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Objetivos

El origen de las ciencias experimentales fue la observacion de los
seres vivos y materiales presentes en la Naturaleza. Esa in-
quietud humana por adquirir conocimientos partié del estudio de las
propiedades y comportamiento del mundo que rodeaba al curioso
interesado por la Ciencia. Y ese mundo le mostré respuestas para
multitud de problemas que se habian planteado y resuelto a lo largo
del camino evolutivo de las especies. No obstante, la profundizacion
en los conocimientos de las diferentes disciplinas que conforman el
arbol de la ciencia llevdé, mds pronto que tarde, al mundo investiga-
dor a alejarse progresivamente de su medio natural. Por un lado, el
desarrollo de las sociedades tecnoldgicas exigia prdcticas nuevas,
que precisamente por su novedad no encontraban traducciéon en el
entorno natural. Por otro, esa ambicion humana de crear lo que no
existe, de trascender de sus propias limitaciones como seres viv0s,
esa soberbia de dominar por encima de todo y de todos también con-
tribuyé a que muchas ramas del saber fueran dando la espalda a
sus origenes. Incluso, este no mirar atras se realizé en algunas épo-
cas de manera vergonzante, ya que lo que rodeaba al investigador
era demasiado vulgar, al alcance del resto de los mortales, poco so-
fisticado. Han tenido que pasar veinte o treinta anos para que el
mundo de la Ciencia vuelva a mirar a la Naturaleza, si bien ahora
por motivos generalmente distintos. La constataciéon del darno me-

dioambiental que un desarrollo tecnolégico sin limitaciones esta ori-
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ginando, junto al reconocimiento humilde de muchos errores del pa-
sado y la toma de conciencia de la imposibilidad de permanencia de
una sola especie al margen de las demads pueden, quiza, explicar
este cambio de mentalidad.

El mundo del vino siempre tuvo un halo de misterio. Posible-
mente, el hecho de que la vista humana no pueda apreciar la pre-
sencia de seres vivos que transforman el zumo de una fruta en una
bebida alcohdlica sea lo que ancestralmente contribuyé a esa consi-
deracion, que por oculta resultaba magica. Y la prdctica secular hizo
el resto. El silencio de la bodega, su oscuridad y quietud, su paz en
definitiva, han contribuido en no poca medida a alimentar ese respe-
to con el que en enologia se trata al vino.

Pero las prdcticas industriales han ido progresando conforme
el consumidor se volvia mas exigente. Ya no importaba que el vino
abandonara la tierra que le vio nacer, vigjando hacia otras de muy
distintas condiciones ambientales. Era exigible la misma transpa-
rencia, la permanencia de su brillante color y, en definitiva, que
mantuviera inalterable sus propiedades hedonisticas. Para conse-
guirlo, la industria enolégica también tuvo que alejarse de su habitat
natural, quizd no tanto como otras empresas alimentarias, pero de
forma perceptible.

La presente memoria presenta como objetivo general el estudio
de las levaduras como agentes inhibidores del pardeamiento de vi-
nos blancos. En realidad, la idea original de este trabajo se basé en
dos pilares. Por un lado, la costumbre, ya abandonada en Andalu-
cia, que tenian los capataces de algunas bodegas de agitar el vino
con sus lias de fermentacion. La tradicién oral de padres a hijos, y
su propia experiencia, aconsejaban esta prdctica para mejorar el
color de la bebida. Por otro lado, la percepciéon de que el tiempo de
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pardeamiento se detiene en tanto que los vinos finos permanecen en
contacto con sus levaduras de crianza, poniéndose de nuevo en
marcha cuando son separados. Ambos pilares corresponden a ob-
servaciones obtenidas en el propio mundo del vino, que pudieran en
un futuro conducir a tratamientos naturales que controlaran la evo-
lucién negativa de su color, en la mejor tradicion de la Ciencia anti-
gua y, curiosamente, en la linea de las mds actuales tendencias
aplicables a la industria alimentaria.
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COMPUESTOS FENOLICOS: INTRODUCCION

Los compuestos fenoélicos son unos de los principales constituyen-
tes del vino y responsables de algunas de las propiedades organolépticas
del producto, como el color y la astringencia. Los compuestos fenélicos
pueden ser o no coloreados; de unos 3000 flavonoides conocidos, sélo
algunos de ellos absorben en la region visible del espectro. En el vino
destacan por su color los antocianos en los vinos tintos y los flavonoides
amarillos presentes también en los vinos blancos. Los fenoles, incluso
incoloros, son extremadamente reactivos y pueden alterar su color de tal
forma que sea rechazado el producto por el consumidor. Ademas, estos
compuestos intervienen en el sabor de los vinos, concretamente confi-
riéndole sensaciones de astringencia y amargor (SINGLETON AND NOBLE,
1976; NOBLE, 1990; NOBLE, 1998). La estructura quimica responsable de
sus propiedades astringentes es el resto di- o tri- hidroxifenil caracteris-
tico de los fenoles muy solubles en agua y de los taninos hidrolizables
que poseen capacidad de unién con las proteinas salivares. Dado que el
tamano molecular de los compuestos fenodlicos afecta al amargor y a la
astringencia del vino (LEA, 1990; PELEG et al., 1999), se han llevado a
cabo estudios que pretenden correlacionar estas propiedades sensoriales
con la composicion fendlica de la uva y el vino (BROSSAUD, 2001). Por to-
do ello, uno de los principales retos en la investigacién enolégica es de-
terminar la relacion existente entre la composicién fenélica y la calidad
del producto.

MACHEIX et al. (1991) senalan que los compuestos fendlicos pre-
sentes en el vino pueden tener diferentes origenes, entre los que cabe
destacar: heredados de la uva, producidos durante las transformaciones
enzimaticas o no enzimaticas, extraidos de la uva durante la fabricacién
del vino, extraidos de la madera, etc.

Estos compuestos se caracterizan por su caracter reductor, es de-
cir, poseen gran sensibilidad a la oxidacién que les lleva a provocar una
alteracion negativa en los alimentos que los contienen. Sin embargo, este
mismo caracter reductor los lleva a actuar como antioxidantes, lo que les
confiere un efecto protector frente a enfermedades cardiovasculares, co-
mo muestran algunos estudios epidemiologicos comparativos llevados a
cabo en los ultimos anos (RICHARD et al., 1981; RICHARD, 1987; DUCIME-
TIERE, 1995). En este sentido, también se ha confirmado que el consumo
de ciertos antioxidantes, como son los fenoles flavonoides, podria estar
inversamente relacionado con el peligro cardiovascular basandose en la
teoria oxidante del ateroma. Segun esta teoria, los fenoles flavonoides del
vino podrian prevenir el desarrollo de lesiones vasculares mediante la
proteccion contra las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (PARTASARATHY
AND RANKIN, 1992).
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Ademas, a los compuestos fenodlicos les han sido también atribui-
das propiedades como son la actividad antihipertensiva, antiinflamatoria,
antimicrobiana y/o antitromboégenos, explotadas a veces en la farmaco-
pea (ANTON, 1988; GABOR, 1988; ANTON AND BERETZ, 1990; MIDDLETON
AND KANDASWAMI, 1992; BRUN, 1995). Asimismo, han sido descritas pro-
piedades fisiologicas de algunos compuestos flavonoides presentes tanto
en la uva como en el vino, en concreto el flavonol quercetina reduce con-
siderablemente el dafno renal y sus secuelas inflamatorias (SHOSKES,
1998) y la miricetina y epicatequina logran evitar la proliferacion de célu-
las leucémicas humanas in vitro (UDDIN AND CHOUDHRY, 1995), mejorando
ademas el comportamiento biolégico de células humanas en el cancer de
mama (RODGERS AND GRANT, 1998).

Los acidos fenolicos podrian exhibir igualmente algunas de las
propiedades mencionadas anteriormente como consecuencia de su pare-
cida capacidad antioxidante, sobre todo en el caso de los o-difenoles
(GRIFFITHS, 1982). Para otros fenoles no flavonoideos encontrados en la
uva, como es el resveratrol, se ha encontrado un efecto antitumoricida
(JANG AND PEZZUTO, 1999), capacidad de inhibir el crecimiento de lineas
celulares de carcinoma humano de mama (LU AND SERRERO, 1999), asi
como actividad antineoplastica (HSIEH AND WU, 1999), leucemia promielo-
citica (SURH et al., 1999), carcinoma de la boca (ELATTAR AND VIRJI, 1999)
y hepatoma humano inducido (CIOLINO et al., 1998). No obstante, este
compuesto s6lo aparece en uvas que han sido atacadas por determinados
agentes quimicos u hongos, o han sido expuestas a un exceso de rayos
UV, y en cualquiera de los casos, nunca ha sido encontrado en vinos tipo
Sherry (MARTINEZ ORTEGA et al., 2000).

La variabilidad en la composicion fendlica de los vinos no depende
solamente de las variedades de uvas de las cuales se obtienen, sino tam-
bién de factores tales como proceso de vinificacion utilizado, especies o
razas de levaduras que conducen la fermentacion, tipos de envejecimien-
to, etc., lo que condiciona el hecho de que no todos los vinos tengan la
misma capacidad antioxidante (DE RIJKE et al., 1996; SHARPE et al.,
1995; SUZUKAWA et al., 1994; MARTINEZ ORTEGA et al., 2001). En este sen-
tido, ha sido senialado que algunos vinos blancos obtenidos sin macera-
cion con hollejos, no presentan apenas capacidad antioxidante (FUHRMAN
et al.,, 1995) y ademas ha sido observado que determinados vinos blancos
no poseen capacidad antioxidante in vitro pero si in vivo.
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COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO BLANCO.

Los compuestos fenédlicos se han clasificado desde diversos puntos
de vista debido al gran nimero de ellos que aparecen en la naturaleza,
asi como al hecho de que algunas de estas estructuras puedan llegar a
ser bastantes complejas. De manera simplificada, se pueden dividir en
cuatro grandes grupos:

= Compuestos fenolicos de bajo peso molecular
=  Compuestos fenolicos flavonoideos

» Agregados naturales de naturaleza fenélica

= Otros compuestos polifenélicos.

Una amplia descripcién de los compuestos incluidos en cada uno
de estos grupos ha sido realizada con anterioridad por otros miembros
del grupo de investigacion (BARON, 1997). Sin embargo, y a modo de re-
sumen, en la presente memoria se realizara una breve descripcion de los
mas importantes presentes en el vino blanco, agrupados desde el punto
de vista quimico en no-flavonoides y flavonoides.

 Compuestos no flavonoides

Dentro de este grupo se puede hacer una clasificacion de com-
puestos basandose en el nimero de atomos de carbono, y que los englo-
ba en polifenoles con estructura:

= C6: fenoles sencillos y benzoquinonas

= C6-C1: acidos, alcoholes y aldehidos hidroxibenzoicos

= C6-C2: acetofenonas y derivados del acido fenilacético

=  (C6-C3: alcoholes, acidos y aldehidos hidrocinamicos, asi como los
ésteres de éstos con algtin hidroxiacido o glucosa

= otros polifenoles de bajo peso molecular, como tirosol y triptofol.

De todos estos compuestos, en los vinos blancos estan mayorita-
riamente representados los acidos fenodlicos, fundamentalmente acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, asi como los ésteres hidroxicinami-
cos y el tirosol.

COOH CH,OH
R4 X COOH
R5 R1
R3 R1
R4 R2
R2
R3 OH
Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos Tirosol
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En relacion con los contenidos de estos compuestos en el vino,
SOMERS et al. (1987) identifican 10 componentes derivados de los acidos
hidroxicinamicos, destacando los ésteres tartaricos del cafeico, p-
cumarico y feralico. Sin embargo, no encuentran acido cafeico ni p-
cumarico libre en el mosto, pero si en el vino, debido a que durante la
vinificacion se produce una hidrélisis parcial de los ésteres hidroxicina-
micos hacia los acidos hidroxicinamicos libres. Ademas, todos los com-
puestos identificados tenian la configuracion trans.

GARCIA BARROSO et al. (1994) detectan los acidos galico, vanillico y
protocatéquico, tanto en vinagres como en vinos tipo Amontillado de la
zona de Jerez, mientras que en vinos Finos de la misma zona, determi-
nan los acidos p-cumarico, cafeico y 3,4,5-trimetoxicinamico y, en menor
cantidad, los acidos ferulico, o-cumarico y sinapico, observando ademas
que las cantidades de estos ultimos aumentan durante la fermentacion
(GARCIA BARROSO et al., 1986). También se ha encontrado en muestras de
vino Fino el acido m-cumarico (LAZARO et al., 1990).

NAGEL AND WULF (1979) y NAGEL et al. (1979), observaron durante
la vinificacion y envejecimiento de variedades de uvas blancas, Muscat y
Riesling, un descenso de caftarico y cutarico, muy pronunciado durante
la vinificacion y menor durante el envejecimiento y ningiin descenso sig-
nificativo en la concentracion de feftarico. Esta tendencia descendente
durante la vinificacion no es observada siempre. Por ejemplo, algunos
autores advierten que durante el proceso fermentativo del sherry se pro-
duce el fenomeno contrario, es decir una mayor concentracion de estos
ésteres en el vino que en el mosto (GARCIA BARROSO et al., 1994; MAYEN et
al., 1996).

ALONSO et al. (1988) estudian diversos compuestos de bajo peso
molecular en 15 vinos tintos y 15 vinos blancos procedentes de las De-
nominaciones de Origen Rioja, Valdepenias y La Mancha, sin haber sido
sometidos a envejecimiento en madera, encontrando, en los vinos blan-
cos analizados, el acido cis-p-cumarico y el acido p-hidroxibenzoico, si
bien el tirosol se cuantifica junto con él. De acuerdo con los resultados
obtenidos por estos autores parecen existir ciertas diferencias segiin sea
el origen de las muestras, los vinos blancos de Rioja son, de forma gene-
ral, mas pobres en compuestos fenélicos de bajo peso molecular que los
de Valdepenas y La Mancha, que muestran un comportamiento muy
homogéneo. Otros componentes, como los acidos protocatéquico, vanilli-
co y ferulico, apenas sufren variaciones, por lo que es posible que su con-
tenido en estos vinos no esté relacionado con caracteres varietales.

También se han encontrado aldehidos benzoicos en muestras de
mosto, tales como 2,3-dimetoxibenzaldehido, siringaldehido, protocate-
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quilaldehido y p-hidroxibenzaldehido en mostos de la variedad Palomino
fino de la zona de Jerez (GARCIA BARROSO et al., 1987), presumiblemente
procedentes de la lignina existente en el hollejo y la semilla de la uva.

e Compuestos flavonoides

Los polifenoles flavonoideos constituyen sin duda el grupo mas
numeroso y extendido de los compuestos fendlicos vegetales, y aunque se
conocen cerca de 2000 estructuras
diferentes, todas pueden reducirse
a un pequeno numero de tipos mo-
leculares basados en el esqueleto
carbonado C6-C3-C6, como puede
verse en la Figura:

Segun sea el grado de oxida-
cion del heterociclo oxigenado pue-
den diferenciarse las familias que se detallan a continuacion en la si-
guiente Tabla, incluyendo en cada una de ellas los principales tipos de
compuestos.

II.1 Con heterociclo Pirano

O
a) Flavanoles o Derivados del Flavan-3ol
b) 3,4 Flavanodioles o Leucoantocianidinas
II.2 Con heterociclo Pirona a) Flavonas
O b) Flavonoles
| | ) Dernvados reducidos de Flavonas y Flavonoles
Flavanonas
Flavanonoles
d) Calconas
9] e) Isoflavonas o 3-Fenilcromonas

I1.3. Con heterociclo Pirilo
+
@) a) Antocianos
T
]

I1.4 Auronas
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Todas estas estructuras pueden a su vez estar sustituidas en una
o varias posiciones (glicosiladas, esterificadas, etc), dando lugar a multi-
ples compuestos fenodlicos. Las anto-
cianinas y los flavanoles son particu- R3
larmente importantes, ya que consti- OH
tuyen los pigmentos rojos y taninos
presentes en el vino. De todos estos
compuestos flavonoideos, en vinos
blancos y en especial en el vino utili-
zado en esta memoria, estan mayori-
tariamente representados los deriva- Derivados del
dos del flavan-3-ol cuya estructura flavan-3-ol
base se muestra en la Figura.

OH

Dentro de esta familia existen varios compuestos con 1, 2 o 3 gru-
pos hidroxilos en el anillo B que nunca estan metoxilados, entre los que
cabe destacar como mas importantes a los estereoisomeros catequina y
epicatequina y galocatequina y epigalocatequina (Figura).

R R

OH OH

OH

R=H.... CATEQUINA R=H.... EPICATEQUINA
R = OH ... GALOCATEQUINA R = OH ... EPIGALOCATEQUINA

Ademas de los monémeros, también se han identificado dimeros
constituidos por unidades de catequina, epicatequina y epicatequina-3-
O-galato unidas por puentes interflavanicas C4-C6 (procianidinas tipo B)
o C4-C8 (tipo A). En el vino, han sido descritas como mas importantes
las procianidinas de tipo B cuyas principales estructuras se muestran en
la siguiente Figura:
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Procianidina B2 Procianidina B1
(-) EPI -- (-) EPI (-) EPI -- (+) CAT
(0]

Procianidina B4 Procianidina B3
(+) CAT -- (+) CAT

(+) CAT -- (-) EPI

OH
HO o]

OH

Respecto a los derivados monomeros y dimeros del flavan-3-ol, son
la (+)-catequina y (-)-epicatequina, y las procianidinas de tipo B los com-
puestos mayoritariamente encontrados en los vinos blancos. En concre-
to, segun LEA et al. (1979) son las B1, B2, B3, B4 y B5 las procianidinas
presentes en vinos blancos, mostrandose para algunos autores como
mayoritarias la B1 y la B2 (HASLAM, 1980; BOURZEIX et al.,, 1986; DALLAS
et al., 1995), mientras que para otros autores son la B1 y B3 las mayori-
tarias en vinos tipo sherry (FABIOS et al., 2000; BONILLA et al., 2001).

Durante el envejecimiento del vino se han encontrado descensos
significativos de (+)-catequina y procianidinas posiblemente como conse-
cuencia de su participacion en procesos de pardeamiento oxidativo se-
guidos de condensacion y posterior precipitacion (FERNANDEZ-ZURBANO et
al., 1995). Por otra parte, otros autores mantienen la hipotesis que du-
rante el envejecimiento del vino tiene lugar una hidrélisis de las procia-
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nidinas oligobmeras y/o dimeras por rotura de enlaces C-C, catalizadas
por los acidos presentes en el vino (TIMBERLAKE AND BRIDLE, 1976; HAS-
LAM, 1980; DALLAS et al.,, 1995). Como consecuencia de los diferentes
procesos en los que los flavanos estan involucrados durante el envejeci-
miento, BARON et al. (1997) mostraron que las procianidinas presentes en
el vino se comportan de diferente forma durante la crianza biolégica, en-
contrando que la B3 no manifiesta cambios importantes, la B1 aumenta
ligeramente, en tanto que la B2 y la B4 disminuyen.

Sin embargo, los derivados del flavan-3-ol no sé6lo existen como
monoémeros y dimeros, sino que también pueden estar presentes en el
vino como oligomeros y/o polimeros, denominados taninos condensados
o proantocianidinas. Hay que decir, que todas las uniones son de tipo B,
es decir, uniones C-C entre el C4 de una de las unidades y el C6 o C8 de
la otra. Las uniones de tipo A, con un enlace de tipo éter, no han sido
formalmente identificadas en el mundo de la enologia. A pesar de su im-
portante contribucion a las propiedades organolépticas de los vinos, la
caracterizacion de estos compuestos esta todavia en fase de estudio.

