mondémeros

antocianicos individuales en sus formas acetiladas y cumariladas.
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Tabla 7: Valores de compuestos Monoglucésidos acetilados (media + SD) de vino Syrah

Monoglucésidos acetilados (mg/L)

Fecha Etapa [Pt-3-ac] [Pe-3-ac] [Mv-3-ac]
20/08/2015 FA 316071  296+014 278+070 614+247 = 7,21£031 7,01+147 35881274 4026+3,54  41,14+963
24/08/2015 FA 669+057  614+065 654+125 995+121 1023+1,36 1115079 67,92+11,22 | 64,68+7,12 69,81 £6,67
25/08/2015 DE 480056  552+031 | 492+027  1034+106 11,36+064 1149+036 48,66+031 | 5616+349 | 5727307
01/09/2015 PRML  4,93£037 457£045 501019 1079£048 1060066 10,97 +093 4776+3,88 4909+223 | 52,81+042
07/09/2015 | PRML | 503+102  461£032  456+019 863+107 = 969+033 921+050 41,74+559 4572+129  46,14+1,98
14/09/2015 FML  431£059 470+038 473+066 7,12+143 813+065 867+077 3284+383  3852+230 @ 42,11+4,49
21/09/2015 FML  425+029 351028 396+009 7,12+042 660+036  7,82+122 2805+380 | 30,94+163  34,76+357
01/10/2015 EST  559+038 552+010  561+008 885+074 983+0,15 941+051 4886+389 53,03+1,06 51,24+289
02/12/2015 EST  406+013 434+065  4,18+083 688+103 721£109  766+097 4812580 4976+381 4659864
04/02/2016 EST  455:050 556+026 4,84+036 807028 7,80+065 815039 4140+587 4444+133 4226+599

EN: encubado; FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacion malolatica;, FML: fermentacion
malolactica; EST: estabilizacion

En los monoglucésidos acetilados se da la misma circunstancia que en los no

acilados: mayores valores de Malvidin 3-acetilglucésido, con minimas diferencias

en los tres ensayos. Los perfiles de Petunidin 3-acetilglucésido y Peonidin 3-

acetilglucosido son muy similares.

Petunidin 3 acetilglucédsido (mg/L)
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Figura 22: Evolucion del contenido en Petunidin 3-acetilglucésido.
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Figura 23: Evolucion del contenido en Peonidin 3-acetilglucésido.
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Figura 24: Evolucion del contenido en Malvidin 3-acetilglucésido.
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Tabla 8: Valores de compuestos monoglucosidos p-cumarilados (media + SD) de vino Syrah

Monoglucosidos p-cumarilados (mg/L)

Fecha Etapa [Pt-3-cum] [Pe-3-cum] [Mv-3-cum]
20/08/2015 FA 1954030 | 231+003 193+073 199+064 287+005 247+113 980299 1476174  1323+7,03
24/08/2015 FA 862+044  703+103 800£094 644+057 769+1,13 754+074 3584+470 3080+£436 3141+187
25/08/2015 DE 537+0,18  596+045 540+038 603+032 7,06+055 674036 21,12+1,14 25394207 24,56+ 141
01/09/2015 PRML  571+058 519+053 509+038 556+028 542+062 558+056 1898+089 19,12+250 19,83 +1,63
07/09/2015 PRML @ 500£074 @ 475:065 4,68+030 518£099 515+048 518+024 17,03+3,15 17,62+164  18,06+1,33
14/09/2015 FML 423095 @ 414+040 442+058 443+078 472+037 498+066 1348+227 1514+1,37 16,54+283
21/09/2015 FML 356024 | 352+029 379+026 4,16+004 433038 471035 1279040 13,65+086 1509133
01/10/2015 EST  585£035 647+029 58)+045 597+061 686+003 637+041 2362+187 2740£0,82 24,36 +2,01
02/12/2015 EST  543:049 @ 578£028 532073 3882008 555£036 539£042 2218+309 2538226 @ 22,25+496
04/02/2016 EST 624+104 704+029 679+032 596029 573+032 566061 2064498 2298+141 20,37+1,18

EN: encubado; FA: fermentacién alcohélica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolatica;, FML: fermentacion
malolactica; EST: estabilizaciéon

De la misma manera, se observa en los mondmeros cumarilados un aumento en

Malvidin 3-cumarilglucésido por encima de Petunidin 3-cumarilglucésido y

Peonidin 3-cumarilglucésido.
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Figura 25: Evolucion del contenido en Petunidin 3-cumarilglucésido.
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Figura 26: Evolucion del contenido en Peonidin 3-cumarilglucésido.
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Figura 27: Evolucion del contenido en Malvidin 3-cumarilglucésido.
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4.2.3. Flavanoles

Dentro de los fenoles del vino, los flavanoles pertenecen al grupo de derivados
flavonoideos, con una estructura formada por dos anillos bencénicos unidos por
un heterociclo oxigenado saturado. Pueden encontrarse los isémeros (+) y (-) de
catequina y epicatequina. Participan en la estabilizacion del color por
polimerizacion con los antocianos, dando lugar a estructuras mas resistentes a
la degradacion y menos sensibles a la decoloracion (Rivas-Gonzalo et al., 1995),

por lo que su formacién es de gran interés.