Proantocianidinas R3

OH

OH

R3
OH
i OH

HO  R2
R1
(0]
~R1 R;=H : procianidinas

N R2 R,;=OH : prodelfinidinas

R3 R,, R,=H, OH, O-G

HO  OH OH
G: —CO OH

OH
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REACCIONES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL VINO

Los compuestos fenolicos participan en el vino en dos grupos de
reacciones importantes, uno formado por aquellas que tienen lugar por
via enzimatica, mientras que el segundo grupo sucede por via quimica.
Aunque ambos tipos de reacciones pueden tener lugar de forma simulta-
nea, las primeras son mas habituales en los primeros estadios de la fa-
bricacion del vino (CHEYNIER et al., 1990), mientras que las segundas,
mucho mas lentas, suelen producirse durante el envejecimiento y alma-
cenamiento, ya que las enzimas son inactivadas en su mayor parte du-
rante el proceso de elaboracion (SINGLETON, 1987; CILLIERS AND SINGLE-
TON, 1991).

Pardeamiento Enzimatico

Los polifenoles son compuestos muy reactivos debido al caracter
acido de los grupos hidroxilo y las propiedades nucleéfilas de los anillos
fenodlicos. Muchos de ellos son buenos sustratos para diversos tipos de
enzimas, entre las que se pueden citar las esterasas, glicosidasas y oxi-
dasas, siendo estas ultimas las responsables del pardeamiento enzimati-
co. Las polifenoloxidasas (PPO) estan localizadas en el citoplasma, mien-
tras que los compuestos fenolicos estan predominantemente localizados
en la vacuola. Las reacciones comienzan cuando son liberadas al medio
las enzimas por rotura de las células de los granos de uvas tanto durante
la vendimia como en los siguientes pasos de la vinificacion. Ello conduce
a una gran diversidad de productos que se suman a los ya existentes,
provocando que exista una gran complejidad de productos fendlicos en el
vino. La lacasa, oxidasa de origen fangico, no esta en la uva de forma
natural, sino que puede estar presente en mostos de uvas atacadas por
la podredumbre. Es la Ginica que su actividad puede mantenerse en los
vinos aun después del proceso de fermentacion en los cuales, si existe
exposicion al aire, puede provocar quiebra oxidasica, precipitacion de
compuestos de alto peso molecular debida a un pardeamiento intenso.

Las PPO son metaloproteinas con cobre como grupo prostético en
su estructura, las cuales utilizan el oxigeno molecular como aceptor y
que, dependiendo de la reacciéon concreta que catalicen, pueden encua-
drarse en tres tipos diferentes (Figura 1):

0 La cresolasa es una monofenoloxidasa, cataliza la hidroxila-
cion de los monofenoles en o-difenoles.

0 La catecolasa es o-difenoloxidasa y su actividad es catalizar
la oxidacion de o-difenoles en o-quinonas.

10
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0 La lacasa es una p-difenoloxidasa y su actividad principal
es catalizar la oxidacion de p-difenoles en p-quinonas.

OH Cresolasa Catecolasa

Y2 O2 /2 02
OH
OH Lacasa
Y2 O,

HO 0
R R

Figura 1. Actividad de las polifenoloxidasas (PPO)

Los centros activos y el mecanismo concreto de actuacion de la
cresolasa-catecolasa se muestran en la Figura 2 (SINGLETON, 1987).

H,O H,0
‘ \ J\l
/ ~N

—O0

\/
C. /

U, H,0

2 H,0

Fenol f0) H.O
= 2
\ y |
]

2 H,0 0, @
2 H,
N\Cu+ Cu+’N ° AN P O\C N
e ~ + u
N \R "N . /

Figura 2. Sitio activo y mecanismo de cresolasa-catecolasa
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Todas estas enzimas estan ampliamente distribuidas en el mundo
vegetal, aunque su papel esta todavia en estudio. Parece ser que estan
involucradas en los mecanismos de defensa de las plantas contra algu-
nos microbios o patogenos virales. De hecho, la participacion de la lacasa
en la polimerizacion de la lignina ha sido demostrado recientemente
(O’MALLEY et al., 1993) y también ha sido sugerida la posible cooperacion
entre la lacasa y la peroxidasa en los procesos de lignificacion (STERJADES
etal, 1993).

El mejor sustrato de la oxidacion enzimatica en los mostos blancos
es el acido cafeoiltartarico (acido t-caftarico) y, en menor extension, el
acido p-cumaroiltartarico (GUNATA et al.,, 1987). CHEYNIER et al. (1995)
postulan dichas reacciones para el acido t-caftarico, tal como resumida-
mente se muestran en la Figura 3.

Acido caftarico

OH

P
O
I

Ox (acido dehidroascoérbico, ...)

PPO, O, (1)

Q
sl
lav]
.
R
jas)
)
-
O

0 Red (acido ascorbico, ...)
OH
O-quinona del , Antocianos o-difenoles,
acido caftarico R OH flavanoles, GRP
3
OH ©) o
RGOH . Quinona secundaria
Acido caftarico
adicion OH
OH
+ R"

aducto

pardeamlento

Figura 3. Oxidacion enzimadtica del dcido t-caftarico

El primer paso es la oxidacion del acido t-caftarico, catalizada por
la presencia de la polifenoloxidasa (PPO), transformandose en su quinona
correspondiente. La oxidacion de los reductores presentes en el medio,
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tales como acido ascorbico o sulfitos (RIGAUD et al., 1991), conlleva la
consiguiente regeneracion del acido t-caftarico (1). La o-quinona del acido
t-caftarico puede entonces sufrir la adicion nucleofila del glutation, tri-
péptido abundante en la uva (CHEYNIER et al., 1986)(2) y formarse el de-
nominado GRP (SINGLETON et al., 1985) (Figura 4):

OH (0] G-S OH
+1/, 0, + GSH
R OH “ppo ~ R 0 R OH

Acido Cafeoiltartarico 0-quinona del dcido

Cafeoiltartarico
COOH SlH
HO-C-H COOH CH,
R: H-C-OOC-CH=CH- GSH : NH,-CH-CH,-CH,-CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COOH
COOH

Figura 4. Formacion de GRP a partir del dcido caftdarico

El GRP formado no es un buen sustrato para la PPO y supone una
paralizacion de la quinona del caftarico frente a las reacciones que dan
lugar a la formaciéon de pigmentos pardos (SINGLETON et al., 1985). No
obstante, el GRP puede ser oxidado por las quinonas del acido t-caftarico
en exceso, después de agotarse el glutation, con el resultado de un par-
deamiento intenso (CHEYNIER AND VAN HULST, 1988). El acido cafeoiltarta-
rico también se puede regenerar por la oxidacion acoplada de otros com-
puestos fenodlicos con funciones o-difenol, como flavanoles y antocianos
(en vinos tintos o rosados), formandose o-quinonas secundarias (3). Es-
tas especies oxidadas son altamente inestables, dando lugar rapidamente
a reacciones entre ellas, tales como reacciones de adicion primarias y
secundarias con otros compuestos fenolicos nucleodfilos (4). EI GRP for-
mado en el proceso es incoloro, pero las siguientes etapas conducen a la
aparicion de pigmentos pardos (WESCHE-EBELING AND MONTGOMERY,
1990; SARNI-MANCHADO et al., 1995).

CHEYNIER et al. (1989) concluyen que la labilidad al pardeamiento
es independiente del contenido en ésteres hidroxicinamicos del vino, y
depende de la relacion molar acidos hidroxicinamicos/glutation, que
constituye una caracteristica varietal, asi como también esta correlacio-
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nado con la concentraciéon en flavanoles en el mosto, la cual esta deter-
minada segun las condiciones de vinificacion, que favorezcan o no la ex-
traccion de estos compuestos. Asi, se han podido establecer tres clases
de mostos que se diferencian en su relacion molar acidos hidroxicinami-
cos/glutation (AH/GSH):

0 mostos poco sensibles al pardeamiento: AH/GSH < 1
0 mostos sensibles al pardeamiento: 1 < AH/GSH < 3
0 mostos muy sensibles al pardeamiento: AH/GSH > 3

En los mostos poco sensibles, los acidos hidroxicinamicos se oxi-
dan muy rapidamente mientras que el GRP se acumula en el medio. Co-
mo consecuencia, el consumo de oxigeno es pequeno y el color apenas
varia. En los otros dos tipos de mostos, la concentracion de GRP llega al
maximo después de varios minutos de oxidacion y luego disminuye rapi-
damente. La regeneracion del sustrato inicial a partir de su quinona en la
reaccion de oxidaciéon acoplada es continuada inmediatamente de una
nueva oxidacion de las moléculas de cafeoiltartarico regeneradas, lo que
se traduce en un gran consumo de oxigeno.

La adicion de glutation en exceso a un mosto limita el pardeamien-
to (RIGAUD et al., 1991), lo cual confirma el mecanismo de reaccion pro-
puesto, ya que solo puede ser atribuible a que todas las quinonas del
sustrato inicial son transformadas en GRP, eliminando la posibilidad de
que activen la oxidacion acoplada que conduce al pardeamiento.

No obstante, la comparacion de las cinéticas de reaccion en mos-
tos y soluciones modelo, indican que hay otros componentes del mosto
que reaccionan con la quinona del caftarico, compitiendo asi con el gluta-
tion. Entre estos compuestos se encuentran los reductores fuertes como
el acido ascorbico. En efecto, la adicion de éste a los mostos retarda la
degradacion del acido t-caftarico y la formacion del GRP. La adicion de
SO, también inhibe el pardeamiento del mosto, ya que reduce las quino-
nas a su fenol original, consiguiendo que no se continue el proceso de
formacion de pigmentos pardos.

En disoluciones modelo de (+)-catequina con acido t-caftarico en
presencia de PPO se han podido identificar los posibles aductos forma-
dos, asi como una posible estructura formada entre el acido caftarico y la
(+)-catequina y que se muestran en la Figura 5 (CHEYNIER et al., 1988).
Cuando se forma la o-quinona de (+)-catequina, ésta reacciona rapida-
mente con una hidroquinona para formar productos de condensacion, en
este caso con el t-caftarico (CHEYNIER et al., 1989), siendo los productos
de condensacion entre estas dos moléculas similares a los encontrados
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OH

\C[ (+)-catequina
OH
% 0, j
R2
\<I O-quinona

de catequina

Ac. caftarico
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O-quinona del
ac. caftarico

(+)cathuina\ /Ac. Caftarico
R OH
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Y Oy R2 COOH
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O-quinona HO
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R2 Quinona de ac. caftarico- R2:
3 X . catequina ’
dimero idroquinona OH
OH

Productos de Condensacién

Figura 5. Reacciones enzimdticas de dcido caftarico y (+)-catequina

en medios modelo del tipo mosto de manzana (OSZMIANSKY AND LEE,
1990; RICHARD-FORGET et al., 199535).

CHEYNIER et al. (1988) considerando el potencial redox de varios
compuestos fenolicos presentes en el vino, establecieron el orden que
entre ellos existe para producir en mayor o menor medida el acoplamien-
to oxidativo:

galatoepicatequina < procianidinas < GRP <
< (-)-epicatequina, (+)-catequina < acido t-caftarico.

En este sentido, CHEYNIER AND RICARDO DA SILVA (1991) indican
que, en las condiciones normales de obtencion del mosto, las procianidi-
nas son facilmente oxidadas por acoplamiento oxidativo con acido t-
caftarico en presencia de PPO, dando posteriormente reacciones de con-
densacion que aumentan el pardeamiento.
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También se ha estudiado la reaccion entre el acido t-caftarico con
antocianos (cianidin-3-glucésido, y malvidin-3-glucésido) en presencia de
PPO, para confirmar las reacciones anteriores en disoluciones modelo
(SARNI-MANCHADO et al.,, 1995). Ambos antocianos, aunque son de dife-
rente naturaleza, reaccionan con la o-quinona del caftarico formada en-
zimaticamente (Figura 6).

Acido t-caftarico

PPO )\

Acido t-caftarico ‘O-qumona del

acido t-caftarico
H Productos de

Condensacion

Malvidin-3-glucésido

Cianidin-3-glucésido O-quinona
Cianidin-3- O“?“i{l(;’,nasdel PPO
. cianidin-3-

glucésido glucosido polifenol
O-quinonas O-difenol
de productos

de

condensacion

Figura 6. Reaccion del dcido caftdrico con antocianos

Mientras la cianidina se ve favorecida a formar acoplamientos oxi-
dativos, la malvidina prefiere formar aductos con la o-quinona del cafta-
rico, hecho confirmado posteriormente por SARNI-MANCHADO et al. (1997).
Se forman productos coloreados rojos en una primera etapa, para des-
pués degradarse hacia compuestos incoloros de forma gradual debido a
que se producen o bien oxidaciones enzimaticas, o bien reacciones poste-
riores con quinonas primarias o secundarias.

También se realizaron reacciones de oxidacion enzimatica de (+)-
catequina en disoluciones modelo en ausencia de acido cafeoiltartarico.
En concreto, GOODENOUGH et al. (1983) llevaron a cabo la reaccién en
presencia de polifenol oxidasa, observando que se generan compuestos
coloreados (Amax 390 nm), analogos a la dehidrodicatequina A, identifica-
da cuando la oxidaciéon se lleva a cabo en presencia de peroxidasa. Ade-
mas, aparecen pequenas cantidades de productos incoloros, posiblemen-
te 8-hidroxicatequina, tanto si la reaccion es catalizada por PPO como
por peroxidasa (WEINGES AND EBERT, 1968), asi como otros pigmentos
amarillos que muestran maximos de absorcion a 380 y 420 nm (OSz-
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MIANSKI AND LEE, 1990; ROUET-MAYER et al, 1990) y procianidina B3
(OSZMIANSKI AND LEE, 1990). Por otro lado, ha sido descrita que en la oxi-
dacion catalizada por peroxidasa de la (+)-catequina se producen cuatro
isomeros incoloros de procianidinas del tipo B (dehidrodicatequina B) y
dehidrotricatequina (WEINGES, 1971), ademas de la ya mencionada dehi-
drocatequina A (WEINGES et al., 1969).

Estas diferencias encontradas en los productos formados se podri-
an explicar en base a que la oxidacion enzimatica de la (+)-catequina
puede transcurrir segin dos diferentes tipos de reaccion. Por un lado, en
presencia de peroxidasa tiene lugar una oxidaciéon monoelectronica que
generaria radicales de semiquinona (MCDONALD AND HAMILTON, 1973) y,
con polifenoloxidasa la reaccion es bielectronica produciéndose o-
quinonas (KALYANAMARAN et al., 1984). También pueden influir las condi-
ciones de incubacion de las disoluciones, tales como pH, fuerza idnica,
etc., que provocarian reacciones de acoplamiento entre las diferentes es-
pecies quimicas presentes. Sobre todo es interesante destacar el efecto
del pH, ya que a altos valores, se incrementa la proporcién de aniones
fenolato que son mas facilmente oxidados al radical libre semiquinona
que los fenoles protonados. Ademas, variaciones de pH modifican la velo-
cidad de degradacion de varias o-quinonas, y la naturaleza de los pro-
ductos de oxidacion formados, tanto enzimatica (RICHARD-FORGET et al.,
1992) como quimicamente (FULCRAND et al., 1994).

GUYOT et al. (1995) estudiaron la influencia del pH en la oxidacion
enzimatica de (+)-catequina, demostrando que, en gran medida, afecta en
la naturaleza y cantidad de los productos formados, predominando los
compuestos incoloros (Amax 280 nm) a valores menores de 4, mientras que
a altos valores de pH los predominantes son los amarillentos (Amax 385-
415 nm). Los mecanismos de oxidacién, asi como las estructuras de los
diferentes productos formados son hasta la actualidad poco conocidos, si
bien a través de algunas hipotesis han sido propuestas dos diferentes
vias:

* adicion nucledfila de Michael de un anillo fenélico a una o-quinona

para el acoplamiento de fenoles en presencia de PPO (MCDONALD
AND HAMILTON, 1973).

OH
H
PPO
—_—
10— T s =
HO 2 o) ~ Y
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* acoplamiento de radicales semiquinona formados por desprotona-
cion reversa que pueden ser una alternativa ya que algunas condi-
ciones de incubaciéon (gran exceso de PPO) pueden provocar des-
protonacion reversa (PETER, 1989).

o) OH o
+ _— 2 + 2H*

R R R

O-quinona O-difenol Semiquinona radical

La adicion Michael puede ser favorecida por altos valores de pH,
que incrementan el caracter nucleofilico de la (+)-catequina, mientras que
a bajos valores de pH se favorecen los mecanismos radicalicos como con-
secuencia de incrementar la reactividad de los radicales semiquinonas.

GUYOT et al. (1996) dilucidan las posibles estructuras resultantes
de la oxidacion de (+)-catequina en presencia de PPO. Los dimeros encon-
trados no correspondian con la estructura de las procianidinas natura-
les, sino que debian estar formados por la reaccién de una o-quinona de
la catequina con una catequina o por union de dos semiquinonas de ca-
tequina, las cuales se muestran en la Figura 7 de la pagina siguiente.

De estos nuevos posibles compuestos, algunos de ellos son incolo-
ros (1, 2, 3 y 4) y otros presentan una tonalidad amarillenta (5, 6, 7y 8).
La formacion de (3) corresponde con la dehidrodicatequina B4, que se ha
podido formar por un ataque nucleofilo del carbono C8 de una unidad
de (+)-catequina sobre el anillo B de la catequina oxidada como quinona
en la adicion tipo Michael (Figura 8a).

O-quinona

Figura 8a. Mecanismos de formaciéon de productos de oxidacion
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Figura 7. Algunas estructuras resultantes de la oxidacién
enzimdtica de (+)-catequina

19



Revision Bibliogrdfica

Sin embargo, los compuestos amarillos resultantes pueden tam-
bién surgir desde la estructura (3) por dos diferentes mecanismos de adi-
cion intramoleculares seguidos de la oxidacion del anillo B, ambos enzi-
maticos, o por una oxidaciéon acoplada que involucra a la quinona de la
(+)-catequina como un oxidante (Figura 8b).

Figura 8b. Mecanismos de formacién de productos de oxidacién

La formacion de uniones O-3’B-C-8D y 0O-4’B-C-8D observadas pa-
ra las estructuras (1) y (2) respectivamente, pueden ser el resultado de
reacciones de acoplamiento que involucran a radicales semiquinonas (Fi-
gura 8c). Los mecanismos radicalicos de acoplamiento pueden ser expli-
cados por una sustitucion homolitica aromatica postulada por McDoO-
NALD AND HAMILTON (1973), como un mecanismo alternativo al mas clasi-
co acoplamiento homolitico de dos radicales.

OH

Figura 8c. Mecanismos de formacién de productos de oxidacién

La formacion de especies radicalicas de anillos B puede resultar
como consecuencia de la desprotonizacion reversa, que se ve favorecida

20



Revision Bibliogrdfica

cuando en las condiciones de incubacion usadas existe un exceso de (+)-
catequina comparada con la de quinona (+)-catequina (Figura 8d).

(o}
OH O-
(0}
HO o @: HO o @:
o + OH 9 OH
OH
OH

OH
OH
OH

OH
O-quinona (+)-catequina Radical semiquinona

Figura 8d. Mecanismos de formacion de productos de oxidacién

Por 1ltimo, en otros estudios del par-
deamiento enzimatico también llevados a
cabo en disoluciones modelo, JIMENEZ AND
GARCIA-CARMONA (1999) realizaron la oxida-
cion del flavonol quercetina por la PPO. En el
medio de oxidacion se observaron cambios Quercetin
en los maximos espectrales a 372 nm, de- OH
creciendo la absorbancia, y a 291 nm au-
mentando la correspondiente. Ademas, la
presencia de dos puntos isobécticos a 272 y
342 nm sugiere que s6lo un compuesto ab-
sorbante se forma durante la oxidacion de la
quercetina por la PPO, cambios, ademas,
que no se producen en ausencia de la enzi-
ma, lo cual confirma que son como conse-
cuencia de la actividad de la misma.

Pardeamiento Quimico

Durante la conservacion y el envejecimiento de los vinos se produ-
cen cambios de color, los cuales son normalmente atribuidos a la forma-
cion progresiva de pigmentos condensados resultado de la interaccion
y/o oxidacion de los componentes fenolicos del vino. Estas reacciones
son mas lentas que las que ocurren en presencia de enzimas, en el lla-
mado pardeamiento enzimatico, ya que durante esta fase del proceso de
produccion del vino las enzimas ya no son activas. A continuacion se
muestran las reacciones involucradas en la oxidacion de los catecoles del
vino a ortoquinonas en las que HzQ representa el catecol, HQ- el anién
fenolato, HQ: la semiquinona, O>- el i6n superoxido y Q la ortoquinona
(SINGLETON, 1987):
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0, + HQ" 0, + HQ-
0,” + H,Q HQ + HO,
HO, H* + 0,”
O, +H,Q + H* HQ + H,0,
O, + HQ- Q+0, +H"
0,” + HQ + H* Q + H,0,

correspondiendo el balance final a la ecuacion:
O, + catecol ——» quinona + H,0,

siendo la fase limitante de este proceso la produccién de semiquinonas,
debido principalmente a la débil concentracion de iones fenolato al pH
acido del vino (SINGLETON, 1987; CILLIERS AND SINGLETON, 1989). Es inte-
resante senalar la formacion de moléculas de perdoxido de hidrégeno co-
mo resultado de la reaccion de oxidacion. La presencia de éstas en el vino
podrian explicar el aumento en acetaldehido del medio, resultado de la
oxidacion del etanol por ellas (WILDENRADT AND SINGLETON, 1974). Cierta-
mente, el acetaldehido esta presente en el vino como consecuencia del
metabolismo de las levaduras durante el proceso de fermentacion (ROMA-
NO et al., 1994), aumentando mucho sus concentraciones en algunos
vinos como los sherry como consecuencia de su particular modo de enve-
jecimiento (CASAS, 1985; MARTINEZ DE LA OSSA et al., 1997; CORTES et al.,
1998, 1999).

Estas reacciones quimicas son extremadamente lentas y pueden
requerir semanas o incluso meses para que puedan ser apreciadas bajo
condiciones acidas (OSZMIANSKI et al., 1985), pero son aceleradas en con-
diciones alcalinas (ROSSI AND SINGLETON, 1966; TULYATHAN, 1984), o por la
presencia de catalizadores metalicos como el cobre o el hierro (GORINS-
TEIN et al., 1985), siempre presentes en el vino. Es por ello que algunos
autores han variado las condiciones de pH, llevando las disoluciones mo-
delo a condiciones alcalinas, para asi acelerar el proceso de oxidacion. De
este modo SINGLETON (1987) estudio la autoxidacion alcalina del acido
galico, ya que las reacciones involucradas en el proceso de oxidacion son
muy similares a las que ocurren en condiciones acidas y la velocidad es
mucho mas rapida (Figura 9). Ademas, el estudiar la oxidacion bajo con-
diciones alcalinas es una ayuda mas para vislumbrar mejor los meca-
nismos de reaccion, asi como los compuestos que toman parte en ella.
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Figura 9. Autoxidacién del dcido gdlico en condiciones alcalinas

Durante la autoxidacion del acido galico a pH 14, se consumen 5
atomos de oxigeno por mol de acido, produciéndose cerca de dos moles
de peroxido de hidrogeno, lo que prueba el mecanismo anteriormente
comentado de la produccién de un fuerte oxidante acoplado a la oxida-
cion de fenoles (WILDENRADT AND SINGLETON, 1974). La dimerizacion rege-
nerativa del acido galico ocurre en el 98% de los casos, mientras que el
2% restante se completa con la oxidacion como monoémero. El dimero
acido es entonces reoxidado, apareciendo productos idénticos a los en-
contrados en tratamientos similares con acido elagico.

Sin embargo, el estudiar la oxidacién en condiciones alcalinas tan
drasticas y a su vez tan diferentes a las condiciones naturales de pH del
vino, puede provocar que las reacciones no ocurran tal y como se descri-
ben. Es por ello que muchos autores han decidido realizar sus estudios
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en condiciones acidas, aunque las reacciones sean mas lentas. De hecho,
CILLIERS AND SINGLETON (1991) caracterizaron varios productos resultan-
tes de la oxidacion del acido cafeico a diferentes pHs, todos superiores a
4, encontrando que los perfiles cromatograficos eran muy similares, dife-
renciandose por la proporciéon de los productos formados. Sin embargo,
FULCRAND et al. (1994), realizaron la oxidacion del acido cafeico en condi-
ciones mas acidas (pH 3.6), encontrando que se forman otros productos
diferentes a los encontrados por los an-
teriores  autores. Los compuestos

. . . .. HO OH
mayoritarios de esta oxidacion son dos Q o) O
isomeros del acido 2,5-(3’,4’-dihidro-
xifenil)-tetrahidrofuran-3,4-dicarboxilico HO OH
(Figura), formados a partir de la dimeri- HOOC COOH
zacion del acido cafeico. Dependiendo de
la configuracion de los enlaces de los sustituyentes del anillo del furano
es posible encontrar hasta 4 isomeros distintos, siendo el mayoritario el
siguiente:

H o H OH

R R
HOOCTS_Z"’COOH R: OH
H H

El mecanismo de formacion de los derivados tetrahidrofuranos se-
gun FULCRAND et al. (1994) es el mostrado en la Figura 10, en la cual el
agua acttia como nucleéfilo a bajos valores de pH. Esta reaccién no fue
observada a altos valores de pH.

o o OH o>
OH " Ho OH Ho OH 1o OH
‘ ‘ + H,0 (o]
2 -H* —+>
| | | 0H_f| -H HO OH
. HOOC'  COOH
COOH HOOC ~ COOH HOOC  COOH

Figura 10. Mecanismos de formacion de los derivados
tetrahidrofuranos

Como ya ha sido comentado anteriormente, los catalizadores me-
talicos como cobre o hierro pueden acelerar el proceso de oxidacion de
los fenoles (GORINSTEIN et al., 1985; CILLIERS AND SINGLETON, 1989). Cen-
trandose en la oxidacion del vino, CACHO et al. (1995) estudiaron la in-
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fluencia del hierro, cobre y manganeso, metales que suelen estar presen-
tes en la composicion natural del vino. De los tres cationes metalicos, el
hierro y el manganeso parecen tener una mayor influencia en la pérdida
de compuestos fenolicos debido a la oxidacion de los mismos. A causa de
que la concentracion en hierro de los vinos es superior a la del mangane-
so, es por lo que casi todos los estudios se han centrado en el primero.

HOCKING AND INTIHAR (1985) investigaron la oxidacion de fenoles
por peréxido de hidrogeno catalizada por complejos de hierro, encontran-
do que un posible mecanismo de actuaciéon seria el que se muestra en la
Figura 11:

HO, + Fe’ —= OH + Fe& + OH-

OH OH
H
OH
+ OH:
OH OH
OH 3 OH 2
+ Fe +Fe tH

Figura 11. Hidroxilacién del fenol catalizada por ién ferroso

Asi, OSZMIANSKI et al. (1996), centrandose en disoluciones modelo
parecidas al vino, catalizaron la oxidacion de la (+)-catequina con ion fe-
rroso. Conforme trancurria el tiempo de incubacion, las disoluciones pre-
viamente incoloras, iban pardeandose, produciéndose numerosos pro-
ductos de reaccion, incluyendo compuestos incoloros. Muchos de los
productos formados eran eluidos después de la (+)-catequina en HPLC, lo
cual implica que son menos polares y/o mayores en tamano que el com-
puesto de partida, tal y como ocurria en oxidaciones enzimaticas de la
(+)-catequina (OSZMIANSKI AND LEE, 1990; GUYOT et al., 1995).

Los compuestos amarillentos se van acumulando gradualmente en
el medio conforme aumenta el periodo de incubacién de la disolucién y
cuando la concentracion de hierro en el medio es mayor (OSZMIANSKI et
al.,, 1996). Sin embargo, estos autores observaron que tales compuestos
amarillentos difieren de los formados por via enzimatica o de los forma-
dos en disoluciones de autoxidacion en ausencia de hierro.
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La estructura original de la (+)-catequina se mantiene en los com-
puestos incoloros formados, ya que estos muestran espectros UV-visibles
semejantes a los de la (epi)catequina y procianidinas, con un maximo de
absorbancia cercano a 280 nm. Ello implica uniones C-C y C-O en los
dimeros formados. Estos compuestos incoloros deben ser intermediarios
en la via de sintesis hacia los compuestos pardos, tal y como ha sido de-
mostrado en disoluciones de (+)-catequina oxidadas enzimaticamente
(Guyor, 1994).

Dentro de las reacciones de pardeamiento no enzimatico, no solo
se produce la oxidacion de los flavanoles, también es posible una con-
densacion entre los compuestos fenolicos. Ello es debido a que los feno-
les, en general, y los flavanos en particular actian como agentes nucleoé-
filos (FULCRAND et al., 1994). En este sentido, FULCRAND et al. (1996), es-
tudiaron la polimerizacion inducida por el acetaldehido de los flavan-3-ol
en disoluciones modelo parecidas al vino. El acetaldehido esta presente
en el vino por su produccion por parte de las levaduras durante el proce-
so de fermentacion, debido a la crianza biologica en los vinos tipo sherry
o por una oxidacion previa del etanol, como ya se ha comentado ante-
riormente. El acetaldehido se anadia al medio de reaccion ya que los pro-
cesos de condensacion son muchos mas rapidos en presencia de conte-
nidos mas altos de este compuesto (BAKKER et al., 1993).

Estos autores (FULCRAND et al., 1996) incubaron por separado (+)-
catequina y (-)-epicatequina con acetaldehido en un medio hidroalcohéli-
co acido, parecido al vino, encontrando dimeros flavano-flavano unidos
por un puente etilo, mediante el mecanismo que se muestra en la Figura
12. El proceso comienza con la protonacion del acetaldehido en el medio
acido, convirtiéndose en un carbocation que experimenta un ataque nu-
cledfilo por parte de la unidad del flavano, bien por el C6 o el C8 del ani-
llo A. El aducto etandlico entonces formado se transforma en un nuevo
carbocation por pérdida de una molécula de agua. La nueva especie sufre
entonces un nuevo ataque nucleofilo por una segunda unidad de flavano
formandose el dimero, y continuando el proceso, llegandose a formar
trimeros, tetrameros, etc., llegando a detectar hasta hexameros. Esta
misma reaccion ya fue estudiada por CACHO et al. (19935), pero con el ob-
jetivo de demostrar que el hierro cataliza la combinacién del acetaldehido
con los compuestos fenolicos.

De esta forma FULCRAND et al. (1996) confirmaron el mecanismo
previamente postulado por TIMBERLAKE AND BRIDLE (1976) y aunque fue
demostrado con la (+)-catequina, también la (-)-epicatequina puede reali-
zar el mismo proceso, formandose compuestos analogos a los formados
por su isomero. Ademas, en los resultados obtenidos con la (-)-
epicatequina, se observaron mas picos de los previstos, lo que sugiere o
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H,C— CH

oo IO

OH

OH

Figura 12. Mecanismo de polimerizacién de flavan-3ol inducida
por el acetaldehido

bien una contaminacion del monémero por su isomero homologo, o bien
una posible epimerizacion de la (-)-epicatequina en (+)-catequina, for-
mandose asi mayor numero de compuestos en la disolucion.

En este mismo sentido, SAUCIER et al. (1997) analizaron la confor-
macion estructural de los compuestos formados en el proceso de conden-
sacion de la (+)-catequina con el acetaldehido, confirmando todo lo ob-
servado anteriormente.

ES-SAFI et al. (1999a) estudiaron la competicion de la (+)-catequina
y (-)-epicatequina para polimerizarse en presencia de acetaldehido. A to-
dos los valores de pH estudiados, la velocidad de reaccion de la (-)-
epicatequina es mayor que la (+)-catequina incubados por separado, es-
pecialmente cuando las disoluciones modelo ensayadas son mas acidas,
es decir con un pH mas parecido al del vino. También es interesante des-
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tacar que cuando incubaron juntos ambos flavanos, la (-)-epicatequina
seguia reaccionando mas rapida que la (+)-catequina, pero que, ademas
de los dimeros anteriormente dados por FULCRAND et al. (1996), encontra-
ron otros heterogéneos formados por una unidad de catequina y otra de
epicatequina unidas por un puente etilo. Ademas de los dimeros, se for-
maron otra serie de compuestos, que por la complejidad de los cromato-
gramas, no pudieron identificar, pero muy probablemente corresponden
con trimeros, tetrameros, etc., heterogéneos ademas de los homogéneos
anteriormente encontrados en las disoluciones en las que fueron incuba-
dos por separado.

ES-SAFI et al. (1999b) también estudiaron la condensacion induci-
da por acetaldehido de (-)-epicatequina y malvidin-3-O-glucésido, reac-
cion que es posible encontrar en los vinos tintos. Nuevamente obtuvieron
productos oligomeros resultado de la condensacion del flavano con otro
flavano o con la unidad de antociano, unidos por un puente etilo. En nin-
gun caso aparecieron dos unidades de antociano unidas por el puente
etil. Es mas, en los posteriores trimeros y tetrameros, encontraron que la
unidad de antociano podia formar parte de ellos, pero siempre como uni-
dad final, nunca en el interior de la molécula (Figura 13).

CH, CH,
CH, Epi)\Epi Epi CH, CH, CH,
Epi)\Epl )C\H3 CH, Epi Epi "Epi Mv
CH, Mv® “Epi Mv CH, CH, CH,
Epi Mv CH; CH, My EpiJ\EpiJ\Mv
Epi EpiJ\Mv
Dimero Trimero Tetramero

Figura 13. Estructuras simplificadas de los aductos
flavano-etil-flavano y antociano-etil-flavano

Como consecuencia, el proceso de polimerizacion se detiene cuan-
do los finales de la cadena son ocupadas por unidades de malvidina. Es
también interesante resaltar el hecho de que no encontraron aductos
monoémeros intermediarios o compuestos dimeros que consistiesen sola-
mente en unidades de malvidin-3-O-glucésido. Ello demuestra que la
unidad de antociano no es atacada por el primer carbocation formado
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por protonacion del acetaldehido, sino al contrario, solamente es atacada
la unidad de flavanol.

Los dos compuestos mayoritarios formados muestran un espectro
UV-visible similar al malvidin-3-O-glucésido, lo cual indica que el cromo-
foro flavylium esta presente en ambos pigmentos. Ademas, los dos mues-
tran un hombro a 450 nm, y la longitud de onda de sus maximos de ab-
sorbancia en el visible son significativamente mayores que la del mono-
mero (545 frente a 525 nm), probablemente debido a un efecto de copig-
mentacion inter- o intramolecular, tal y como fue ya descrito por ESCRI-
BANO-BAILON et al. (1996) para los compuestos coloreados con puentes
etilo obtenidos por la interaccion entre la (+)-catequina, acetaldehido y
un pigmento flavilium sintético.

Segun los datos del analisis por LC/MS obtenidos por ES-SAFI et
al. (1999b) estudiando la condensaciéon flavano-antociano inducida por
acetaldehido, se encontraron intermedios de reacciéon que indican que
quizas el mecanismo de formacion es similar al anteriormente postulado
por TIMBERLAKE AND BRIDLE (1976) y confirmado posteriormente por FUL-
CRAND et al. (1996) para la condensacion de flavanos. Sin embargo, el
hecho de que la reaccion antociano-etil-flavano necesite la contribucion
de calor para transcurrir, indica que sus aductos son mas estables que
los equivalentes flavanos.

Al igual que se ha comentado anteriormente, se ha sugerido que
los dimeros formados en la condensacion antociano-flavano son transito-
rios, ya que después estan involucrados en el desarrollo de compuestos
de mayor grado de condensacion, los cuales finalmente precipitan (BAK-
KER et al., 1993; GARCIA-VIGUERA et al., 1994). Todo esto explicaria la
pérdida de astringencia y cambio de color observado durante el envejeci-
miento de vinos tintos.

Pero no solamente es posible el acetaldehido como puente en la
condensacion de flavan-3-ol, FULCRAND et al. (1997) también demostra-
ron que una molécula de acido tartarico oxidada puede competir con el
acetaldehido en la misma funciéon. Para ello incubaron (+)-catequina en
un medio hidroalcohélico con iones de hierro (II) y rebajando el pH del
medio con acido tartarico. Para acelerar el proceso, ademas las disolu-
ciones fueron incubadas a 39°C. Como consecuencia de la catalisis del
hierro, el acido tartarico se oxida a acido glioxilico, y es éste el que reac-
ciona con las unidades de (+)-catequina, formandose los dimeros, trime-
ros, etc. por un mecanismo analogo al observado para el acetaldehido
(Figura 14). Esta hipoétesis la confirmaron los propios autores incubando
la (+)-catequina directamente con acido glioxilico en las mismas condi-
ciones que las anteriores, ya que se formaron los mismos compuestos
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observados con el acido tartarico. Asimismo, se pueden formar estereoi-
someros en los dimeros y trimeros al unirse las moléculas o bien por el
C6 o bien por el C8 del anillo A, tal y como ocurria con el acetaldehido.

Cat

H Cat HO'(T’_COOH HC—COOH
HO—G—COOH_, HE—COOH ——> Gat — > Cat
Cat Cat HG—COOH HG—COOH
Cat Cat
Intermedio Dimero Intermedio Trimero

Figura 14. Productos formados en la condensacién de (+)-catequina
con dacido glioxilico

En esta reaccion de condensacion, se forman compuestos incolo-
ros y coloreados, si bien la formacion de pigmentos amarillentos parece
estar relacionado con la desaparicion de compuestos incoloros. Conside-
rando la concentracion existente de acido tartarico y de iones ferroso en
el vino, esta reaccion puede ser una importante ruta en los procesos de
envejecimiento, probablemente compitiendo con la policondensacion in-
ducida por el acetaldehido descrita anteriormente. Ademas, es interesan-
te destacar que estos productos amarillos derivados de los incoloros, pa-
recen ser mas estables y como consecuencia pueden contribuir a la pos-
terior formacion de otros pigmentos coloreados involucrados en los pro-
cesos de pardeamiento.

Continuando con esta linea de investigacion, ES-SAFI et al. (1999c
y 1999d) estudiaron la aparicion de un nue-
vo compuesto polifendlico de estructura ba-
se xanteno (Figura), formado a partir de la
reaccion entre (+)-catequina y acido glioxili-
co. Asi, aislaron por HPLC semipreparativa
el dimero incoloro mayoritario formado a
partir del flavano y el glioxilico (Figura 15),
una vez identificado comprobaron que este
compuesto coincidia con el que habia sido
previamente identificado por FULCRAND et al.
(1997) como el isémero 8-8.
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CHO-COOH HO
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OH
(+)-catequina OH Dimero mayoritario

Figura 15. Sintesis de dimeros incoloros a partir de (+)-catequina y
dcido glioxilico

Posteriormente estos autores incubaron al citado dimero en una
disolucion hidroalcohdlica a pH 3.5 y comprobaron que, a medida que
transcurria el tiempo, se van formando pigmentos amarillos con la con-
secuente desaparicion del compuesto incoloro incubado. Los propios au-
tores (ES-SAFI et al., 1999d) observaron que este pigmento mostraba pro-
piedades similares a las sales del xanteno. Asimismo, propusieron un
mecanismo de formacion basado en una deshidratacion previa del com-
puesto dimero incoloro obteniendo el xanteno, y una posterior oxidacion
que conduce a la sal correspondiente (Figura 16):

OH OH
HO OH HO
O O deshidratacién
HO™ X0

Figura 16. Mecanismo de formacion de la sal de xantilium, via
xanteno, a partir del dimero incoloro.

Sin embargo, en la experiencia no solo obtuvieron este compuesto
(sal de xantilium), sino que aparece otro de color amarillo, con caracteris-
ticas similares y con una masa molecular 28 unidades superior. Todos
estos datos llevaron a los autores a pensar que es un derivado de la sal
obtenida anteriormente, concretamente un derivado etilico. Este hecho lo
confirmaron, porque al incubar la sal en metanol en lugar de etanol, se
obtuvo un compuesto también amarillento ligeramente mas polar, que
correspondia con el derivado metanélico.