Tabla 9: Valores de Flavanoles Totales (media + SD) para cada ensayo en las diferentes etapas de la vinificacion.
Flavanoles Totales (mg/L)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 EN 93,10 + 25,37 109,82 + 4,29 87,67 + 35,79
20/08/2015 FA 135,55 + 7,23 156,58 + 4,44 119,72 £+ 31,81
21/08/2015 FA 229,16 + 57,81 159,51 + 8,38 181,77 £ 45,15
22/08/2015 FA 328,51 + 79,41 297,11 £ 33,15 288,81 +£21,72
23/08/2015 FA 349,78 + 68,59 285,90 + 28,12 269,03 + 25,11
24/08/2015 FA 331,02 + 38,11 334,51 £4,85 301,42 + 24,54
25/08/2015 DE 335,34 + 56,60 347,39 + 29,88 335,85 + 14,23
01/09/2015 PRML 357,67 + 14,88 364,73 + 32,93 347,39 + 33,69
07/09/2015 PRML 302,99 + 28,18 305,56 + 51,83 317,80 £ 71,03
14/09/2015 FML 309,00 + 38,20 294,40 44,97 280,64 + 28,55
21/09/2015 FML 277,18 £ 51,94 266,67 + 2,94 279,71 £ 31,48
01/10/2015 EST 316,69 + 20,46 366,61 + 24,21 382,76 + 15,17
06/10/2105 EST 389,59 + 64,34 385,57 + 37,51 358,63 + 16,42
13/10/2015 EST 42511 £ 79,11 497,38 + 28,93 455,69 + 52,06
15/10/2015 EST 398,27 + 38,82 405,66 + 28,95 396,64 + 17,77
19/10/2015 EST 365,40 + 46,87 406,62 + 28,74 371,23 + 39,51
23/10/2015 EST 373,91 £ 43,01 384,81 £ 23,73 357,41 £ 25,62
29/10/2015 EST 362,66 + 50,79 412,08 + 33,69 403,48 £ 23,12
11/11/2015 EST 322,42 +22,89 414,05 £ 57,16 330,62 + 19,19
18/11/2015 EST 451,47 + 27,91 469,91 + 35,88 434,82 + 2242
02/12/2015 EST 391,18 + 38,93 434,64 + 38,45 356,12 + 40,14
15/12/2015 EST 468,01 + 56,46 474,46 £ 2597 455,84 + 40,03
07/01/2016 EST 466,71 £ 72,63 533,81 + 32,92 442,91 £ 59,22
19/01/2016 EST 438,03+100,03 498,38 + 44,05 459,05 + 54,48
04/02/2016 EST 467,62 + 57,62 526,64 + 42,32 479,39 + 20,04

EN: encubado, FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolactica; FML: fermentacion

malolactica; EST: estabilizacion
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En la Tabla 9 se muestran los resultados correspondientes al contenido en
Flavanoles Totales (FlaT), expresados en catequina (mg/L), para cada uno de
los ensayos ([T]: Testigo, [S]: Simple, [D]: Doble). Y en la Figura 28 se observa
el perfil de evolucion durante todo el proceso de vinificacion, con una tendencia
ascendente. En general, los correspondientes valores para el ensayo de adicién
simple de semillas [S] se encuentran ligeramente por encima en practicamente

todo el proceso de vinificacion.
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Figura 28: Evolucién del contenido en Flavanoles Totales para cada ensayo a lo largo de la vinificacion.

4.2.4. Copigmentacion

Tal como se ha indicado en el apartado 1.5.1 de esta memoria, el color del vino
tinto depende del contenido en pigmentos, los antocianos, y de su relacién con
los copigmentos, ya que se producen procesos de copigmentacién que van a

determinar tanto el color como su estabilidad.
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Tabla 10: Valores de Antocianos Copigmentados (media + SD) de vino Syrah.

Antocianos Copigmentados (%)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 FA 80,37 £ 0,18 80,43 £ 4,65 74,43 +0,48
20/08/2015 FA 46,70 + 3,57 53,75 + 4,96 54,19 + 2,55
21/08/2015 FA 2562 +7,22 31,00 £ 1,63 26,11+0,72
22/08/2015 FA 37,18 + 6,69 42,77 £ 1,04 43,17 £ 0,09
23/08/2015 FA 38,13 +4,98 49,98 + 12,86 40,77 £ 4,91
24/08/2015 FA 42,31+£2,72 34,55 + 10,85 37,75+0,12
25/08/2015 DE 22,84 +1,11 21,79+ 3,37 24,03+0,85
01/09/2015 PRML 28,12+ 7,81 34,05 + 5,05 26,81 £ 8,20
07/09/2015 PRML 14,13+ 3,89 16,24 + 2,02 11,25 +2,53
14/09/2015 FML 28,49+ 3,77 29,83+ 0,95 31,71+ 1,91
21/09/2015 FML 17,26 + 1,87 22,85+2,23 17,44 7,24
01/10/2015 EST 28,21+ 4,09 28,57 £ 1,38 2525+2,32
06/10/2105 EST 32,92+7,94 3539 £ 4,67 30,37 £ 5,53
13/10/2015 EST 34,26 + 11,85 41,55 + 4,80 37,08+ 2,10
15/10/2015 EST 28,79+ 1,13 30,63+ 1,49 25,94 + 2,27
19/10/2015 EST 8,86 + 0,76 11,90 £ 0,45 8,74+ 3,77
23/10/2015 EST 21,14 £573 2743+1,88 26,62+ 1,83
11/111/2015 EST 32,66 + 2,45 35,75+ 1,62 32,55+ 3,20
02/12/2015 EST 28,88 + 3,11 30,51+ 1,91 2740+234
15/12/2015 EST 8,72+ 13,33 9,31+12,45 12,73+ 4,78
07/01/2016 EST 21,66 + 2,26 20,79+0,73 2365+7,19
19/01/2016 EST 26,34 + 6,25 29,43+2,93 27,72 +5,12
04/02/2016 EST 16,27 + 1,94 22,39+ 1,57 18,33 £ 6,37