Por todo ello, los autores proponen un mecanismo general de for-
macion de compuestos coloreados, derivados de la sal de xantilium, a
través del dimero incoloro mayoritario que se forma al reaccionar la (+)-
catequina con el acido glioxilico que se muestra en la Figura 17. El grupo
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metoxi o etoxi puede ser fijado por esterificacion directa de la sal del
xanteno o por esterificacion del compuesto dimero incoloro, el cual se
puede a su vez ciclar formando compuestos xantenos esterificados, y por
oxidacion se producen los compuestos xantilium esterificados. Los com-
puestos 2, 3 y 4 son incoloros, 5, 6 y 7 compuestos tipo xantenoy 8, 9 y
10 son pigmentos amarillentos.

HO

HO

CHO-COOH OH

OH
OH

deshidratacion

HO

H
E

~N O

:R
R
R

: Me
Figura 17. Mecanismo de formacién de la sal de xantilium, via

xanteno, a partir de (+)-catequina y dcido glioxilico

Dado que en disoluciones modelo que contenian (+)-catequina, aci-
do tartarico y etanol se encontraron dos derivados del xantilium, ello
implica que estos compuestos se obtienen por la misma reaccion, tanto si
el acido glioxilico se aniade directamente, como si se forma por oxidacion
del acido tartarico (FULCRAND et al., 1997), por lo que esta reaccién puede
ser una via de formacion de compuestos amarillentos y por tanto una
posible contribucion al pardeamiento del vino.

Ademas de los compuestos citados, y obtenidos a partir del dimero
mayoritario incoloro, ES-SAFI et al. (2000a) obtuvieron otros pero incu-
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bando en disoluciéon acuosa el resto de dimeros incoloros que habian si-
do obtenidos por la citada reaccion entre (+)-catequina y acido glioxilico.
En este sentido, cuando incubaron los dimeros resultantes de la unién
entre el C6 de una unidad de (+)-catequina con el C8 de otra unidad del
flavano mediante un puente etilo, se obtuvieron, en ambos casos, dos
nuevos compuestos amarillos con espectro UV-visible similar al xanti-
lium y que mediante analisis posteriores mediante LC-MS indicaron que
éstos son isomeros del xantilium (Figura 18a). Los dos isomeros del
xantilium se forman por un proceso de deshidratacion del dimero incolo-
ro que, a su vez, puede tener lugar en dos posiciones diferentes: o bien
entre el grupo hidroxilo del C7 del anillo A de la molécula de (+)-
catequina que se ha dimerizado por el C8, o a través del grupo hidroxilo
del C5 o C7 del anillo A de la otra molécula de (+)-catequina que se ha
unido por el C6 al puente etilo.

OH
OH

OH

Figura 18a. Mecanismo de formacién de pigmentos amarillos
a partir de dimeros incoloros.
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Asimismo, observaron otros picos mas pequenios con el mismo es-
pectro que los anteriores y que podrian resultar de la division de los di-
meros incoloros, los cuales se pueden recombinar dando otros dimeros
isomeros y otros compuestos amarillentos. Finalmente, el Gltimo dimero
incoloro posible, dos unidades de (+)-catequina unidas por el puente etilo
al C6 de ambas, fue incubado en las mismas condiciones que los anterio-
res, obteniéndose tres compuestos amarillos. El mecanismo de formaciéon
de éstos debe ser similar al postulado hasta ahora para los anteriores, es
decir, una deshidrataciéon previa seguida de una oxidacién. En este caso
son posibles tres opciones: deshidratacién 5-5, 7-7 y 5-7 (Figura 18b):

5-5 deshidratacion
oxidacion

Figura 18b. Mecanismo de formacién de pigmentos amarillos a par-
tir de dimeros incoloros.

Todos estos resultados explicarian la gran cantidad de compuestos
amarillos formados cuando se incuba (+)-catequina con acido tartarico y
hierro (OSZMIANSKI et al., 1996; LOPEZ-TOLEDANO et al., 2002). Sin embar-
go, estos compuestos amarillentos pueden seguir polimerizandose, tal y
como han demostrado ES-SAFI et al. (2000b) después de incubar una di-
solucion de (+)-catequina y acido glioxilico durante varios dias. Asi, de-
tectaron dos nuevos compuestos de color rojo, que exhiben un espectro
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UV-visible con un maximo de absorcion alrededor de 560 nm y cuyos
analisis posteriores de LC/ESI-MS en modo i6n negativo indicaron que se
trataban de estructuras trimeras. La presencia de un esqueleto quino-
noidal podria explicar la absorcion alrededor de 560 nm observada en
ambos compuestos. En la Figura siguiente pueden observarse las estruc-
turas propuestas para estos dos nuevos compuestos coloreados:

Pero no solo se encontraron estos compuestos coloreados, también
se obtuvieron otros compuestos polifendlicos, cuya estructura base se
muestra en la siguiente Figura. Tres de ellos (3a, 3b y 3c) exhiben un
maximo de absorcién en el UV-visible a 295 nm y un hombro alrededor
de 340 nm. La elucidacion estructural de éstos por RMN mostr6é que con-
sisten en unidades de (+)-catequina con un grupo aldehido unido a la
posicion 6 (3b), 8 (3a) o en ambas posiciones a la vez (3c), del anillo A.

OH
OH

3a: R1=H R2=CHO
3b: R1=CHO R2=H
3c: R1=CHO R2=CHO
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Otros tres nuevos compuestos (4a, 4b y 4c) exhibian un espectro
similar a las sales de xantilium. Después de aislar éstos mediante HPLC
en escala semipreparativa, concentrarlos al vacio, congelarlos y liofilizar-
los, solamente del compuesto 4a obtuvieron cantidad suficiente para po-
der elucidar su estructura. Asi, demostraron que consiste en un derivado
de la sal xantilium con dos unidades de (+)-catequina en las cuales tres
de las cuatro posiciones 6 o 8 estan sustituidas. En este sentido, estos
autores (ES-SAFI et al.,, 2000b) explicaron la posible estructura de otros
picos del cromatograma y ademas, propusieron posibles reacciones que
pueden tener lugar cuando se incuba (+)-catequina con acido glioxilico
después de varios dias (Figura 19).

i 2 . H
catalisis acida

—
deshidratacion -,

oxidacion

oxidacion

catalisis écid:f‘o ¥, esterificacion
—

-
deshidratacién

Figura 19. Algunas de las posibles reacciones resultantes de la
incubacién de (+)-catequina con dcido glioxilico.

Siguiendo en este sentido, ES-SAFI et al. (2000c) incubaron (+)-
catequina con 5-hidroximetilfurfural (HMF) y furfural, respectivamente, a
diferentes pHs. Nuevamente los carbocationes tienen mayor disponibili-
dad por el furfural o el HMF a bajos valores de pH, tal y como ya habian
observado previamente para la reaccion con acetaldehido (ES-SAFI et al.,
1999b). Cuando la (+)-catequina fue incubada con furfural, la disolucién
sufrié un progresivo oscurecimiento, llegando a ponerse completamente
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negra al final del ensayo. Los compuestos que se
obtenian eran muy parecidos a los observados en
los estudios de (+)-catequina con acido glioxilico,
pero haciendo de puente el furfural (Figura). Obtu-
vieron cuatro picos importantes, los cuales son
isomeros entre si. El mecanismo de formacion de
estos compuestos posiblemente podria ser el mis-
mo que el postulado por TIMBERLAKE AND BRIDLE
(1976). En el caso de la incubacion con HMF apa-
recieron compuestos analogos a los descritos ante-
riormente, siendo incluso mas rapidos éstos en

Cat

Cat O
| /

Cat

Cat 0

L on

formarse. En la Figura 20 se pueden observar los posibles isomeros ob-
tenidos en ambas incubaciones de (+)-catequina (R=H o CH,OH, furfural

y HMF respectivamente):

Dimero 6-6

OH OH

HO:©
HO o

OH

Figura 20. Estructuras de los dimeros (+)-catequina-furfuril y

(+)-catequina-hidroximetilfurfuril.

Ademas de los compuestos descritos, ES-SAFI et al. (2000c) obtu-
vieron otros, los cuales, después de un estudio de su estructura, llegaron
a la conclusion que se trataban de estructuras tipo xanteno y xantilium

(Figura 21).
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Figura 21. Estructuras derivadas de los dimeros (+)-catequina-
furfuril y (+)-catequina-hidroximetilfurfuril.

Ademas, estos autores, una vez demostrado el papel del furfural y
el HMF en los procesos de polimerizacion de los flavanoles, realizaron la
misma experiencia pero incubando (+)-catequina con malvidin-3-O-
glucosido. En cualquier caso, observaron la aparicion de oligomeros en
los cuales el flavanol estaba unido a otra unidad de flavanol o a una uni-
dad de antociano por un puente furfuril o hidroximetilfurfuril. Asi obte-
nian nuevos compuestos coloreados de estructura similar a los encon-
trados por ES-SAFI et al. (1999b) cuando incubaron (-)-epicatequina con
malvidin-3-0O-glucésido en presencia de acetaldehido.

Por ultimo, es interesante senalar que ES-SAFI et al. (2000c) obser-
varon que los dimeros flavanos homogéneos siempre son predominantes
en comparacion con aquellos que involucran (+)-catequina y malvidin-3-
O-glucosido. Este no era el caso de la reaccion estudiada en presencia de
acetaldehido, en donde los dimeros flavanoles homogéneos eran predo-
minantes al comienzo de la reaccién y desaparecian rapidamente en de-
trimento de aquellos en los que estaban involucrados tanto el flavano
como el antociano (ES-SAFI et al., 1999b). El hecho de que la concentra-
cion del antociano monémero decrezca mas rapidamente que el de (+)-
catequina, sumado al hecho de que el decrecimiento del antociano no va
acompanado de un incremento de los pigmentos coloredos puenteados,
muestra que el antociano puede sufrir otra reacciéon ademas de los pro-

cesos de polimerizacién con (+)-catequina y furfural Cat
(Figura). Este hecho se confirma con la deteccion de o
compuestos que exhiben un espectro UV-visible con Mv \
absorcion maxima a 500 nm, los cuales son simila- /

res a los obtenidos de la reaccion entre acetaldehido

y malvidin-3-O-glucésido, resultando cicloadiciones Cat
entre ambos compuestos (BAKKER AND TIMBERLAKE, My O
1997). Cuando el furfural fue reemplazado por HMF, | /,

observaron la formacion de compuestos oligoméricos
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analogos a los anteriormente comentados.

En conjunto, los compuestos fenodlicos presentes en el vino blanco,
y en particular los flavanos, estan involucrados en multitud de
reacciones oxidativas y de condensacion, directas o indirectas, lo que
puede contribuir a una alteracion del color del producto. Debe tenerse
presente, ademas, que el pardeamiento altera los caracteres sensoriales
de la bebida de forma proporcional a su avance por lo que, junto al
aspecto, su resultado es el rechazo por el consumidor. Por ello, esta
alteracion condiciona desde el modo de trabajo industrial en algunos
tipos de vino, como el fino, hasta los perjuicios economicos que se
derivan de su retirada del mercada a partir de un determinado tiempo de
almacenamiento.
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Métodos Experimentales

DETERMINACIONES GENERALES
pH

Para la medida del pH se utiliza un pH-metro digital, siguiendo el
meétodo tradicional y efectuando la calibracion del instrumento con tam-
pones de 7.02 y 4.00 a 25 °C.

ACIDEZ TITULABLE

Este parametro, suma de los acidos libres del vino, se establece
previa eliminaciéon del anhidrido carbénico, por valoracion con una diso-
lucién de hidroxido sodico 0.1 N (estandarizada con ftalato acido de pota-
sio) de 10 mL de muestra hasta alcanzar un pH 7. El método descrito es
el aprobado por la U.E. en el afio 1990.

ACIDEZ VOLATIL

La acidez volatil se define como el conjunto de acidos de cadena
corta que se encuentran en el mosto o vino. Se excluyen los acidos lacti-
co y succinico, asi como el acido carbonico y el dioxido de azufre, tanto
en su forma libre como combinada.

La cuantificacion se efectiia por destilacion con arrastre de vapor,
rectificacion de los vapores y posterior valoracion del destilado segun el
meétodo de la UNION EUROPEA (1990). Para ello, una muestra de 20 mL de
vino exenta de gas carbonico se acidifica con 5 mL de disolucion de acido
tartarico (100 g/L), antes de proceder al arrastre, recogiéndose unos 200
mL de destilado para su posterior valoracion con NaOH 0.1 N usando
fenolftaleina como indicador. A la acidez del destilado hay que restar el
SO, arrastrado, ya sea en su forma libre o combinado al acetaldehido,
valorandolo para ello con Yodo 0.1 N.

DIOXIDO DE AZUFRE

El diéxido de azufre total se cuantifica segin el método aprobado
por la U.E. (1990), basado en una yodometria triple que permite obtener
su fraccién libre y combinada, considerandose el total como la suma de

ambas.

Se parten de 25 mL de muestra a la que se adiciona 3 mL de acido
sulfairico 0.1 N, 5 mL de engrudo de almidon y 5 mL de una disolucion
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de AEDT (6 g/L), valorando a continuacion con yodo 0.01 N. Tras la valo-
racion anterior se sube el pH anadiendo 8 mL de hidroxido sodico 4 N y
se deja reposar durante 5 minutos. Luego se realiza una segunda valora-
cion con yodo 0.01 N, adicionando antes de esta valoracién 10 mL de
acido sulfarico 0.1 N.

Al finalizar esta segunda valoracion se adicionan 20 mL de NaOH
4 N, dejando reposar 5 minutos para a continuacion diluir con 200 mL
de agua fria y anadir 30 mL de acido sulftirico 0.1 N, efectuando una ter-
cera yodometria.

El sulfuroso libre, combinado y total se establece a partir de los
volumenes de las valoraciones anteriores.

GRADO ALCOHOLICO

El método de CROWELL AND OUGH (1979) fue el utilizado para la de-
terminacion del grado alcohélico. El etanol del vino se destila con arras-
tre de vapor y a una alicuota de destilado se le anade un volumen esta-
blecido de dicromato potasico para la posterior medida de la absorbancia
a 600 nm. La cuantificacion se realiza llevando el dato anterior a una
recta de calibrado previamente elaborada.

MEDIDAS ESPECTROFOTOMETRICAS

La absorbancia a 280 nm es un indice del contenido en polifenoles
totales, ya que los compuestos fenolicos tienen un maximo de absorcion
en esa zona del espectro. La absorbancia a 420 nm se registra como una
medida del pardeamiento del vino blanco (SIMPSON, 1982), ya que los
productos de oxidaciéon tienen en los alrededores de esta longitud de on-
da su maximo de absorcién. Ademas, estos productos pardos pueden
presentar ciertas tonalidades rojas, de ahi que sea frecuente registrar la
absorbancia a 520 nm.

Las medidas se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU
serie 600, empleando cubetas de cuarzo de 10 mm de paso de luz y una
dilucion de 1:10 cuando la longitud de onda es de 280 nm, y sin dilucion
para medir las absorbancias a 420 y 520 nm. Previamente, las muestras
fueron filtradas por 0.45 p.
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EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO.

El método seguido para el fraccionamiento de los distintos com-
puestos fenodlicos se basa en el uso de Cartuchos SEP-PAK C18 (Water
Associates, de 820 mg/cartucho) que se eluyen con diferentes disolventes
para separar a las distintas familias de compuestos fenodlicos (JAWORSKI
AND LEE, 1987; OSZMIANSKI et al., 1988; BARON et al., 1997).

Previamente a la utilizacion del SEP-PAK en la técnica de separa-
cion de compuestos fendlicos, se ha de realizar un preacondicionamiento
del cartucho, segun el método propuesto por JAWORSKI AND LEE (1987).
Para acondicionar el cartucho a un pH 7 se realiza previamente el peina-
do de las cadenas C18 mediante el paso de 8-10 mL de metanol, seguido
del paso de un poco de aire y de 8-10 mL de agua ultrapura llevada a pH
7 con una disolucién de NaOH.

Una vez acondicionado el cartucho, el fraccionamiento de los com-
puestos fenodlicos se ha realizado eluyendo con diferentes disolventes tal
y como se muestra en el esquema.

Se parte de 100 mL de vino, que se concentran a vacio (temperatu-
ra de 40+2 °C) hasta unos 20 mL y se llevan a un matraz aforado de 25
mL enrasando con agua ultrapura. Una pequena alicuota de este concen-
trado se utiliza para realizar una inyeccion directa en HPLC a fin de
cuantificar aquellos compuestos de tamafio molecular elevado que no se
someten a separacion en cartucho, denominados en lo sucesivo PICOS
AGRUPADOS.

El vino concentrado se lleva a pH 7 por adicion de NaOH y a con-
tinuacion se hace pasar por el cartucho SEP-PAK previamente acondicio-
nado a pH 7. Después de pasar el vino, se eluye con agua ultrapura (7-8
mlL) llevada a pH 7 con NaOH, y la fraccion recogida se lleva a sequedad
y se enrasa hasta 5 mL con acido acético al 2% en un matraz aforado. Se
filtra a través de 0.45 u y se inyecta en HPLC, siendo esta fraccion la de
AciDOS FENOLICOS.

Posteriormente el SEP PAK se eluye con 2 mL de agua ultrapura,
previamente llevada a pH 2 con HCl. A continuacion se pasan 8 mL de
CH3CN al 16% a pH 2 y todo el liquido que ha eluido por el SEP-PAK se
recoge vy se enrasa hasta 10 mL con CHsCN al 16%; se filtra igual que en
el caso anterior y se inyecta en HPLC. Esta fraccion recoge a los FLAVA-
NOS o también denominados DERIVADOS DE FLAVAN-3-OL.
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’ VINO CONCENTRADO ‘

R

PICOS AGRUPADOS

Elucién con
H20 a pH=7

Y

SEP-PAK
FRACCION DE
ACIDOS FENOLICOS

2 mL H20 pH=2
8 mL CH3;CN pH=2

m—

FRACCION DE
FLAVANOS

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO

Las determinaciones se realizaron con un Cromatégrafo de liqui-
dos de alta eficacia (TermoFinnigan Spectra-System P4000), con Detector
UV-V diodo array (TermoFinnigan UV6000LP) y columna Lichrospher

100, con relleno

C18 (250 mm x 4,6 mm) y de 5 um de tamano de parti-

cula. Las condiciones cromatograficas para las distintas fracciones fue-

ron:

Deteccion

Fase Mévil: A= CH3CN y B= CH3COOH 2%

Flujo: 2 mL/min

: 280, 420 y 520 nm

Las condiciones de eluciéon para el disolvente A se indican en la si-

guiente Tabla, correspondiendo la diferencia al disolvente B:

| | FRACCION DE |
AciDos FENOLICOS Y
FLAVAN-3-0OL
PicOSs AGRUPADOS
| Tiempo | % CH3CN | % CH3CN
0 min 0 0
5 min 5 15
15 min 5 15
20 min 15 20
30 min 15 30
40 min 100 100
50 min 100 100
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La identificacion de los compuestos fenolicos se realizé por compa-
racion con los tiempos de retencion y con los espectros UV-V de los pa-
trones inyectados en HPLC y en algunos casos se realizo6 una co-
inyeccion de patrén y muestra.

En la fracciéon de ACIDOS FENOLICOS se han podido identificar com-
puestos pertenecientes a las familias de acidos hidroxibenzoicos (galico,
protocatéquico, p-hidroxibenzoico, m-hidroxibenzoico, vanillico y siringi-
co), acidos hidroxicinamicos (cafeico, p-cumarico y ferulico), ésteres de
acidos hidroxicinamicos (t-caftarico, c-cutarico y t-cutarico) y ademas
tirosol. Asimismo, se han identificado una serie de compuestos de natu-
raleza desconocida que, por tener espectros de absorcion similares a los
fenoles sencillos, fueron cuantificados como acido galico y que se han
denominado Pico 1, Pico 2, Pico 3, etc.