EN: encubado; FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacion malolatica;, FML: fermentacion
malolactica; EST: estabilizacion

La Tabla 10 muestra los valores de Antocianos Copigmentados (%) en el vino
Syrah, por cada ensayo y a lo largo de las etapas de vinificacién. En estudios
realizados en uvas (Hermosin et al., 2003), se ha observado que a medida que
aumenta la concentracion de compuestos polifendlicos durante la maduracion se
da un aumento del porcentaje de antocianos copigmentados. Esto puede
justificar que el valor mas alto sefialado aparezca en el primer dia de
fermentacion. El estudio antes citado indica también que la presencia de etanol

en los vinos puede contribuir a la disociacion de los complejos formados por
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copigmentacion, disminuyendo el porcentaje de copigmentacion, y dando lugar

de nuevo a antocianos libres.

El porcentaje de antocianos copigmentados que se representa en la Figura 29,
muestra una pequena diferencia entre los ensayos. Frente a lo que cabria
esperar, los valores fueron mas altos en el ensayo de adicion simple de semillas
[S], que en el de adicion doble [D]. Esto podria explicarse considerando que la
copigmentacién alcanza unos valores maximos (que podrian haberse alcanzado
en el ensayo de adicion simple de semillas) y que, superados estos valores,
ocurren procesos de condensacion y polimerizacion en el vino que retiran
antocianos copigmentados y quedan mas antocianos libres (Rivas-Gonzalo et
al., 2003).
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Figura 29: Evolucién del porcentaje de Antocianos Copigmentados.

Los pigmentos poliméricos son macromoléculas que resultan de la interaccion
entre las antocianinas y otros compuestos, especialmente flavan-3-oles como
catequinas y procianidinas (taninos condensados). Segun muestran algunos
autores, las reacciones de copigmentacion de antocianos son el primer paso

hacia la formacion de los pigmentos poliméricos estables (Liao et al., 1992).
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En la Tabla 11 se dan los valores de Pigmentos Poliméricos (%) por ensayo, a
lo largo de la vinificacion. En la evolucion de estos valores, de forma grafica en
Figura 30, se observa que el valor mas alto se da en el ensayo testigo (vino
elaborado sin adicion de semillas), en la etapa de fermentacion malolactica. En
general, los valores son bastante similares en los tres ensayos hasta que, a partir
de la fermentaciéon malolactica, y durante toda la fase de estabilizacién, se
produce una diferenciacién entre ellos, manteniéndose siempre por debajo el
ensayo de adicion simple [S]. Esto puede deberse a que en el ensayo [S]

predomine el fendmeno de copigmentacion sobre el de polimerizacion.

Tabla 11: Valores de Pigmentos Poliméricos (media + SD) de vino Syrah.

Pigmentos Poliméricos (%)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 FA 8,64 £ 0,57 11,00 £ 0,96 12,00 £ 0,01
20/08/2015 FA 13,81 0,10 10,83 £ 0,67 12,78 £2,97
21/08/2015 FA 31,86 £ 0,80 30,40 £ 0,05 32,33+ 3,03
22/08/2015 FA 30,19 £ 0,36 29,03 £ 0,69 29,12 £1,36
23/08/2015 FA 33,02 £ 0,27 30,57 £1,60 37,53+0,20
24/08/2015 FA 26,54 £ 0,29 31,83 +£0,02 33,36 £ 1,69
25/08/2015 DE 32,25+ 0,59 31,55+ 0,97 31,13+ 0,11
01/09/2015 PRML 40,48 £ 0,48 37,55+ 0,86 38,63+ 1,95
07/09/2015 PRML 36,71 +£0,53 34,52 + 0,58 34,68 + 0,42
14/09/2015 FML 36,61 +£5,48 35,67 £ 0,66 34,54 £ 1,50
21/09/2015 FML 51,61+ 0,86 4545 £ 1,77 46,14 £ 1,06
01/10/2015 EST 36,41+ 2,39 31,50 £ 0,64 35,05 + 1,84
06/10/2105 EST 35,63+ 0,58 30,90 £ 0,29 33,55 +1,54
13/10/2015 EST 38,48 + 4,22 33,07 £0,18 24,74 £ 21,43
15/10/2015 EST 35,88 £ 1,56 30,50 £ 0,29 34,60 £ 1,91
19/10/2015 EST 36,29+ 1,74 31,65+ 0,55 36,13 + 3,94
23/10/2015 EST 38,43+0,73 33,03+ 0,59 36,75+ 2,21
11/11/2015 EST 39,63+ 0,91 35,83+ 1,16 38,69 +2,83
02/12/2015 EST 41,72 £1,92 37,36 £ 1,72 41,08 £4,48
15/12/2015 EST 43,81 10,89 41,12+0,75 44,10 £ 5,85
07/01/2016 EST 46,59 +4,62 40,82+ 3,18 47,20 + 5,96
19/01/2016 EST 45,55 +4 85 39,30 £ 2,39 43,74 + 6,66
04/02/2016 EST 47,75+ 3,70 41,94 117 45,70 £ 5,27

EN: encubado; FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacion maloldtica; FML:
fermentacion maloldctica; EST: estabilizacion
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Figura 30: Evolucion del porcentaje de Pigmentos Poliméricos.

4.3. Estudio Colorimétrico.

Se realizd el seguimiento del color de los vinos elaborados con el fin de
determinar el efecto que produce la diferente elaboracion, mediante la adicion de
semillas, sobre esta importante caracteristica de la calidad del vino,

especialmente en el caso de los tintos.

El estudio se basd en la medida espectrofotométrica del color de los vinos
considerando los tres ensayos a lo largo de la vinificacion (mosto y vino). En este
apartado se evaluan las caracteristicas colorimétricas globales asi como, de
manera independiente, cada uno de los tres parametros psicofisicos del color,

definidos por el espacio de color CIELAB.

En primer lugar, se muestran los resultados correspondientes a los parametros
colorimétricos independientes: la claridad (L*), el croma (C*ab) y el tono (hab).

Respecto al primero, la claridad (L*) (Tabla 12), se encontr6 que este parametro
oscilé desde las 85 unidades del mosto al inicio del encubado hasta valores mas

oscuros, cercanos a 60 unidades CIELAB, en la etapa de estabilizacién del vino.
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Al inicio de la etapa de fermentacién se observa un alto valor de la desviacion
estandar debido al amplio intervalo de valores de claridad entre las muestras por

la variabilidad del momento en el que se inicia la extraccion de pigmentos.

Tabla 12: Valores de claridad de los vinos de Syrah (media + SD) para cada ensayo en cada etapa de vinificacion.

Claridad (L*)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 EN 83,38 £ 0,97 85,64 + 3,97 83,92+ 0,71
20/08/2015 FA 76,72 £ 9,87 75,17 £ 1,04 74,05 + 3,81
21/08/2015 FA 70,37 + 2,84 70,92 + 3,27 73,38+0,70
22/08/2015 FA 65,74 + 2,55 66,41 + 3,47 65,22 + 4,13
23/08/2015 FA 69,35 £ 2,51 73,44 £ 3,68 65,20 £ 3,07
24/08/2015 FA 81,76 + 0,85 68,52 + 5,89 67,38 + 3,07
25/08/2015 DE 68,25 £ 0,53 67,90 £ 0,34 67,83 £ 0,83
01/09/2015 PRML 65,57 + 0,41 67,04 + 0,54 65,62 + 0,10
07/09/2015 PRML 66,94 + 4,01 68,05 + 0,21 67,98 + 0,61
14/09/2015 FML 71,30 £2,80 70,55 £ 1,07 68,61 + 2,31
21/09/2015 FML 73,67 £1,53 74,11 +£1,03 73,03+0,30
01/10/2015 EST 77,68 £ 3,25 80,83+ 0,38 76,63 2,25
06/10/2105 EST 78,20+ 0,18 80,83+ 0,19 78,10 £1,88
13/10/2015 EST 76,78 £ 1,07 80,18 £ 0,31 74,49 +4,13
15/10/2015 EST 76,93 £2,18 80,79 £ 0,49 76,41 +£2,76
19/10/2015 EST 75,88 £1,92 80,43 +0,16 75,26 3,87
23/10/2015 EST 74,11 £ 1,60 79,05 0,74 73,67 £4,23
29/10/2015 EST 76,85 +0,25 79,00 £ 0,34 77,54 2,36
11/11/2015 EST 66,49 + 0,71 69,24 + 3,62 66,37 + 4,06
18/11/2015 EST 68,71 + 1,69 71,98 £ 2,81 68,10 + 5,61
02/12/2015 EST 64,85 + 2,88 66,88 + 2,94 64,43 + 3,92
15/12/2015 EST 63,64 + 2,37 66,12+ 2,18 63,85 + 2,62
07/01/2016 EST 61,83 £ 1,43 64,79 £2,32 62,99 £ 1,95
19/01/2016 EST 68,27 £ 3,81 73,11+£4,95 69,44 £ 0,74
04/02/2016 EST 68,00 + 3,59 68,96 + 4,09 70,22 £ 2,27

EN: encubado; FA: fermentacion alcohdlica; DE: descube; PRML: prefermentacion malolatica;, FML: fermentacion

malolactica; EST: estabilizacion
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En la Figura 31 se muestra graficamente la evolucion de la claridad (L*). En los
tres ensayos se observa un rapido descenso durante la fermentacion alcohdlica
(FA), es decir, el mosto se va haciendo mas oscuro (menos claro) a medida que
se van extrayendo los pigmentos contenidos en las partes solidas de la uva,

ayudado por la aparicién del alcohol.