En el cromatograma correspondiente a la fraccion de DERIVADOS
DEL FLAVAN-3-OL se han podido identificar los monomeros (+)-catequina y
(-)-epicatequina, y las procianidinas B1, B2, B3 y B4. De nuevo, fueron
identificados una serie de picos desconocidos (Pico A y Pico B) que por
similitud en los espectros de absorcion podrian ser, otras procianidinas
dimeras y/o trimeras, tetrameras, etc., segin la bibliografia consultada.

En la siguiente Figura (superior) se recoge un cromatograma ob-
tenido por inyeccion directa de la muestra, y registrado a 280 nm. En €l
se puede apreciar la presencia de un conjunto de picos solapados, elui-
dos a altos tiempos de retencion (entre 32 y 36 minutos) y que se han
denominado Picos Agrupados. Para su cuantificacion se han sumado las
correspondientes areas y se han expresado como acido galico.

Los denominados Picos Agrupados son estructuralmente desco-
nocidos, aunque deben corresponderse, al menos en su mayor parte, con
productos de oxidacion y/o polimerizacion ya que, a diferencia del resto
de compuestos fenodlicos identificados son coloreados. En la siguiente
Figura (inferior) se muestra el mismo cromatograma anterior, obtenido
por inyeccion directa de la muestra, pero registrado a 420 nm. Puede
comprobarse que solo la zona correspondiente a los Picos Agrupados pre-
senta absorbancia significativa a esta longitud de onda, lo que sugiere de
nuevo que estos compuestos sean productos de pardeamiento.
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CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO

Las sustancias patron utilizadas fueron suministradas por Sigma-
Aldrich Chemical Co. (Madrid, Espana) y Sarsynthese Co. (Genay, Fran-
cia). Los ésteres de los acidos hidroxicinamicos fueron aislados por el
grupo de investigacion (MAYEN et al., 1995; BARON, 1997) segtuin el método
propuesto por SINGLETON et al. (1978).

De cada uno de los compuestos fenélicos identificados en las
muestras de vino se prepararon disoluciones de diferente concentracion
que se sometieron al mismo procedimiento analitico que las muestras
(método de SEP-PAK) y se inyectaron en HPLC con las mismas condicio-
nes cromatograficas. Para cada uno de los compuestos se construyeron
rectas de calibracion, cuyas ecuaciones y coeficientes de regresion apare-
cen en la siguiente Tabla:

RECTA DE COEFICIENTE
COMPUESTO CALIBRACION REGRESION
ACIDO GALICO y=139781.8 x - 142537.3 0.9977
ACIDO PROTOCATEQUICO y=77805.3 x —92598.1 0.9934
ACIDO p-HIDROXIBENZOICO = y= 74096.2 x-85191.3 0.9924
ACIDO m-HIDROXIBENZOICO  y= 27995.0 x — 68284.6 0.9928
ACIDO VANILLICO y= 79486.4 x — 37539.6 0.9919
ACIDO SIRINGICO y= 103088 x - 211689.1 0.9986
ACIDO CAFEICO y=224116.7 x — 104042.7 0.9921
ACIDO p-CUMARICO y=242373.3 x— 182908.2 0.9946
ACIDO FERULICO y= 128285.9 x - 159332.8 0.9962
ACIDO t-CAFTARICO y=55410.3 x - 65237.58 0.9978
ACIDO c-CUTARICO y=52816.59 x + 278351.1 0.9999
ACIDO t-CUTARICO como c-CUTARICO
TIROSOL y=17053.8 x — 9839.9 0.9996
(+)-CATEQUINA y=20220.4 x — 18959 0.9998
(-)-EPICATEQUINA y=20713.9 x - 18345.2 0.9999
PROCIANIDINA B1 y=27508.4x —16783.5 0.9993
PROCIANIDINA B2 y=30764.0 x — 5004.7 0.9996
PROCIANIDINA B3 como PROCIANIDINA B1
PROCIANIDINA B4 como PROCIANIDINA B1
PICOS AGRUPADOS como ACIDO GALICO
Pico 1, Pico 2, etc como ACIDO GALICO
Pico A, Pico B, etc como (+)-CATEQUINA
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN DISO-
LUCIONES MODELO

Las sustancias patron (+)-catequina y (-)-epicatequina utilizadas
fueron suministradas por Sigma-Aldrich Chemical Co. (Madrid, Espana).
La determinacion de estos flavanos y de los nuevos compuestos que apa-
recen durante su periodo de incubacion se realizo por HPLC con el mis-
mo instrumento anteriormente descrito, utilizando el siguiente método
cromatografico:

.. Tiempo .Eluci()n
Fase Movil: disolvente A
A= CH3;CN
B= CH3COOH 2% 0 min 0
5 min 5
Flujo: 15 min 5
2 mL/min 20 min 15
30 min 15
Deteccion: 40 min 100
280, 420 y 520 nm 50 min 100

Se realizaron inyecciones directas de pequenas alicuotas de las di-
soluciones modelo. La identificacion se realiz6 por comparacion con los
tiempos de retencion y con los espectros UV-V de los patrones. Para la
cuantificacion se construyeron unas nuevas rectas de calibrado, utili-
zando las sustancias patrén (+)-catequina y (-)-epicatequina. Los picos
nuevos registrados, estructuralmente desconocidos, se cuantificaron co-
mo acido galico, tanto a 280 nm como a 420 nm. La Tabla siguiente
muestra para cada una de las rectas de calibrado obtenidas, las ecuacio-
nes y sus coeficientes de regresion.

RECTA DE COEFICIENTE
CORPUIBETG CALIBRACION REGRESION
(+)-CATEQUINA y=32840.92x — 62404.31 0.9999
-)-EPICATEQUINA = . X — . .
y=29408.87x — 518446.2 0.9987
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TRATAMIENTOS ESTADISTICOS

En los diferentes capitulos de esta memoria, se han realizado dis-
tintos tratamientos estadisticos sobre los resultados de los triplicados de
las muestras para las diferentes experiencias realizadas. Entre ellos se
incluye Analisis Multivariante de Componentes Principales, Analisis de
Regresion y Analisis de Varianza Unifactorial usando Statgraphics Statis-
tical Computer Package (Statitical Graphics Corp.).
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ESTUDIO DEL ENVEJECIMIENTO BIOLOGICO
DE VINOS BLANCOS EN CONDICIONES
CONTROLADAS DE LABORATORIO



Envejecimiento bioldgico en condiciones controladas de laboratorio

INTRODUCCION

Los vinos tipo fino son tipicos de la D.O. Montilla-Moriles y Jerez-
Xerex-Sherry, y se distinguen por poseer un color amarillo muy palido y
flavor almendrado, con caracter punzante. Estos vinos son obtenidos
mediante crianza biolégica, proceso realizado posteriormente a la obten-
cion del vino a partir de la fermentacion alcohdlica del mosto. La crianza
biolégica se caracteriza por el crecimiento de una capa de levaduras, de-
nominada velo, sobre la superficie del vino durante su almacenamiento
en botas de madera. Debido a que dependiendo de la estacion del ano,
ese velo formado por las levaduras “flore-
ce”, formandose una capa mas gruesa,
tradicionalmente se les ha denominado
también levaduras de flor. Como levadu-
ras dominantes deben ser citadas Saccha-
romyces cerevisiae, razas beticus, chere-
siensis y montuliensis para la regiéon de
Jerez (CASAS, 1985), en tanto que en Mon-
tilla-Moriles son la capensis y bayanus las
dominantes.

El desarrollo de las levaduras de flor se ve principalmente influen-
ciado por el contenido en etanol del vino, el cual se sittia alrededor de 15
% v/v, y la temperatura durante el envejecimiento (inferior a 22.5 °C).
Alejandose de estas cifras, por ejemplo segin la temperatura de la esta-
cion del ano, el velo de flor se deteriora, lo que hace mas lento el proceso
de envejecimiento (IBEAS et al., 1997).

El color es el primer elemento de diferenciacion de los diferentes
tipos de vinos sherry por el consumidor. Los vinos finos obtenidos por
envejecimiento biolégico, muestran un color amarillo muy palido que los
diferencia claramente de otros tipos de vinos sherry procedentes de enve-
jecimiento oxidativo. Este palido color es consecuencia de que estos vinos
finos experimentan durante el envejecimiento biologico un escaso par-
deamiento que tradicionalmente se ha atribuido al efecto de proteccion
que ejercen las levaduras de velo desarrolladas sobre su superficie frente
al oxigeno atmosférico (MARTINEZ DE LA OSSA et al., 1987; DOMECQ, 1989).

Sin embargo, esta interpretacion puede ser parcialmente criticada,
ya que de una parte, se debe considerar que la madera es un material
poroso, la cual permite la entrada de aire, por lo que su influencia no
debe ser despreciada en envejecimientos de larga duracion, como es el
caso del envejecimiento biolégico. Por otra parte, el efecto de proteccion
de las levaduras de velo no es ejercido durante todo el afio a causa de las
exigentes condiciones de temperatura (alrededor de 20°C), que necesitan
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para su desarrollo. Por ello, estas levaduras se desarrollan fuertemente
durante primavera y otonio, dejando al vino parcialmente en contacto con
el aire durante verano e invierno. Por Gltimo, a fin de obtener un vino de
caracteristicas organolépticas similares de un ano a otro, se llevan a cabo
trasiegos periodicos, denominados rocios, que se realizan en contacto con
el aire, lo que conduce a su saturacion temporal en oxigeno, el cual pau-
latinamente es consumido durante el siguiente nivel de envejecimiento.
Todo ello sugiere que, ademas del mencionado efecto de proteccion, las
levaduras de velo retienen compuestos pardos, controlando de esta forma
el incremento en la concentracién de los mismos y con ello la evolucion
negativa del color (BARON et al., 1997).

El siguiente capitulo tiene como objetivo estudiar la evolucion del
color y de los compuestos fenodlicos de vinos durante el envejecimiento
biolégico manteniendo constantes algunos de los factores que inciden
sobre este tipo de crianza, a fin de poder asignar los cambios observados
al minimo nimero posible de causas. Para ello, las experiencias se reali-
zan con control de temperatura, en recipientes de vidrio y con inocula-
cion de cultivos puros de levaduras de velo.

MATERIAL EXPERIMENTAL

El vino utilizado para la realizacion de esta experiencia procede de
la fermentacion de mosto de uva de la variedad Pedro Ximénez realizada
en una bodega de la Denominacion de Origen Montilla-Moriles durante la
campana 95/96, siguiendo los criterios industriales de la bodega. La si-
guiente Tabla muestra las principales determinaciones generales reali-
zadas en este vino.

Etanol (% v/v) 15.7+0.0
Acidez Volatil (meq/L) 4.30 £ 0.04
Acidez Titulable (meq/L) 64.5+ 0.0
pH 3.19 £ 0.00
Azucares Reductores (g/L) 4.80 £ 0.00
SO, libre (mg/L) 6.20 £ 0.00
SO, combinado (mg/L) 64.3 £ 0.1
SO, total (mg/L) 74.9 £ 0.7
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Previamente al inicio de la experiencia, el vino fue homogeneizado,
esterilizado por filtracion EK (SEITZ, Alemania) y separado en varios lotes
segun se muestra en el esquema siguiente. Los recipientes utilizados en
todos los casos fueron erlenmeyer de 5 litros de capacidad, los cuales se
rellenaron hasta un volumen de 4.5 litros, a fin de obtener una relacién
superficie/volumen de 15.8 cm?/L, igual a la tradicionalmente utilizada
en la zona Montilla-Moriles para rellenar los barriles de roble americano
durante la crianza biologica.

El primer lote contiene recipientes con vino estéril, sin ninguna
carga microbiologica (denominado vino Sin Levadura), y que se deja evo-
lucionar durante el tiempo de duracion de la experiencia. La toma de
muestras se realiza por triplicado en cada uno de los recipientes. El se-
gundo lote contiene recipientes con vino que se inocularon por triplicado
con levadura Saccharomyces cerevisiae raza capensis (coleccion de leva-
duras del Dpto de Microbiologia de la Universidad de Cordoba), hasta
una poblacion inicial de 106 células vivas/mL.

Durante el desarrollo de la experiencia, todos los recipientes se
mantuvieron en una camara termostatizada a 20 °C, con una humedad
relativa en el ambiente que super6 en todo momento el 70%, preservados
de la luz y tapados con algodén hidrofobo esterilizado.

La toma de muestras se realizé en el vino de partida y a los 6, 12y
18 meses de iniciadas las experiencias. Con objeto de mantener siempre
constante la relacién superficie/volumen, al inicio se parte de tantos re-
cipientes como tomas de muestras estaban previstas, tal y como se
muestra en el esquema de la experiencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 (Anexo) muestra los valores por triplicado, medias y
desviaciones estandar obtenidas para las medidas espectrofotométricas
realizadas a las muestras de vino durante el desarrollo de la experiencia.

La absorbancia a 420 nm se usa como medida habitual del par-
deamiento del vino, a causa de que los productos pardos procedentes de
la oxidacion de compuestos fenélicos muestran un maximo de absorcion
en esta zona del espectro visible. En la siguiente Figura se muestra la
evolucion de los valores medios de la absorbancia a 420 nm a lo largo del
tiempo de estudio tanto en ausencia como en presencia de levadura.

Como puede observarse, el valor inicial de la absorbancia es de
0.137 u.a., que en ausencia de levadura aumenta progresivamente hasta
valores ya excesivamente altos para la salida del vino al mercado. En
concreto, en los primeros seis meses, el color del vino incrementa en un
22%, mientras que en los siguientes seis meses lo hace en un 35%, para
alcanzar un valor de 0.226 u.a. al ano de comienzo de la experiencia. Fi-
nalmente, a los dieciocho meses el color del vino es 1.88 veces mas alto
que al inicio de la experiencia (A420 de 0.258 u.a.). Este progresivo au-
mento de la absorbancia a 420 nm puede ser atribuido a la oxidacion y
polimerizacién de los compuestos fenolicos (SIMPSON, 1982; OSZMIANSKI et
al., 1985; DALLAS et al., 1995; FERNANDEZ-ZURBANO et al., 1995), reaccio-
nes que provocan la formacion de compuestos coloreados, principalmen-
te en el rango del espectro correspondiente a la zona del amarillo-pardo.
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Sin embargo, puede observarse una diferente evolucion del color
cuando el vino envejece en presencia de levaduras de velo. Asi, el vino
muestra en los primeros seis meses una disminucion en el valor de ab-
sorbancia de 0.137 a 0.105 u.a., que puede ser atribuida a la precipita-
cion de los compuestos fenodlicos polimerizados presentes en el vino jo-
ven. Dicha polimerizacion esta favorecida por la presencia de acetaldehi-
do (HASLAM AND LILLEY, 1988), producido por las levaduras de velo des-
arrollada en la superficie del vino durante el proceso de crianza biologica.
Desde los seis meses hasta ya el final de la experiencia, (18 meses), el
vino va aumentando progresivamente su valor de absorbancia a 420 nm,
aunque a una menor velocidad que en ausencia de levadura de flor, al-
canzando un valor final de 0.148 u.a., s6lo un poco superior que la que
tenia el vino al comienzo de la experiencia, y que todavia entra dentro del
rango de valores aceptado en el mercado para su comercializacion.

La Figura siguiente muestra la evolucion de los valores de absor-
bancia a 520 nm de los vinos a lo largo del periodo de estudio. La grafica
muestra un comportamiento parecido de los vinos al ya comentado para
la absorbancia a 420 nm, tanto en presencia como en ausencia de leva-
duras, con la salvedad de que el orden de magnitud de esta absorbancia
es mucho menor, ya que hace referencia a tonos rojizos, muy escasos en
este tipo de vinos.
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La Figura mostrada seguidamente presenta la evolucion del conte-
nido en polifenoles totales, medido como A280, durante el envejecimiento
del vino. El vino inicial presenta un valor de 7.24 u.a. que, en ausencia
de levadura y durante los primeros 6 meses de experiencia, practicamen-
te se mantiene para posteriormente ir aumentando de forma progresiva.
Dicho aumento es mas acentuado entre los seis y los doce meses,
(13.4%) ya que entre los doce y los dieciocho meses el incremento en el
valor de absorbancia es s6lo de un 6%, llegando al final del tiempo de
desarrollo de la experiencia a un valor de 8.62 u.a.

En presencia de levadura de velo, el vino experimenta en los pri-
meros seis meses un descenso acusado en los valores de absorbancia (de
7.24 a 6.70 u.a.), para luego aumentar desde los seis meses hasta los
dieciocho meses, con una pendiente mas o menos constante, llegando a
valores finales de 9.27 u.a. Cuando el envejecimiento biolégico del vino
tiene lugar en la bodega, este aumento podria ser explicado por una ex-
traccion de compuestos desde los barriles de madera, fundamentalmente
lignina y taninos, como han puesto de manifiesto algunos autores
(PUECH, 1987; VIRIOT et al., 1993). Sin embargo, en esta experiencia,
donde el envejecimiento del vino tiene lugar en recipientes de vidrio, el
aumento de la absorbancia y, por tanto, el contenido en polifenoles tota-
les, puede ser explicado en base a un aumento de la concentracion de
compuestos fenoélicos incoloros, que podrian proceder de una hidrolisis
de los taninos presentes en el vino blanco, razoén por la cual no se tradu-
ce en un aumento paralelo en los valores de la absorbancia a 420 nm. No
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obstante, esta interpretacion es delicada si se tiene en cuenta que a esta
longitud de onda absorbe un gran numero de compuestos, particular-
mente aquellos que poseen anillos bencénicos, y que proceden del meta-
bolismo levaduriano.

La Tabla 2 (Anexo) muestra los contenidos por triplicado, media y
desviacion estandar, de los diferentes acidos hidroxibenzoicos en los vi-
nos estudiados.

La siguiente Figura muestra los contenidos en acido galico para
los vinos envejecidos en presencia y en ausencia de levadura y a lo largo
del periodo de estudio. Puede observarse que el vino que evoluciona en
ausencia de levadura de velo muestra al comienzo de la experiencia un
descenso en los niveles de este acido (23.12%), llegando a valores cerca-
nos a 9.3 mg/L, manteniéndose estadisticamente en dicho valor hasta
los doce meses. Posteriormente, se produce un pequeno aumento en la
concentracion del acido desde los doce meses hasta los dieciocho meses,
quedando el vino en una concentracion de 10.3 mg/L al final de la expe-
riencia. La evolucion del vino en presencia de levadura de velo, muestra
que en los primeros seis meses se produce una disminucién de la con-
centracion de acido galico de 13.94%, menor que la producida cuando el
vino estaba ausente de levadura. Sin embargo, posteriormente hay un
aumento continuado hasta los dieciocho meses, llegando a valores finales
de 13.6 mg/L, que son incluso superiores a los iniciales.

15 -+
—e— Sin Levadura

14 - —s— Con Levadura

13 A

12 1

11 4

acido galico (mg/L)

10 +

meses

58



Envejecimiento bioldgico en condiciones controladas de laboratorio

Como se puede observar en la siguiente Figura, la evolucion del
acido protocatéquico sigue tendencias muy parecidas en ambas muestras
de vino. Solamente cabe destacar que en presencia de levadura de velo y
al final del tiempo de estudio, el vino tiene una concentracion en este
acido fenolico practicamente igual que al comienzo, de 3.24 mg/L, mien-
tras que cuando el vino no esta protegido por la levadura, llega a valores
incluso inferiores (2.11 mg/L).
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La Figura siguiente muestra la evolucion de la concentracion de
acido siringico a lo largo del tiempo de estudio para las dos experiencias
realizadas. Como se puede apreciar, en los primeros seis meses, tanto el
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vino que evoluciona con levadura de velo como el correspondiente sin
levadura aumentan sus contenidos, aunque se debe tener en cuenta que
el rango de concentracion es mucho menor para este acido que para los
anteriormente comentados. Asimismo, desde los seis hasta los dieciocho
meses, la concentracion en este acido no experimenta variacion
significativa, tanto en ausencia como en presencia de levadura de velo.