Se observa también que este parametro muestra valores mas elevados en la
etapa donde se realiz6 un sulfitado (18/08/15, 21/09/15, 22/09/15, 28/09/15,
11/11/15, 24/12/15, 19/01/16, 11/02/16, 16/02/16, 07/03/16), alcanzando
aproximados a 82 unidades CIELAB. Esto es debido a que el anhidrido sulfuroso
se combina con los antocianos produciendo una pérdida de color que se traduce,
de manera mas notable, en un aumento de la claridad y una reduccion del croma.
En el caso del ensayo testigo y el de adicion doble de semillas se dieron valores

menores de claridad que en el ensayo de adicion simple de semillas.

Otras practicas enoldgicas, como el trasiego de los vinos, pueden producir

también ligeros aumentos de la claridad.
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Figura 31: Evolucién de la Claridad L* durante la vinificacién, para cada ensayo
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Tabla 13: Valores de croma de los vinos de Syrah (media + SD) de cada ensayo en las diferentes etapas de la
vinificacion

Croma (C*an)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 EN 19,24 £2,23 16,28 + 4,81 17,88 0,44
20/08/2015 FA 27,22 £ 11,84 31,62 +1,09 31,00 £ 6,73
21/08/2015 FA 34,41+ 3,01 33,58 £ 4,11 30,12+£1,90
22/08/2015 FA 39,16 £2,90 38,56 + 3,78 39,12 £ 5,56
23/08/2015 FA 34,54 £ 2,91 28,9 +£3,43 37,64 £ 4,14
24/08/2015 FA 35,50 + 1,34 34,82 + 6,61 33,98 47,38
25/08/2015 DE 36,07 £ 0,54 36,64 + 0,44 36,34 £ 0,76
01/09/2015 PRML 37,03+0,40 35,85+ 0,48 37,02+ 0,11
07/09/2015 PRML 36,38 + 3,74 35,46 £ 0,53 35,46 + 0,61
14/09/2015 FML 29,91 £ 3,00 31,37 £ 1,04 33,13+£2,28
21/09/2015 FML 24,70 £ 1,40 2548 £ 1,18 26,34 £ 0,54
01/10/2015 EST 21,70 £ 3,27 18,36 £ 0,20 22,57 +£2,18
06/10/2105 EST 21,26 + 0,30 18,69+ 0,10 21,48+ 1,71
13/10/2015 EST 2258+ 1,14 19,26 £ 0,30 2514 + 4,16
15/10/2015 EST 2224 £212 18,42 £ 0,46 22,94 + 281
19/10/2015 EST 22,81+1,95 18,48 £ 0,11 23,79 + 3,90
23/10/2015 EST 2475+ 1,63 20,14+ 0,77 25,77 + 4,39
29/10/2015 EST 22,61+0,31 20,43 £0,49 22,23 £2,77
11/11/2015 EST 33,22+ 0,68 30,97 £ 4,20 33,78 £ 4,11
18/11/2015 EST 30,50 £ 1,76 27,64 + 3,12 31,29 £ 5,67
02/12/2015 EST 35,16 + 3,17 33,81+ 3,26 35,81+3,73
15/12/2015 EST 35,91 £2,43 34,21 £2,24 35,84 £ 1,93
07/01/2016 EST 37,77 £1,16 35,88 +2,31 36,81 0,85
19/01/2016 EST 31,06 3,75 27,19 £ 5,57 30,44 + 0,48
04/02/2016 EST 31,06 + 3,66 30,90 + 4,67 29,21 +£2,98

EN: encubado; FA: fermentacién alcohélica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolatica;, FML: fermentacion

malolactica; EST: estabilizacion

La Tabla 13 muestra los valores relativos al croma (C*ab). Este parametro
psicofisico del color indica su viveza, correspondiendo valores bajos a los colores
mas apagados. En los vinos de los ensayos, el croma oscilé entre valores por
debajo de las 20 unidades CIELAB para las muestras iniciales (mosto recién
encubado) hasta valores cercanos a 40 unidades cuando se ha producido la

extraccion de los pigmentos antocianicos de los hollejos. Al igual que en la
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claridad, se dan valores elevados de la desviacion estandar al inicio de la

fermentacion alcohdlica por la desigual extraccion de pigmentos.