La evolucion del acido cafeico durante el envejecimiento del vino,
tanto en presencia como en ausencia de levadura, se muestra en la si-
guiente Figura. Como puede observarse en ambos tipos de envejecimien-
to, la evolucion de este acido es la misma en los primeros seis meses,
aumentando la concentracion en 3.86 veces el valor inicial. A partir de
este punto, la evolucion es diferente para los vinos de las dos experien-
cias. En presencia de levadura de velo, el vino sigue aumentando su con-
centracion en cafeico hasta los doce meses con una progresion constan-
te, disminuyendo hacia el final de la experiencia. Para el vino que evolu-
ciona sin levadura de velo sigue disminuyendo su concentracion en este
acido de manera casi lineal a partir de los seis meses y hasta el final de
la experiencia.
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La siguiente Figura muestra la evolucion del acido p-cumarico en
los dos tipos de envejecimiento, en la que puede observarse que las con-
centraciones de este acido permanecen practicamente constantes duran-
te el desarrollo de la experiencia, sin encontrar diferencias significativas
entre ambos tipos de envejecimiento. Sin embargo, en la evolucion del
acido ferulico se aprecia una ligera diferencia, ya que mientras en ausen-
cia de levadura los contenidos de este acido permanecen practicamente
constantes, en presencia de levadura se observa un aumento lineal
(R2=0.9679) de las concentraciones de ferulico desde 0.283 mg/L (vino
inicial) hasta valores finales de 0.953 mg/L a los dieciocho meses de con-
tacto.
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La evolucion en el tiempo de los contenidos en ésteres de acidos
hidroxicinamicos, c-cutarico y t-caftarico, para los vinos estudiados, se
muestra en las siguientes Figuras. Los contenidos en acido c-cutarico no
presentan una variacion importante a lo largo del envejecimiento del vi-
no, encontrandose ademas que no existen diferencias significativas entre
ambos tipos de envejecimiento. Respecto al acido t-caftarico, el vino sin
levadura disminuye de forma importante su concentracion durante el
tiempo de estudio hasta practicamente la mitad. Sin embargo, en la
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muestra de vino con levadura de velo, si bien al principio, durante los
primeros 12 meses se mantiene practicamente la concentracion del éster,
al final del tiempo de estudio puede observarse un pequeno aumento en
la concentracion del mismo durante el tiempo de crianza al que se some-
te el vino.

La Figura mostrada a continuacion representa la diferente evolu-

cion de los contenidos en tirosol para los vinos de las dos experiencias
durante el periodo de estudio.
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Mientras que la muestra de vino que permanece sin levadura de
velo, no varia sus contenidos de forma significativa durante el periodo de
estudio, la muestra desarrollada bajo crianza biologica, si manifiesta una
variacion significativa. Asi, en los primeros doce meses de desarrollo de
la experiencia, se produce un aumento progresivo en la concentracion de
tirosol, pasando de una concentraciéon de 56.3 mg/L en el vino base, a
una concentracion de 72.6 mg/L a los seis meses, y de 91.4 mg/L al ano
del comienzo de la experiencia, manteniéndose practicamente en este
valor hasta el final de la misma.
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64

Las siguientes Figuras muestran la evolucion de los contenidos en
derivados monomeros de flavan-3-ol, (+)-catequina y (-)-epicatequina,
para los vinos durante el periodo de envejecimiento, tanto en presencia
como en ausencia de levadura de velo.
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Para la muestra de vino que evoluciona sin levadura de velo, los
valores de (+)-catequina se mantienen con pequenas fluctuaciones a lo
largo de la experiencia, comenzando con valores de 19.6 mg/L para ter-
minar en valores de 20.2 mg/L, sin diferencias significativas entre los
valores intermedios, por lo que puede decirse que en ausencia de levadu-
ra los contenidos de este derivado monomero del flavan-3-ol no varian.
Sin embargo, cuando el vino es sometido a envejecimiento biologico, la
concentracion de (+)-catequina si varia con el tiempo. En los primeros
seis meses hay un pequenno aumento de 19.6 a 23.4 mg/L, siendo dicho
aumento, entre los seis y los doce meses, mucho mas significativo
(55.5%), llegando a valores de 36.4 mg/L. Posteriormente, entre los doce
y los dieciocho meses, los contenidos de este flavano disminuyen ligera-
mente, si bien el contenido final es de 1.6 veces el valor inicial.

Las concentraciones de (-)-epicatequina se mantienen practica-
mente constantes en la muestra de vino que envejece sin levadura de
velo, con un ligero aumento hasta el final de la experiencia. Sin embargo,
la muestra de vino con envejecimiento biolégico presenta un aumento
lineal de las concentraciones de este flavano (R2=0.9961) desde el co-
mienzo de la experiencia, con valores de 9.21 mg/L, hasta el final de la
misma, llegando a valores de 13.4 mg/L a los 18 meses.

En cuanto a los derivados dimeros del flavan-3-ol, la evolucion de
los contenidos de las cuatro procianidinas tipo B a lo largo del periodo de
estudio, se muestra en las siguientes Figuras. En primer lugar, puede
observarse que las procianidinas B1, B3 y B4 tienen un comportamiento
muy similar en ambas experiencias. En este sentido, cabe recordar que el
parecido estructural de estas tres procianidinas estriba en que todas po-
seen (+)-catequina como unidad monomérica, siendo la B1 producto de la
union epicatequina-catequina, la B3 de catequina-catequina y la B4 de
catequina y epicatequina. La procianidina B2 es el dimero formado por
union de dos unidades de epicatequina.

En ausencia de levadura, se produce un descenso en la concentra-
cion de las procianidinas B1 y B3 en los primeros seis meses, siendo éste
mas acusado en la procianidina B3 (20.2%). Entre los seis y los dieciocho
meses, ambos compuestos mantienen practicamente invariables sus
concentraciones en términos estadisticos.

La procianidina B4 también presenta muy pocas variaciones en el
envejecimiento ausente de levadura, manteniendo su concentracion prac-
ticamente constante durante los primeros doce meses en valores cerca-
nos a 7.20 mg/L, y con un ligero aumento no significativo hasta valores
de 8.56 mg/L a los dieciocho meses del inicio de la experiencia.
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La procianidina B2 presenta en ausencia de envejecimiento biolo-
gico un comportamiento diferente, ya que en los primeros doce meses su
concentracion sufre un aumento de 5.20 mg/L a 8.53 mg/L, para poste-
riormente bajar dicha concentracion a 7.61 mg/L a los dieciocho meses.
No obstante, tampoco cabe hablar de diferencias significativas para este
compuesto a partir de los seis meses de envejecimiento.

En el caso de la evolucion del vino con envejecimiento biologico, en
las procianidinas B1, B3 y B4 se produce un descenso en su concentra-
cion en los primeros doce meses, mas acusado en las dos primeras. Los
contenidos en las tres procianidinas se mantienen ya practicamente
constantes hasta el final de la experiencia. Sin embargo, el comporta-
miento de la procianidina B2 en la muestra de vino con levadura de velo
es diferente, en el sentido de que durante el primer afio hay un aumento
de su concentracion, que tiende a disminuir no significativamente a los
dieciocho meses, llegando a valores de 6.65 mg/L.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, parece razonable
atribuir los descensos en los derivados del flavan-3-ol a procesos oxidati-
vos, ya que es bien conocida la participacion de estos compuestos en re-
acciones de pardeamiento oxidativo en vinos (SIMPSON, 1982; FERNANDEZ-
ZURBANO et al., 1995). Sin embargo, también han sido descrita por diver-
sos autores la posibilidad de hidrélisis de flavanos (TIMBERLAKE AND BRID-
LE, 1976; HASLAM, 1980; DALLAS et al.,, 1995) lo que también permitiria
explicar la subida en las concentraciones de los monémeros y dimeros
durante el desarrollo de la experiencia. No se puede, por tanto, descartar
la posibilidad de que ambos procesos tengan lugar en el vino, y que
dependiendo de las condiciones del medio se favorezca mas un proceso u
otro.

La Tabla 5 (Anexo) muestra los valores obtenidos por triplicado,
con sus medias y desviaciones estandar, para una serie de compuestos
de naturaleza estructural desconocida en todos los vinos estudiados. De
todos estos compuestos se le prestara una especial atencion a los deno-
minados Picos Agrupados que han sido sefialados en trabajos anteriores
como compuestos relacionados con el envejecimiento del vino (FABIOS et
al., 2000). Estos compuestos, deben de corresponder con productos pro-
cedentes de procesos de oxidacion, polimerizacion y/o condensacion de
los compuestos fenoélicos presentes en el vino. Ademas deben ser los res-
ponsables en gran parte del color que el vino toma con el paso del tiem-
po, ya que estos mismos productos aparecen en los cromatogramas re-
gistrados a 420 nm, zona del espectro donde se observa el color del vino
blanco.
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La siguiente Figura muestra la evolucion de estos compuestos a lo
largo del periodo de estudio. Puede observarse que en el vino que enveje-
ce sin levadura de velo, su concentracion aumenta linealmente
(R2=0.994) con una pendiente importante, pasando de valores de 20.6
mg/L, al comienzo de la experiencia, a valores de 38.0 mg/L al final de la
misma. Sin embargo, en las muestras de vino que evolucionan bajo leva-
dura de flor, puede observarse que la concentracion de dichos compues-
tos apenas si varia de forma significativa durante el tiempo de estudio,
con un valor de concentracion final de 22.5 mg/L, practicamente igual a
la concentracion existente al comienzo de la experiencia. Por ello, se pue-
de afirmar que en presencia de levaduras de velo, la formacion de pro-
ductos de degradacion coloreados se encuentra muy inhibida, o bien es-
tos productos se forman pero son retenidos por las propias levaduras
como sugiere BARON et al. (1997) en trabajos anteriores.
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Con todos los datos obtenidos para las determinaciones espectro-
fotométricas y los contenidos en compuestos fenolicos para los vinos so-
metidos a los dos tipos de envejecimiento, se han realizado analisis de
varianza, utilizando como factor de variacion tipo de envejecimiento, a fin
de comprobar las variables que se comportan significativamente diferen-
tes cuando el vino envejece en presencia y en ausencia de levaduras.

Los resultados de los analisis de varianza se muestran en la si-
guiente Tabla, en la que se puede comprobar que existen algunas varia-
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bles que no presentan diferencias significativas entre los dos tipos de en-
vejecimiento (A280, acidos protocatéquico, siringico, p-cumarico y c-
cutarico y procianidina B2).

F P Grado de

significancia
A420 20.55 0.0002 < 99.9%
A520 31.16 0.0000 < 99.9%
A280 0.03 0.8599 no significativo
acido galico 10.89 0.0033 < 99%
acido protocatéquico 0.07 0.7893 no significativo
acido siringico 1.05 0.3162 no significativo
acido cafeico 4.57 0.0439 < 95%
acido p-cumarico 1.25 0.2751 no significativo
acido ferulico 6.96 0.0150 < 95%
acido t-caftarico 12.57 0.0020 < 99%
acido c-cutarico 0.18 0.6758 no significativo
tirosol 10.21 0.0042 < 99%
(+)-catequina 16.48 0.0005 < 99.9%
(-)-epicatequina 5.31 0.0311 < 95%
procianidina B1 5.86 0.0242 < 95%
procianidina B3 4.51 0.0452 < 95%
procianidina B2 3.26 0.0845 no significativo
procianidina B4 22.91 0.0001 < 99.9%
Picos agrupados 17.58 0.0004 < 99.9%

Partiendo de este hecho, con todas las variables que muestran un
grado de significancia superior al 95%, y por tanto presentan un compor-
tamiento diferente en los dos tipos de envejecimiento, se ha realizado un
analisis multivariante de componentes principales, obteniéndose que las
dos primeras explican el 85.2% de la varianza total.

En la siguiente Figura se ha representado el plano formado por es-
tas dos componentes, asi como los autovectores correspondientes a cada
una de las variables. La componente 1 explica el 56.4% del total de la
varianza y sobre ella influyen fundamentalmente (+)-Catequina, Prociani-
dina B4 y Tirosol, si bien tal y como se puede comprobar en la Figura
todas las variables elegidas tienen un peso muy similar sobre esta Com-
ponente, lo cual parece logico si se tiene en cuenta que se han elegido
aquellas que mostraban mas variabilidad en el envejecimiento. Sobre la
componente 2, que explica el 28.8% de la varianza, pesan fundamental-
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mente Picos Agrupados y A420. La gran cercania de los vectores corres-
pondientes a Picos Agrupados, y A420, nos indican la alta correlacion
existente entre estas variables. Asimismo, puede observarse que los vec-
tores correspondientes a los monomeros de los flavanos y los de las pro-
cianidinas, sobre todo Bl y B3, forman un aproximado angulo de 180°
entre si, indicando con ello que su evolucion en el proceso de envejeci-
miento es de signo contrario.
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Componente 1 (56.4%)

La siguiente Figura muestra la distribucion de las muestras en el
citado plano formado por las citadas dos primeras componentes, que
permite diferenciar claramente al vino inicial y a los vinos sometidos o no
a envejecimiento biolégico. Como se puede observar, las muestras co-
rrespondientes al vino inicial, estan en el centro de la componente 1. En
la zona correspondiente al signo positivo de este eje, se encuentran loca-
lizadas las muestras envejecidas sin levadura de velo, mientras que los
vinos con envejecimiento biologico se encuentran situados en la zona co-
rrespondiente al signo negativo de la componente 1, poniendo de mani-
fiesto que respecto a las variables elegidas se pueden distinguir clara-
mente los dos tipos de envejecimiento. En ausencia de levadura, aumen-
tan durante el almacenamiento las absorbancias a 420 y 520 nm, asi
como los contenidos en Picos Agrupados, manteniéndose practicamente
constantes, aunque con tendencia a aumentar las procianidinas, mien-
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tras que en presencia de levadura dichos contenidos no muestran varia-
ciones. Por el contrario, las concentraciones de los acidos galico, cafeico,
ferulico y t-caftarico, tirosol, (+)-catequina y (-)-epicatequina, tienden a
aumentar en presencia de levadura y a mantenerse en ausencia de ella.

4
QXV 18 meses
37 S
<Q
AY"
< 27 12 meses o \()O
g O/lf § 12 meses
81y e
N 18 meses 'YOO
E 0 2y
8 6 meses
8 6 meses
8, -1 A
: >,
S)
@] 9 |
- VINO INICIAL
=
_4 T T T T T

Componente 1 (56.4%)

También es de destacar que la distribucion de las muestras res-
pecto de la componente 2 hace referencia al tiempo de envejecimiento,
diferenciandose claramente el vino inicial, del envejecido durante 6 me-

ses, 12 meses y 18 meses, independientemente del tipo de envejecimien-
to.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos del estudio del envejecimiento biolo-

gico de vinos blancos bajo condiciones controladas de laboratorio, se
pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

En ausencia de levadura de velo, se observa a lo largo del periodo
de estudio un acusado aumento de las absorbancias a 420 y 520
nm, como resultado del progresivo pardeamiento que el vino va al-
canzando. Sin embargo, en presencia de levadura de velo, dichas
absorbancias practicamente no sufrieron variacion durante los 18
meses del estudio, poniendo de manifiesto la proteccion que ejer-
cen sobre el vino.

Los acidos galico, cafeico, fertulico, t-caftarico y el tirosol aumenta-
ron sus contenidos durante el envejecimiento biolégico, mante-
niéndose practicamente constantes en ausencia de levadura. El
resto de acidos fendlicos estudiados y ésteres de acidos hidroxici-
namicos no variaron significativamente en ninguno de los dos ti-
pos de experiencias, con y sin levaduras.

Los contenidos en los monémeros derivados del flavan-3-ol, (+)-
catequina y (-)-epicatequina aumentaron en mayor medida duran-
te el envejecimiento biolégico que en ausencia de levadura, mien-
tras que, por el contrario, las procianidinas mantienen contenidos
siempre inferiores en los vinos con levadura de flor.

En relacion a los Picos Agrupados, sus concentraciones aumentan
considerablemente en los vinos almacenados sin levadura, de for-
ma muy similar a como lo hace la absorbancia a 420 nm. Sin em-
bargo, en presencia de levadura de velo, la formacion de estos pro-
ductos de degradacion coloreados se encuentra muy inhibida, o
bien, una vez formados son retenidos por las propias levaduras de
flor que crecen sobre la superficie del vino.
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INTRODUCCION

Como se ha comentado ya en el capitulo anterior, es un hecho
bien conocido el escaso pardeamiento que sufren los vinos finos durante
el envejecimiento biolégico, bien por el efecto de proteccion que frente al
oxigeno atmosférico ejercen las levaduras de velo, bien por la capacidad
que presentan de retener compuestos pardos. Esta capacidad de las le-
vaduras de velo de retrasar la aparicion de este tipo de compuestos colo-
reados ha sido puesta de manifiesto por BARON et al. (1997) realizando
un seguimiento de la crianza biolégica a nivel de bodega, y en el capitulo
anterior de esta memoria, bajo condiciones controladas de laboratorio.

Desde hace varios anos es conocido que las levaduras y sus pare-
des celulares muestran una capacidad de retencion frente a algunos
compuestos presentes en el vino que ha sido sefialada por algunos auto-
res (RIBEREAU-GAYON, 1985). Particularmente, en relaciéon con compues-
tos fendlicos, se ha mostrado en vinos tintos que las levaduras de vinifi-
cacion retienen en grado variable antocianos y compuestos poliméricos
(BOURZEIX AND HEREDIA, 1986; AUGUSTIN, 1986; CUINIER, 1988; VASSEROT
et al., 1997). Asimismo, se ha descrito la adsorcion de los precursores de
la alteracion del color de algunos vinos blancos hacia tonos rosados (ro-
sissement o pinking oxidativo), por levaduras en el estado de lias (DU-
BOURDIEU, 1995). Deben también destacarse los trabajos de SALMON et al.
(2002) que muestran en soluciones modelo una fuerte interaccion de po-
lifenoles libres con lias de levaduras. Estas observaciones, junto a otras
relacionadas con la mejora de algunos caracteres organolépticos, pueden
justificar la practica enolégica tradicional en algunas regiones vitivinico-
las de envejecimiento sobre las lias de levaduras fermentativas (BOULTON
et al., 1996; FORNAIRON-BONNEFOND et al., 2001). Basandose en estos
precedentes, recientemente BONILLA et al. (2001) han mostrado la posibi-
lidad de usar células de levadura como agente de acabado para la correc-
cion del color, poniendo de manifiesto la capacidad especifica de reten-
cion de las levaduras hacia productos del pardeamiento de vinos blancos.

Por todo ello, cabe plantearse la posibilidad de utilizar levaduras
como agentes preventivos del pardeamiento de dichos vinos, a fin de
disminuir la velocidad de este proceso y, como consecuencia, alargar su
periodo de consumo. Desde luego, el primer problema que se plantea en
un estudio de este tipo es su larga duracion. En efecto, en condiciones
normales de almacenamiento es necesario al menos un afo para que los
estudios relativos al pardeamiento sean representativos, lo que se revela
como un plazo excesivo a poco que se quieran estudiar varias dosis o
formas de aplicacién de las levaduras. De aqui que se haya optado por el
estudio de pardeamiento en condiciones aceleradas por la temperatura,
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que permite extraer conclusiones en un tiempo mas razonable, pudiendo
extrapolar posteriormente para acercarse al mundo real.

En el capitulo presente ha sido utilizada levadu-
ra de panificacion (Saccharomyces cerevisiae) por su
facil disponibilidad en el mercado y de la cual se tiene
un gran conocimiento, cientificamente hablando.
Constituye uno de los productos de fermentacion in-
dustrial mas antiguos y hoy dia, es uno de los produc-
tos biotecnologicos mas importantes. Comercialmente,
la levadura se presenta como levadura comprimida (o
levadura fresca) y levadura desecada.

La levadura comprimida se vende en bloques
envueltos en papel acerado y/o celofan, o en forma de granulos de forma
mas o menos irregular. Esta preparada para su uso inmediato, pero es
un producto perecedero, el cual debe almacenarse a bajas temperaturas
(0-4°C). A mayores temperaturas el tiempo de vida es menor de tres se-
manas.

La levadura desecada esta disponible en dos formas: desecada ac-
tiva y desecada instantanea.

¢ La levadura desecada activa se presenta en paquetes herméticos,
sellados al vacio o completados con un gas inerte, como el nitroge-
no. La vida media de este producto es de unos 7 anos. Para mejorar
los resultados es necesario rehidratarla previamente.

¢ La levadura desecada instantanea proviene de someter a la levadura
comprimida a un rapido proceso de desecado. Se presenta normal-
mente en forma de pequenas varillas de elevada porosidad y facil
rehidratacion.

Por razones de disponibilidad y facilidad de uso, fueron las levadu-
ras de panificacion desecadas instantaneas las empleadas como agentes
de prevencion del pardeamiento en vinos blancos. De esta forma se mejo-
ra la reproducibilidad de los resultados y extension de los mismos a otras
experiencias posteriores.
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MATERIAL EXPERIMENTAL

Esta experiencia ha sido realizada con vino comercial tipo fino per-
teneciente a la D.O. Montilla-Moriles. A fin de evitar las posibles peque-
nas diferencias existentes entre botellas, y previamente al inicio de la
experiencia, se realiz6 una homogeneizacion del vino, para lo cual las
botellas se abrieron y se vertié mezclando su contenido en un deposito. A
continuacion, las mismas botellas de 70 cL fueron rellenadas hasta la
mitad de su capacidad, a fin de que se mantuviera una camara de aire en
contacto con el vino que facilitara su pardeamiento. La siguiente Tabla
muestra los parametros generales de este vino, suministrados por la bo-
dega, expresados como el intervalo aceptado para su comercializacion.

Etanol (% v/v) 14.85-14.90
Acidez Volatil (meq/L) 4.83-7.00
Acidez Titulable (meq/L) 61.4-63.9
pH 3.20-3.35
Azucares Reductores (g/L) =1

SO; libre (mg/L) 3.20-3.84
SO; total (mg/L) 102-131

A las diferentes botellas que contenian el vino Inicial homogenei-
zado se les adicion6 levadura de panificacion liofilizada (Mauripan
Fleischmann’s Foods, Canada), sin hidratar previamente, en concentra-
ciones de O (Sin Levadura), 1.0, 1.5 y 2.0 g/L. Todas los tratamientos se
realizaron por triplicado. Previamente a la adicion de las células se pro-
cedi6 a su inactivacion, con objeto de evitar que se produzca la autolisis
de las levaduras por desnaturalizacion de las enzimas responsables de
ello. La inactivaciéon se realiz6 con una disolucion hidroalcohélica al 50%
(v/v), calentando la mezcla hasta evaporacion del liquido.

Como se ha comentado, a fin de acelerar el proceso de pardea-
miento del vino, las diferentes botellas se introdujeron en una estufa con
temperatura controlada a 35 °C, permaneciendo cerradas en todo mo-
mento con su tapon comercial, excepto en los instantes que duraron las
diferentes tomas de muestra.

La toma de muestras para el seguimiento de las medidas espectro-

fotometricas se realizé al inicio de la experiencia y en todas las muestras
de vino cada tres dias. Dado que la absorbancia a 420 nm esta amplia-
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mente descrita en la bibliografia como una medida del pardeamiento del
vino, este parametro se utilizéo para dar por finalizada la experiencia en
cada una de las muestras, concretamente cuando alcanzaron un valor de
0.180 u.a., establecido como limite comercial para la retirada del merca-
do de este tipo de vinos finos.

Sin embargo, la toma de muestras para la determinacion del con-
tenido en polifenoles por HPLC se realiz6 de forma diferente (Figura), ya
que se eligieron los siguientes puntos del periodo de estudio:

0 En el vino Inicial antes de comenzar el pardeamiento (1).
0 Cuando el vino Sin Levadura alcanz6 un valor de A420 de 0.180

u.a. (2)

0 Cuando todas las muestras de vino con adicion de levadura alcan-

zaron el valor establecido de 0.180 u.a. (3), (4) y (5)

A420
A

(O TR EST0 IR ST e ——— . w MM

"

(1) ) 3) (4) (5)
Toma de Muestra

> TIEMPO

Como se puede observar, en el punto (2) de toma de muestra se
recogieron todos los vinos estudiados, donde solo el vino Sin Levadura
alcanzo el valor limite de A420, con lo que todos tenian el mismo tiempo
de almacenamiento. En los puntos (3), (4) y (5) todos los vinos tratados
presentaban el valor limite de A420 aunque lo consiguieron a diferente
tiempo de almacenamiento.

79



Pardeamiento en presencia y ausencia de levaduras

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Tablas 6, 7, 8, 9, 10 y 11 (Anexo) muestran los valores por tri-
plicado, medias y desviaciones estandar de las absorbancias medidas a
280, 420 y 520 nm de los vinos sometidos a pardeamiento acelerado,
tanto en ausencia como en presencia de levaduras.

La evolucion de la absorbancia a 420 nm durante la primera fase
de estudio se muestra en la siguiente Figura, es decir, cuando el vino sin
levadura anadida alcanzo un valor de 0.180 u.a. En primer lugar, puede
observarse que la evolucion seguida por el vino que no contenia levadura
es muy diferente a la de los vinos que evolucionaron en presencia de le-
vadura, en el sentido de que el color aument6é a mucha mayor velocidad,
necesitando tan s6lo 18 dias para incrementar su absorbancia desde
0.132 hasta el limite establecido de 0.180 u.a.

0.200 - —e— Sin Levadura
—s— Con Levadura (1.0g/L)
—a— Con Levadura (1.5g/L)
—e— Con Levadura (2.0g/L)
0.180
<
2
o 0.160
S\
<
<
0.140
O. 120 T T T 1
0] 5 10 15 20
dias

Sin embargo, las muestras de vino que contenian levadura en dife-
rentes concentraciones, experimentaron en los primeros tres dias un li-
gero descenso en el valor de absorbancia, posiblemente como consecuen-
cia de la adsorcion de compuestos responsables del color por parte de las
levaduras, como ha sido sefialado por BONILLA et al. (2001) en vinos tipo
Sherry y por SALMON et al. (2002) en soluciones modelo. Posteriormente,
se produce un aumento del valor de absorbancia, aunque no tan pro-
nunciado como en el caso del vino Sin Levadura. De esta forma, a los 18
dias, cuando el testigo sin Levadura tenia 0.180 u.a., las diferentes
muestras de vino con levadura mostraron valores bastante inferiores,
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cercanos a 0.155 u.a. para los vinos con dosis de 1.0 y 1.5 g/L y de
0.149 u.a. para el tratado con 2.0 g/L de levadura. El analisis de varian-
za realizado con estos resultados, pone de manifiesto que a los 18 dias
no existen diferencias significativas entre el color de los vinos tratados
con las dos dosis mas pequenas y si se muestra significativamente dife-
rente el vino tratado con una concentracion de levadura de 2 g/L.

La siguiente Figura muestra la evolucion de las medidas de absor-
bancia a 420 nm a lo largo de todo el estudio, es decir cuando todos los
vinos estudiados alcanzaron el valor limite establecido. El vino que con-
tenia 1.0 g/L de levadura alcanzoé el valor establecido como limite en 33
dias, practicamente 15 dias mas que el vino sin levadura anadida, encon-
trandose ademas que esta muestra no presenta diferencias significativas
con la de 1.5 g/L a lo largo de la experiencia, si bien ésta ultima necesito
6 dias mas para llegar al mismo valor de A420. La dosis de 2 g/L de le-
vadura es la que se reveld6 como mas eficaz para aumentar el periodo de
almacenamiento del vino, pues tarda 30 dias mas en alcanzar el mismo
valor de absorbancia que el vino comercial que evolucion6 en ausencia de
levadura.
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En la fotografia se puede ver la diferencia de color existente entre
el vino Inicial de partida, y el vino Sin Leva-
dura al final de la experiencia, cuando ya
habia alcanzado el valor de absorbancia fi-
nal.

A fin de estudiar a qué modelo
matematico de regresion simple se ajusta
mejor la evolucion de las absorbancias a
420 nm obtenidas para cada unas de las
muestras de vino, se ha realizado el estudio
correspondiente, mostrandose los resul-
tados en la siguiente Tabla.

Mode’lo‘ R2 Ecuaciéon
matematico
Sin Levadura Lineal 94.90 A420=0.0134+3.4x10-3T
Con Levadura (1.0 g/L) Exponencial 92.55 A420=exp(-2.02+9.8x10-3T)
Con Levadura (1.5 g/L) Exponencial 95.33 A420=exp(-2.02+8.7x10-3T)
Con Levadura (2.0 g/L) Exponencial 94.05 A420=exp(-2.02+9.8x10-37T)

Como se puede observar, la muestra de vino Sin Levadura mues-
tra una tendencia lineal, lo que permite deducir que el pardeamiento del
vino se ha producido por un aumento progresivo del color a velocidad
constante. Sin embargo, todas las muestras de vino con levadura anadi-
da exhibieron una tendencia exponencial, indicando que la velocidad de
pardeamiento en los estadios iniciales es menor, manteniendo al vino en
unos valores bajos los primeros 9 dias aproximadamente, tiempo a partir
del cual el color aumenté a una mayor velocidad. Estos datos muestran,
por tanto, que la eficacia de las levaduras no es constante a lo largo del
tiempo, sugiriendo que a medida que aumenta el pardeamiento su con-
trol sobre el mismo es menor.

En conjunto, la presencia de levadura en el vino retarda el aumen-
to progresivo del color que se aprecia en el vino Sin Levadura. De las do-
sis de levadura utilizadas para la experiencia, la de 2.0 g/L es la que
permiti6 mantener mas tiempo (48 dias) el vino en la estufa para alcan-
zar el mismo valor de absorbancia de 0.180 u.a. que el vino Sin Levadu-
ra. Entre las dosis de 1.0 y 1.5 g/L no se encuentran diferencias signifi-
cativas, siendo necesario esperar solo 27-33 dias para alcanzar el valor
de A420 establecido como limite. Por ello, debe admitirse una menor efi-
ciencia proporcional conforme se incrementa la dosis anadida, ya que
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una adicion de 50% y 100% sobre la de 1.0 g/L no conduce a 1.5y 2 ve-
ces el tiempo necesario para alcanzar el limite de 0.180 u.a.

Respecto al mecanismo mediante el cual la levadura retrasa el
aumento del color en los vinos blancos utilizados, puede pensarse en un
consumo de oxigeno competitivo, preferencialmente por los lipidos de las
membranas celulares (SALMON et al.,, 2000), impidiendo asi que, en un
primer momento los compuestos fendlicos del vino se oxiden formandose
productos que incrementan su color. Otra hipétesis, que no debe descar-
tarse, es la capacidad de las levaduras para adsorber compuestos fenoli-
cos coloreados, como afirma BONILLA et al. (2001) al utilizar la levadura
como producto de clarificacion.
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Las Figuras anteriores muestran la evolucion de los valores de ab-
sorbancia a 520 nm y 280 nm desde el inicio hasta los 18 dias (figuras de
la izquierda) y desde el inicio hasta el final de la experiencia (figuras de la
derecha). La evolucion de la absorbancia 520 nm es practicamente la
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misma que la ya comentada para la absorbancia 420 nm, aunque se ha
de considerar que los valores obtenidos son suficientemente bajos como
para no utilizarlos para extraer conclusiones. En este sentido, es necesa-
rio considerar que ni siquiera al final del estudio, los vinos estan sufi-
cientemente pardeados como para que se formen apreciablemente com-
puestos coloreados con tonalidades rojas.

En cuanto a los valores de absorbancia a 280 nm, se observa una
tendencia a aumentar a lo largo del almacenamiento del vino, sin encon-
trar diferencias significativas entre las muestras que evolucionan con
levadura frente a las que lo hacen sin ella. Este parametro esta amplia-
mente reconocido como una medida de los polifenoles totales del vino,
por lo que podria deducirse que durante su periodo de almacenamiento,
tanto en ausencia como en presencia de levadura los compuestos que se
van formando absorben mas a esta longitud de onda.

Las Tablas 12-19 (anexo) muestran los valores del triplicado, me-
dias y desviaciones estandar de los contenidos de los distintos compues-
tos fenoélicos englobados en las familias de Acidos Fenolicos, Esteres de
Acidos Hidroxicinamicos, Flavanos y Picos Desconocidos (mg/L) en el
vino Inicial y en todos los vinos estudiados, tanto a los 18 dias (cuando el
vino Sin Levadura llega a un valor de A420 de 0.180 u.a.), como al final
de la experiencia (cuando los vinos con levadura alcanzan dicho valor de
absorbancia).

El vino Inicial presenta unos contenidos medios en compuestos
fenolicos que estan en concordancia con los encontrados por otros auto-
res para este tipo de vinos comerciales (BARON et al., 1997; FABIOS et al.,
2000). Como se puede comprobar en la siguiente Figura, tirosol y (+)-
catequina son los compuestos mayoritarios (68.6 y 34.1 mg/L respecti-
vamente), seguidos por el resto de derivados del flavan-3-o0l, fundamen-
talmente (-)-epicatequina y procianidina B3 y acido t-caftarico. Los acidos
fenolicos se encuentran en concentraciones bajas, en la mayoria de los
casos no superan los 2 mg/L, a excepcion de los acidos galico y protoca-
téquico que se encuentran en mayor proporcion (4.43 y 5.85 mg/L res-
pectivamente). Ademas de todos estos compuestos, se han cuantificado
una serie de desconocidos que, aunque se encuentran en baja concen-
tracion, adquieren especial importancia por ser compuestos coloreados
(Picos Agrupados).
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Para estudiar los cambios de las concentraciones en los diferentes
compuestos fenolicos durante el almacenamiento del vino, tanto en au-
sencia como en presencia de levadura, se han calculado los incrementos-
decrementos de dichos contenidos fendlicos entre el vino Inicial y cada
uno de los tratados con levaduras, a los 18 dias (cuando el vino Sin Le-
vadura alcanzo6 0.180 u.a.) y al final del periodo de tiempo necesario para
alcanzar esta absorbancia cada uno de ellos. Al objeto de simplificar la
exposicion de todos los resultados obtenidos, se ha realizado un analisis
de varianza con los datos correspondientes, que permitira solo comentar
aquellos resultados que se muestren significativamente diferentes al vino
Inicial.

Respecto a los acidos fendlicos, la siguiente tabla muestra los re-
sultados del analisis de varianza realizado para comparar el vino Inicial
con los que se han almacenado durante 18 dias, tanto en ausencia de
levadura como en presencia de la mayor dosis utilizada (2 g/L).

Sin Levadura Con Levadura (2.0 g/L)

F p F D
Acido Cafeico 21.9 o 1.92 n.s.
Acido p-Cumarico 0.18 n.s. 0.03 n.s.
Acido Fertlico 16.1 * 0.71 n.s.
Acido Galico 0.02 n.s. 5.41 n.s.

Acido Protocatéquico 237 oo 29.5 o
Acido Siringico 1.35 n.s. 0.03 n.s.
Acido Vanillico 7.98 * 2.29 n.s.

* p<0.001 * p<0.01 * p<0.05 n.s.: no significativo
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Como puede apreciarse, los acidos protocatéquico, vanillico, cafei-
co y ferulico tienen diferencias significativas con respecto al vino Inicial
en ausencia de levadura, mientras que con levadura solo varia significa-
tivamente el acido protocatéquico. En la siguiente Figura se ha represen-
tado solo las variaciones significativas de estos acidos fenélicos.
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Como se ha senalado, el acido protocatéquico es el que experimen-
ta en ambos vinos una variaciéon mayor en su concentracion, siendo 1.58
veces superior el aumento en el vino en ausencia de levadura. Los acidos
cafeico y vanillico incrementan ligeramente sus contenidos en estos 18
dias de pardeamiento acelerado en ausencia de levadura (0.12 y 0.10
mg/L respectivamente), mientras que el acido feralico disminuye ligera-
mente (0.12 mg/L). Sin embargo, todas estas variaciones son tan peque-
nas que es dificil poder extraer conclusiones fiables del comportamiento
de estos acidos durante el almacenamiento del vino.

Con los datos correspondientes a los contenidos en acidos fenoli-
cos de todos los vinos al final de la experiencia (A420 de 0.180 u.a), y al
objeto de compararlos con el vino Inicial, se ha realizado otro analisis de
varianza cuyos resultados se muestran en la siguiente Tabla:
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Sin Levadura Con Levadura

1.0 g/L 1.5g/L 2.0 g/L

F p F p F p F p

Cafeico 21.9 *x 26.0 *x 68.8 *x 80.3 ok
p-Cumarico 0.18 n.s. 0.00 n.s. 1.73 n.s. 1.98 n.s.
Ferulico 16.1 * 13.5 * 15.1 * 1.69 n.s.
Galico 0.02 n.s. 4.50 n.s. 13.8 * 22.1 **
Protocatéq. 237 ok 379 ok 1858 ok 4100 ok
Siringico 1.35 n.s. 2.17 n.s. 21.7 o 10.4 *
Vanillico 7.98 * 61.6 ** 28.5 ** 112 ol

*¥** p<0.001  ** p<0.01 * p<0.05 n.s.: no significativo

La siguiente Figura muestra las variaciones significativas produci-
das en los contenidos de acidos fendlicos entre el vino Inicial y todos los
vinos al final de la experiencia (A420 de 0.180 u.a.). Como se puede ad-
vertir, en este punto de la experiencia existe ya un mayor nimero de aci-
dos que tienen diferencias significativas con respecto al vino Inicial. Nue-
vamente es el acido protocatéquico el que en todos los vinos estudiados
experimenta una mayor variacion en su concentracion, siendo las mues-
tras con levadura afiadida las que aumentan en mayor proporcion.
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En cuanto a los ésteres de acidos hidroxicinamicos y tirosol, la si-
guiente Tabla muestra el analisis de varianza realizado para comparar
los vinos almacenados durante 18 dias, con y sin levadura, con el vino
Inicial. Con los datos que mostraron una significancia superior al 95% se
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calcul6 la variacion que experimentan los correspondientes contenidos
durante al almacenamiento (Figura)

Sin Levadura Con Levadura (2.0 g/L)
F P F P
Acido t-Caftarico 61.5 o 1.66 n.s.
Acido c-Cutarico 46.7 *x 24.8 *x
Tirosol 4347 *kk 2808 *kk

*¥** p<0.001  ** p<0.01 * p<0.05 n.s.: no significativo
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Se puede comprobar un comportamiento diferente para el t
caftarico y el c-cutarico, ya que el primero, con una concentraciéon inicial
de 17.5 mg/L, disminuye hasta 15.1 mg/L en el vino Sin Levadura y no
manifiesta un cambio significativo en el vino con levadura afnadida. Sin
embargo, el acido c-cutarico experimenta en estos 18 dias un aumento
de su concentracion en ambas muestras de vino con respecto al vino Ini-
cial, de 2.3 mg/L en el vino Sin Levadura y de 2.7 mg/L en el vino Con
Levadura.

Por otra parte, los contenidos en tirosol descienden considerable-
mente en ambas muestras de vino, pasando de 68.6 mg/L que tenia el
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vino al inicio, a 52.6 y 52.8 mg/L respectivamente para el vino Sin Leva-
dura y Con Levadura.

Al final de la experiencia, cuando todos los vinos alcanzaron el va-
lor limite de absorbancia, y basandose en el correspondiente analisis de
varianza (Tabla), la Figura siguiente muestra las variaciones significati-
vas para los contenidos en estos tres compuestos fenolicos.