La evolucién del croma (C*ab) se muestra graficamente en la Figura 32, donde
se observa que alcanza valores maximos en la etapa de fermentacioén alcohdlica
(20 a 28 agosto), dandose un descenso acusado durante la fermentacion
malolactica y al inicio de la estabilizacion debido al sulfitado de los vinos en estas
etapas, tal como se ha comentado en el apartado de la claridad. Finalmente, en
la fase de estabilizacion, se da un ligero ascenso del croma, mostrandose un
color mas vivo, hasta alcanzar valores similares y mas o menos constantes tanto

en el testigo como en los ensayos de adicion simple y doble de semillas.
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Figura 32: Evolucién del Croma (C*a) durante la vinificacion, para cada ensayo.

El tono (hav) es el parametro cualitativo del color. La Tabla 14 muestra los
valores que toma en el vino Syrah ensayado, a lo largo de la vinificacion y para
los tres ensayos, y la Figura 33 su evolucién. Se observa que, desde el inicio,

durante la fermentacion y hasta el inicio de la etapa de estabilizacion, se dan los
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valores negativos, correspondientes a tonos rojos con matices azulados.
Posteriormente, los vinos van acercandose a valores positivos debido al efecto
de compuestos como el sulfuroso y su combinacion con los antocianos, y estos

valores se corresponden con tonos rojos mas netos.

Tras el trasiego, el tono se estabiliza en valores positivos, con variaciones

minimas entre el testigo [T] y los ensayos [S] y [D].

Tabla 14: Valores de tono de los vinos (media *+ SD) de cada ensayo en las diferentes etapas de la vinificacion

Tono (ha)

Fecha Etapa [T] [S] [D]
19/08/2015 EN -11,74 £ 0,92 -9,58 + 0,66 -9,08 + 1,81
20/08/2015 FA 5,47 + 3,20 -8,89+£1,37 -6,37 £ 3,48
21/08/2015 FA 6,54 + 0,81 6,10 + 0,05 -4,59 + 0,91
22/08/2015 FA -7,72 £0,05 -8,62+0,13 7,93 +0,34
23/08/2015 FA 6,78 £ 0,71 -7,90 + 0,61 -3,34£0,48
24/08/2015 FA -311+£219 -7,97 £ 0,20 -1,37 £9,57
25/08/2015 DE 9,20 £ 0,11 -9,85 + 0,08 9,23+0,13
01/09/2015 PRML 6,35+ 0,11 -7,18 £ 0,09 6,54 +0,14
07/09/2015 PRML 6,43+ 0,78 -6,86 + 0,51 6,57 + 0,38
14/09/2015 FML -4,40 + 0,39 -5,10 £ 0,31 -4,80 £ 0,24
21/09/2015 FML 2,04 £0,34 -3,87£0,22 -3,57+0,79
01/10/2015 EST 6,77 £2,25 9,89+0,17 4,18 3,36
06/10/2105 EST 7,15+ 0,47 9,08 £0,23 4,50+ 2,91
13/10/2015 EST 6,42 £ 0,21 9,20 £ 0,67 3,59 £ 3,99
15/10/2015 EST 5,26 + 0,66 8,33+0,88 2,81+4,29
19/10/2015 EST 5,46 £ 1,19 8,43 £ 1,41 2,92 £4,48
23/10/2015 EST 513 +0,94 7,76 £1,17 2,45+448
29/10/2015 EST 4,10+ 0,89 6,06 £ 0,74 3,22 +3,83
11/11/2015 EST 0,56 £ 0,58 0,98 £2,48 0,52+ 1,84
18/11/2015 EST 1,80 £ 1,54 2,82+2,14 1,26 + 3,60
02/12/2015 EST 0,73 £ 1,56 -1,05+ 1,02 -1,01+0,81
15/12/2015 EST 0,75+0,85 0,35+0,28 0,72 0,81
07/01/2016 EST 0,01+0,79 -1,10+ 0,36 0,17 £1,33
19/01/2016 EST 2,59 1,88 4,88 +8,11 1,18 £ 0,84
04/02/2016 EST 6,11 £ 3,67 4,74 + 4,56 7,18 £4,71

EN: encubado; FA: fermentacién alcohélica; DE: descube; PRML: prefermentacién malolatica; FML: fermentacion

malolactica; EST: estabilizacion
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Figura 33: Evolucion del Tono (hgp) durante la vinificacion, para cada ensayo.

En la evaluacioén del color de manera mas grafica, se representan las muestras
como puntos de color en el diagrama de color (a*b*) de CIELAB. Para una mejor
exposicion de los datos, se comentaran por separado las diferentes etapas de la

vinificacion.

En la etapa de fermentacion alcohdlica (Figura 34) no se aprecian diferencias
importantes entre los ensayos. Como puede observarse, las muestras
correspondientes a los tres ensayos (testigo y con distintas cantidades de
semillas) se encuentran localizados muy dispersos en la zona entre 0° y -10°, lo
que se corresponde con rojos que tienden a violaceos o azulados. Los puntos
que se agrupan hacia una posicion central (menores valores de croma) son

colores menos vivos de esos mismos tonos.
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Figura 34: Localizacion de las muestras en la etapa de Fermentacion Alcohdlica (FA) en el diagrama (a*b*).
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Figura 35: Localizacion de las muestras en la etapa de Descube (DES) en el diagrama (a*b*).
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En el diagrama de color (a*b*) mostrado en la Figura 35 se encuentran las
muestras correspondientes a la etapa de descube. En este caso, las muestras
se observan mucho mas agrupadas en el diagrama en torno a colores rojo-
violaceos o azulados (entre -5° y -10° de angulo de tono). Esto indica que el

descubado ejerce una tendencia hacia la homogeneidad del color de los vinos.

Lo mismo ocurre en la etapa de prefermentacién malolactica (Figura 36), donde

los puntos estan también agrupados en valores de tono entre -5° y -10°, incluso
con menores diferencias entre ellos.
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Figura 36: Localizacién de las muestras en la etapa de Prefermentacién Malolactica (PFM) en el diagrama (a*b*)

Analogamente, la Figura 37 muestra el diagrama de color (a*b*) de las muestras
en la etapa de fermentaciéon malolactica. En ella se aprecia también los ensayos
con distintas cantidades de semillas agrupados en una posicion entre 0 y -5 de
angulo de tono, aunque los colores tienden hacia el centro del diagrama, con
menores valores de croma. Es decir, en esta etapa se ha producido un viraje del
color de los vinos hacia rojos mas netos y menos vivos. Los puntos aparecen

algo mas dispersos, aunque no estan delimitados los correspondientes a cada
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grupo, por lo que sigue sin apreciarse diferencias relevantes entre los distintos

ensayos.

Figura 37: Localizacion de las muestras en la etapa de Fermentacion Malolactica (FML) en el diagrama (a*b*).
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Figura 38: Localizacion de las muestras en la etapa de Estabilizacion (EST) en el diagrama (a*b*).
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En el diagrama (a*b*) que aparece en la Figura 38 se muestra una diferencia de
color apreciable en la etapa de estabilizacién con respecto a las anteriores. La
mayoria de las muestras estan ahora ubicadas en valores de tono entre 0°y 10°,
siendo éstos colores rojos ya sin los matices azulados. También se observa un
ligero desplazamiento hacia el origen de coordenadas de los ensayos de adicion
simple de semillas (menos croma); sin embargo, las muestras del testigo y de
adicion doble de semillas permanecen en zonas mas alejadas del origen,

correspondientes a colores mas vivos (mayor croma).

4.4. Tratamiento estadistico de los resultados.

Con el fin de determinar si las diferencias observadas entre los vinos tienen
significacion estadistica, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) a los
datos obtenidos. De acuerdo con el objetivo principal de este estudio, las
diferencias de interés son aquéllas ejercidas por el efecto de la distinta
elaboracion (adicion de semillas) en los vinos finales. Por esta razén, para el
analisis estadistico se seleccionaron las muestras de los vinos cuando éstos se
encontraban en fase de estabilizacion. En la Tabla 15 se recogen los valores de
probabilidad (p-valor) para cada uno de los ANOVA que mostraron diferencias

significativas (p<0.05), considerando las variables de manera independiente.

Asi, entre los parametros colorimétricos (L*, a*, b*, C*ab y hab), S€ encontraron
diferencias significativas entre los ensayos con adicion de semillas [S] y [D], con

respecto a la coordenada b* y al tono hab.

Para los antocianos monoglucésidos, tanto en el caso de Delfinina como en
Petunidina se encontraron diferencias significativas entre [D] y los otros dos

ensayos [T] y [S], mientras que en Malvidina solo entre [S] y [D].
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Los antocianos acetilados no mostraron diferencias significativas entre los
ensayos. Sin embargo, si hubo diferencias significativas respecto a los
cumarilados: entre [S] y [D] para Petunidin 3-cumarilglucosido, entre [T] y [S]
para Peonidin 3-cumarilglucosido, y en ambos casos para Malvidin 3-

cumarilglucosido.

Cuando se consideran los valores totales de estos compuestos también se han
encontrado diferencias significativas: entre [S] y [D] para Antocianos Totales,
Fenoles Totales, Monoglucdsidos Totales y derivados cumarilicos Totales, y en

este ultimo caso, también para [T] y [S].

En el caso de Pigmentos Poliméricos se encontraron diferencias significativas
entre [T] y [S].

Tabla 15: Resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) para los vinos finales

Parametro Vinos p-valor
b* [S]/[D] 0.018871
hab [S]/D] 0.002210
[T]/[D] 0.000105

Delffinidina 3-glucdsido
[S]/[D] 0.000515
. , [T]/[D] 0.001626

Petunidina 3-glucésido
[S]/[D] 0.000715
Malvidina 3-glucosido [S]/[D] 0.015735
Petunidin 3-cumarilglucosido [S]/1D] 0.043130
Peonidin 3-cumarilglucosido [T]/[S] 0.005582
[T]/1[S] 0.006118

Malvidin 3-cumarilglucosido

[S]/[D] 0.013205
Derivados monoglucésidos Totales [S]/[D] 0.007901
Derivados cumarilicos Totales [TI/1S] 0.005362
[S1/]D] 0.013056
Antocianos Totales [S]/[D] 0.022282
Fenoles Totales [S]/1D] 0.041623
Pigmentos Poliméricos [T]/[S] 0.003188
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En resumen, se observa que las diferencias significativas se dan, en la mayoria
de los casos (58%), entre los vinos de los ensayos [S] (adicion simple de
semillas) y [D] (doble adicion de semillas). Ademas, el vino del ensayo simple
esta implicado en el 89% de las diferencias significativas, y en los dos unicos
casos en los que se encontraron diferencias significativas entre en ensayo doble

[D]y el testigo [T], también la hubo entre [D] y [S].

De estos resultados se puede extraer que la adicion de semillas parece ejercer
un efecto diferenciador de los vinos, pero cuando ésta se realiza en una cantidad

no muy elevada.

Con el fin de identificar las caracteristicas que permiten diferenciar los vinos, y
poder clasificar las muestras como pertenecientes a uno u otro grupo, se ha
aplicado el analisis discriminante por etapas o SDA (Stepwise Disciminant

Analysis) a los vinos finales (en la etapa de estabilizacion), en relacién a los datos

de color.
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Figura 39: Grdfico de dispersion del Andlisis Discriminante
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Asi, al incluir en el estudio los parametros colorimétricos L*, a*, b*, C*ab y hab,
como variables independientes, frente a la variable “Ensayo” como variable de
grupo, se obtienen porcentajes medios de correcta clasificacion (66,7% para [T],
62.86% para [S] y 52.7% para [D]) con un porcentaje global de clasificacién

correcta del 60.8%.

La Figura 39 representa el grafico de dispersion de las puntuaciones candnicas
para este analisis discriminante, donde puede observarse de manera grafica lo
obtenido en la clasificacion. Es decir, los ensayos testigo y de adicién simple
muestran un mayor grado de diferencia entre ellos, mientras que el ensayo de
adicién doble tiene caracteristicas colorimétricas intermedias entre ambos
grupos, lo que dificulta la correcta clasificacién de los grupos respecto al color,
pero demuestra que la adicién de semillas en cantidad elevada produce efectos

contradictorios que deberan ser estudiados en ensayos posteriores.
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5. CONCLUSIONES.

Se ha realizado un estudio de aprovechamiento de semillas, como subproducto
de vinificacién, para la mejora de la calidad y estabilidad del color de vinos tintos
elaborados en clima calido. De los resultados obtenidos cabe destacar las

siguientes conclusiones:

Primera: La adicion de semillas de la variedad Pedro Ximénez, procedentes de
paseras para la vinificacion de generosos, en la elaboracion de vinos tintos
de variedad Syrah produce efectos en las caracteristicas quimicas y
cromaticas del vino, cuando se realiza en cantidades medias (3 g/L),
encontrandose diferencias significativas respecto, tanto al vino testigo (0 g/L),
como al adicionado con cantidades mas elevadas (6 g/L), en el 89% de los

casos en los que se dieron estas diferencias.

Segunda: Quimicamente, el efecto diferenciador se manifiesta en la composicion
fendlica de los vinos con un incremento en las concentraciones totales de
fenoles, flavonoles y antocianos, asi como en los antocianos individuales,
monoglucosidos y derivados acetilados y cumarilados. En los tres ensayos,
la Malvidina (3-glucésido y sus derivados acetilado y cumarilado) fue el

antociano de mayor concentracion.

Tercera: No se encuentra una relacion directa entre la cantidad de semillas
afnadidas y el efecto producido. Por el contrario, los resultados obtenidos para
el ensayo de adicidon doble (6 g/L) son, en la mayoria de los casos, mas
cercanos al vino control (0 g/L) que al ensayo de adicion simple (3 g/L). Esto
parece indicar que podria existir una cantidad critica de compuestos fendlicos
en el vino que, una vez superada, tiene efectos adversos, probablemente por

reacciones de polimerizacién y/o precipitacion.
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Cuarta: En el estudio del efecto sobre la copigmentacién, se encontraron valores
ligeramente superiores de antocianos copigmentados en el ensayo de adicion
simple de semillas, aunque no se dieron diferencias significativas entre los

ensayos.

Quinta: Los valores mas bajos de pigmentos poliméricos se dieron en el ensayo
simple, mostraron diferencias significativas con el testigo, lo que esta en
consonancia con la mayor prevalencia de los fenbmenos de copigmentacion

cuando se afaden las semillas.

Sexta: En cuanto al color, el efecto de la adicion de semillas induce diferencias
en los tres parametros psicofisicos: claridad, croma y tono. Los vinos con
adicién simple presentan mayor claridad y menor croma a lo largo de la
vinificacién, especialmente durante la fermentacién malolactica y las primeras
etapas de la estabilizacién. En el caso del tono, con diferencias significativas
en la estabilizacién, aunque no son muy marcadas, se manifiestan en una
ligera tendencia a matices rojo-azulados, en algunos casos de los vinos

finales del ensayo de adicion de cantidad media de semillas.

Séptima: A lo largo de la vinificacion, las muestras con adicion simple de semillas
pasan por tonos mas anaranjados, especialmente en etapas como las
fermentaciones alcohdlica y malolactica. Sin embargo, son las que presentan
valores medios del tono mas bajos, y por tanto con rojos mas netos que en
los ensayos testigo y doble, lo que indica una mas adecuada evolucién del

color.
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