Sin Levadura Con Levadura

1.0 g/L 1.5g/L 2.0g/L

F p F P F P F P
t-Caftarico 61.5 wx 11.8 * 21.4 wx 5.07 n.s.
c-Cutarico 46.7 ** 3.73 n.s. 14.6 * 25.5 **
Tirosol 4347 ok 904 ok 616 Fk 1391 ok

*¥** p<0.001  ** p<0.01  * p<0.05 n.s.: no significativo
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Como se puede observar, las muestras de vino disminuyen ligera-
mente su concentracion en el acido t-caftarico, incluso las muestras con
levadura anadida a diferentes concentraciones, lo que induce a pensar
que este compuesto tiende a bajar sus contenidos durante el proceso de
pardeamiento, lo cual esta ampliamente descrito en la bibliografia para el
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caso del pardeamiento enzimatico. Sin embargo, en el caso del c-cutarico,
el comportamiento es diferente ya que todas las muestras de vino incre-
mentan su concentracion respecto al vino Inicial.

De nuevo, los contenidos de tirosol experimentan una variacion
negativa de la concentracion en todas las muestras de vino. Dado que a
los 18 dias los dos vinos antes mencionados (con y sin levadura) presen-
taban muy diferente valor de A420, y sus contenidos en tirosol eran muy
similares, es dificil atribuir las variaciones de este compuesto al pardea-
miento del vino, y puesto que dichas variaciones son del mismo orden de
magnitud en los vinos con y sin levadura, también es improbable que sea
debido a la accion de las levaduras.

Respecto a los derivados monémeros y dimeros del flavan-3-ol, se
ha realizado igualmente un analisis de varianza que permite comparar de
forma significativa el vino Inicial con los vinos almacenados 18 dias, tan-
to en presencia como en ausencia de levadura. En la Figura siguiente se
han representado para los dos vinos estudiados las variaciones significa-
tivas de estos compuestos.

6.0 7 W Sin Levadura

I' Con Levadura

5.0 ~

4.0 A

3.0 ~

2.0 ~

Variacion (mg/L)

1.0 4
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(-)-Epicatequina Procianidina B3
-1.0 +

-2.0 ~

(+)-Catequina

-3.0 -
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Sin Levadura Con Levadura (2.0 g/L)
F P F P
(+)-Catequina 42.2 f 69.3 f
(-)-Epicatequina 9.49 * 35.7 *k
Procianidina B1 0.47 n.s. 0.00 n.s.
Procianidina B2 22.0 wx 31.9 *x
Procianidina B3 129 FrE 47.8 *x
Procianidina B4 15.4 * 6.25 n.s.

*¥** p<0.001  ** p<0.01 * p<0.05 n.s.: no significativo

En primer lugar, y en lo que se refiere a la (+)-catequina, cabe des-
tacar que el vino Sin Levadura presenta una concentracién de 31.9
mg/L, lo que supone una disminuciéon del 6.45% respecto del vino Ini-
cial. Sin embargo, en presencia de levadura la (+)-catequina no experi-
menta esta disminucion, sino todo lo contrario, un aumento del 13.20%.
En lo que respecta a la (-)-epicatequina, la variacion de su concentracion
en el vino Con Levadura es practicamente la misma que la observada
para el otro flavano monomero (4.6 mg/L), a diferencia de lo mostrado en
el vino Sin Levadura que aumenta, aunque ligeramente (1.8 mg/L).

En cuanto a las procianidinas estudiadas, B1 (epicatequina 4p -
8 catequina), B2 (epicatequina 43 - 8 epicatequina), B3 (catequina 40 >
8 catequina) y B4 (catequina 40 = 8 epicatequina), hay que hacer distin-
cion en el comportamiento de ellas durante estos dias de almacenamien-
to. Por un lado, en este punto de la experiencia, la B1 no varia significa-
tivamente sus contenidos en ninguno de los dos vinos. Por otro lado,
mientras en la B3 se produce una variacion positiva en la concentracion
con respecto al vino Inicial en ambas muestras de vino, las B2 y B4 la
variacion es negativa, aunque no es significativa para ésta ultima.

Respecto a la variacion que experimentan estos derivados del fla-
van-3o0l desde el inicio hasta el final de la experiencia (A420 de 0.180 u.a.
en todos los vinos estudiados), la siguiente tabla muestra el correspon-
diente analisis de varianza, que permitira representar solo los incremen-
tos significativos (Figura siguiente). Es preciso recordar que cada uno de
los vinos (0, 1.0, 1.5 y 2.0 g/L de levadura) necesitaron un periodo de
almacenamiento diferente para alcanzar dicho valor de absorbancia (18,
33, 39 y 48 dias respectivamente).
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Sin Levadura Con Levadura

1.0 g/L 1.5g/L 2.0 g/L

F P F P F P F P

Catequina 42.2 o 5.00 n.s. 36.6 i 14.8 *
Epicatequina 9.49 * 11.0 * 38.6 ** 10.7 *
Proc. B1 0.47 n.s. 7.75 * 10.4 * 2.55 n.s.
Proc. B2 22.0 ok 4.06 n.s. 3.16 n.s. 44.7 i
Proc. B3 393 Fkk 267 kk 412 ok 316 ok
Proc. B4 15.4 * 1.87 n.s. 1.72 n.s. 2.96 n.s.

*** p<0.001 ** p<0.01  * p<0.05 n.s.: no significativo
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La (+)-catequina manifiesta un comportamiento diferente depen-
diendo de que el vino se almacene con o sin levadura, ya que mientras
que en el vino sin levadura sus contenidos disminuyen con respecto al
vino Inicial (2.2 mg/L), las muestras de vino con levadura experimentan
un aumento. Este hecho fue igualmente observado a los 18 dias, es decir
cuando el vino sin levadura alcanzo A420 de 0.180, lo que nos permite
considerar que la evolucion de la (+)-catequina durante el almacenamien-
to del vino es diferente en presencia y en ausencia de levadura. Este
comportamiento podria explicarse en base a que los vinos con levadura
se almacenaron durante mayor tiempo, por lo que todas las posibles re-
acciones de hidrolisis de oligomeros de los flavanos estan mas favoreci-
das, tal y como ha sido descrito por otros autores (TIMBERLAKE AND BRID-
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LE, 1976; DALLAS et al., 1995; BARON et al., 2000) para explicar el aumen-
to de los derivados del flavan-3-ol.

Este mismo aumento puede observarse en la (-)-epicatequina, iso6-
mero del anterior, aunque en este caso también aumenta la concentra-
cion en la muestra de vino sin levadura. En cuanto a las procianidinas
B2 y B4, ambas disminuyen su concentracion respecto al vino Inicial,
tanto en los vinos almacenados Sin Levadura como en los que contenian
diferentes dosis de levadura, aunque no son significativas. En el caso de
la procianidina B2, las variaciones son unicamente significativas para la
concentracion de levadura mas alta presente en el vino. Esta variacion
cada vez mayor, se puede explicar nuevamente en base al mayor tiempo
necesario para alcanzar el mismo valor de absorbancia, es decir, al ma-
yor periodo de almacenamiento. Para la procianidina B4, se puede obser-
var un comportamiento muy similar al ya comentado para la procianidi-
na B2.

Por otro lado, respecto a la procianidina B1, puede apreciarse una
disminucion de la concentracion en las muestras de vino con levadura en
0.83 mg/L, 1.40 mg/L y 0.57 mg/L (n.s.), respectivamente para las
muestras con 1.0, 1.5 y 2.0 g/L de levadura, mientras que el vino Sin
Levadura aumenta su concentracion ligeramente (0.3 mg/L, n.s.).

En cuanto a la procianidina B3, el vino Inicial contenia una con-
centracion de 14 mg/L y puede observarse que todas las muestras de
vino al final de la experiencia tienen una concentraciéon superior a este
valor. De hecho, la variacion observada para esta procianidina es bastan-
te mayor que la observada para las otras, de 4.5 mg/L para el vino Sin
Levadura, y de 6.3, 7.0 y 4.9 mg/L para las muestras de vino con levadu-
ra anadida.

En conjunto, los dos monomeros y la procianidina B3 aumentan
sus contenidos a lo largo del almacenamiento del vino tanto en ausencia
como en presencia de levadura, posiblemente como consecuencia de la
hidroélisis de otras moléculas de flavanos (TIMBERLAKE AND BRIDLE, 1976;
HAsSLAM, 1980; DALLAS et al., 1995), a excepcion de la catequina que, en
ausencia de levadura, disminuye su concentracion probablemente por
participar en reacciones de oxidacion también ampliamente descritas en
la bibliografia (SIMPSON, 1982; FERNANDEZ-ZURBANO et al., 1995)

En relacion con los compuestos de estructura desconocida cuanti-
ficados, las siguientes Tablas muestran los resultados correspondientes a
los dos analisis de varianza realizados con los vinos almacenados, tanto a
los 18 dias (primera tabla), como al final de la experiencia (segunda ta-
bla).
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Sin Levadura Con Levadura (2.0 g/L)
F P F P
Picos Agrupados 770 Fkx 85.0 Fkx
Pico 1 0.00 n.s. 0.02 n.s.
Pico 2 52.8 o 0.10 n.s.
Pico 3 13.5 * 34.8 *x
Pico 4 125 ok 22.2 **
Pico 6 8.59 * 3.67 n.s.
Pico 7 0.30 n.s. 0.15 n.s.
Pico 10 25.2 *x 9.48 *
Pico A 23.4 *x 8.88 *
Pico B 15.0 * 1.10 n.s.

*** p<0.001 ** p<0.01  * p<0.05 n.s.: no significativo

Sin Levadura Con Levadura

1.0 g/L 1.5 g/L 2.0g/L

F p F P F P F p

P. Agrupados 770 ok 50.0 b 49.4 o 910 ok
Pico 1 0.00 n.s. 0.01 n.s. 0.59 n.s. 1.35 n.s.
Pico 2 52.8 *k 9.52 * 7.94 * 0.41 n.s.
Pico 3 13.5 * 20.5 * 1.71 n.s. 1.75 n.s.
Pico 4 124 ook 17.8 * 105 Fkk 362 ook
Pico 6 8.59 * 110 ok 8.27 * 49.0 il
Pico 7 0.30 n.s. 0.00 n.s. 0.50 n.s. 5.13 n.s.
Pico 10 25.2 *k 26.3 i 13.7 * 25.2 il
Pico A 23.4 *k 36.0 i 32.8 *k 32.1 *k
Pico B 15.0 * 3.94 n.s. 20.2 * 1.16 n.s.

*¥** p<0.001  ** p<0.01 * p<0.05 n.s.: no significativo

En la Figura siguiente se puede observar la variacion de las con-
centraciones de los picos desconocidos con respecto al vino Inicial, cuan-
do el vino Sin Levadura alcanza el valor de A420 de 0.180 u.a, es decir, a
los 18 dias. De todos estos compuestos, se ha de prestar una especial
atencion a los denominados Picos Agrupados, ya que son coloreados y
han sido descritos como responsables mas directos del aumento de color
en el pardeamiento del vino blanco (FABIOS et al., 2000; BONILLA et al.,
2001). Ademas, otros picos desconocidos también aparecen en el croma-
tograma registrado a 420 nm, aunque con areas muy pequenas y con
mala resolucion por lo que no se han podido cuantificar.
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Inicialmente, en el vino comercial de partida, la concentracion de
Picos Agrupados era de 4.55 mg/L, que aumento hasta 9.49 mg/L (2.08
veces) cuando el vino Sin Levadura alcanzoé el valor de A420 fijado como
limite de 0.180 u.a., es decir a los 18 dias. Sin embargo, para este mismo
tiempo de almacenamiento, el aumento producido en el vino Con Levadu-
ra fue bastante menor, alcanzandose valores de 7.53 mg/L. Hay que des-
tacar que el vino con levadura presentaba en ese punto de la experiencia
un valor de absorbancia de 0.149 u.a., bastante menor que el del vino
Sin Levadura (0.180 u.a.), lo que sugiere que los compuestos englobados
en los denominados Picos Agrupados son los principales responsables del
aumento de color del vino blanco por pardeamiento.

En cuanto al resto de picos desconocidos, cabe destacar que el de-
nominado Pico 3 es el que experimenta una mayor disminucién en su
concentracion a lo largo de estos 18 dias de almacenamiento, siendo de
1.34 mg/L en presencia de levadura y de 0.83 mg/L en el vino al cual no
se le adiciona levadura.

Finalmente, cuando se estudian los valores finales de la experien-
cia, Figura siguiente, puede observarse que, aunque las muestras de vino
con levadura anadida en diferentes concentraciones han alcanzado el
mismo valor de A420 que el vino Sin Levadura, la concentracion de Picos
Agrupados es menor en presencia de levadura. Este hecho hace pensar
que, por una parte, durante el pardeamiento del vino las levaduras retie-
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nen estos compuestos pardos o impiden que se formen. Pero, por otra
parte, cabe la posibilidad de que como todas las muestras de vino alcan-
zan el mismo valor final de absorbancia y tienen diferente concentracion
de estos compuestos, ademas de ellos, existan en el vino otros compo-
nentes que participan en el aumento de color. Todo ello induce a pensar
que los compuestos responsables del color no son los mismos en el vino
almacenado sin levadura que en las muestras de vino que permanecieron
en contacto con levaduras, posiblemente como consecuencia de que es-
tas células interaccionan en el proceso de pardeamiento provocando que
los compuestos responsables del color se formen por vias de sintesis di-
ferente.

Ademas esta consideracion puede confirmarse con el hecho de que
la concentracién en algunos picos desconocidos es mayor en las mues-
tras finales de vino con levadura que en el vino Inicial, y que en el vino
Sin Levadura (Figura).

6.0
W Sin Levadura
5.0 A
m 1.0 g/L Levadura
111.5 g/L Levadura
4.0 7 112.0 g/L Levadura

Variacion (mg/L)
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L

Pico 2

Pico 10

O . O T T I
Picos
Agrupados

1.0 A Pico 3 Pico B

CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos del estudio del pardeamiento acele-

rado de vinos blancos tipo fino en presencia y ausencia de levaduras de
panificacion, se pueden extraer las siguientes conclusiones:
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La presencia de células libres de levadura retrasa el pardeamiento
del vino, como consecuencia de frenar la velocidad de aumento del
color, permitiendo con ello que el tiempo de almacenamiento pue-
da ser mayor en comparacion con los vinos sin levadura. Ademas,
la velocidad de aumento de la absorbancia a 420 nm es menor en
los estadios iniciales, lo que permite mantener en los primeros di-
as el color inalterable.

Respecto a las dosis de levadura utilizadas en el estudio, la mas
alta (2 g/L) es la que se mostréo mas eficaz, ya que permitié6 man-
tener mas tiempo el vino almacenado por debajo del valor fijado
como limite de absorbancia a 420 nm (0.180 u.a.) que el vino sin
levadura anadida. No obstante lo anterior, no se advierten clara-
mente relaciones de linealidad entre retraso en el pardeamiento y
dosis de levadura aplicada. Al menos este hecho parece despren-
derse de la falta de diferencias significativas entre el comporta-
miento de los dosis de 1.0y 1.5 g/L.

En lo que respecta a los acidos fenolicos, la presencia de levadura
no modifica sustancialmente la composicion del vino, mientras
que, tanto en presencia como en ausencia de levadura, dichos
compuestos tienden a aumentar sus concentraciones a medida
que el tiempo de almacenamiento es mayor. Sin embargo, los con-
tenidos en tirosol disminuyen durante el periodo de estudio tanto
en presencia como en ausencia de levadura.

Los monomeros del flavan-3-ol y la procianidina B3 aumentan sus
contenidos durante el almacenamiento del vino tanto en ausencia
como en presencia de levadura, posiblemente como consecuencia
de la hidrélisis de otros flavanos oligbmeros, a excepcion de la (+)-
catequina que en ausencia de levadura disminuye su concentra-
cion, probablemente a causa de su participacién en reacciones de
oxidacion.

La concentracion de Picos Agrupados y de otros picos desconoci-
dos es menor en presencia que en ausencia de levadura durante
todo el periodo de estudio, lo que hace pensar que las levaduras
retienen estos compuestos pardos o que de alguna manera inte-
raccionan en el proceso de pardeamiento del vino provocando una
inhibicion en la formacion, si no de todos ellos, si de algunos.
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Pardeamiento en presencia y ausencia de levaduras inmovilizadas

INTRODUCCION

En el capitulo anterior se ha puesto de manifiesto la capacidad de
las levaduras de panificacion para retrasar el pardeamiento en los vinos
blancos tipo fino y con ello aumentar su periodo de almacenamiento. Sin
embargo, y como se ha comentado anteriormente, la aplicacion de leva-
dura produce un enturbiamiento no deseado para el consumo del pro-
ducto, por lo que de hecho esta técnica sélo seria aplicable a estadios de
conservacion del vino en bodega en la que un tratamiento de ultrafiltra-
cion le devuelve a su necesaria transparencia.

El vino es un producto alimenticio en el que se ha de cuidar no so6-
lo su calidad, sino también su presentacion frente al consumidor, por lo
que se ha de evitar en la medida de lo posible el enturbiamiento que le
proporciona una mala imagen. A fin de evitar este problema, se pensé en
la posibilidad de utilizar las células de levadura inmovilizadas en un gel
de carragenato con la suficiente consistencia para evitar el indeseado
enturbiamiento del vino.

Carragenatos, carragenanos o ca-
rrageen es el nombre genérico dado a toda
una familia de polisacaridos lineales, sul-
fatados en diferente grado, que se obtienen
mediante extraccion alcalina en caliente de
diversas especies de algas rojas intima-
mente emparentadas (clase Rhodophyceae:
género Chondrus, Euchema y Gigartina).

Este polisacarido esta constituido
por una cadena de unidades de galactosa
y 3,6-anhidrogalactosa, sulfatadas y no sulfatadas unidas por enlaces
glucosidicos 0-1,3 y B-1,4, alternantes.
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Las propiedades gelificantes del carragenato se ven afectadas por
la riqueza en grupos sulfato y su localizacion en el polisacarido. En base
a ello, se distinguen tres tipos principales de carragenatos:

0 K-carragenato esta compuesto por D-galactosa, 3,6-anhidro-D-
galactosa y sulfato unidos por enlace éster a la cadena principal, en-
contrandose que los restos de galactosa sulfatados estan casi en su
totalidad en posicién 4, mientras los de anhidrogalactosa se esterifi-
can en las posiciones 2, 6 o en ambas. Este tipo de carragenato nece-
sita la presencia de iones K+ o Ca2?* para su gelificacion, aunque el
maximo grado de consistencia se consigue con los primeros. Es esta-
ble a pH acido.

k—Carragenato OH

0 A-carragenato esta formado por unidades de galactosa-2-sulfato-
galactosa-2,6-disulfato y se caracteriza por tener un mayor contenido
en sulfato, lo que provoca que la conformaciéon resultante es una cin-
ta en zig-zag, sin caracteristicas gelificantes.

A-Carragenato 080

0 I-carragenato esta formado por unidades de galactosa-4-sulfato-3,6
anhidrogalactosa 2-sulfato. Esta estructura necesita la presencia de
iones Ca?2* para gelificar.

CH,0S0,-

OH o

I-Carragenato 080s
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La solubilidad en agua de los carragenatos es tanto mayor cuanto
mas alto sea el contenido en restos sulfatados y mas baja sea la propor-
cion de azucar anhidro.

El k-carragenato forma
geles térmicamente reversi-
bles con entramados enlaza-
dos mediante la formacion de
dobles hélices. Al enfriarse, se
produce la gelificacion si se
forman dobles hélices sufi-
cientes para constituir las
zonas de union necesarias
para lograr una red continua.
Cuando el namero de dobles
hélices formado es muy alto,
se asocian para constituir
agregados y el gel se torna
opaco, mientras que cuando el grado de agregacion es suficientemente
alto, la red se contrae con la subsiguiente exclusion de liquido en los in-
tersticios, y el gel se fragiliza.

ENFRIAMIENT! ENFRIAMIENTO
-~ -~
a O
GEL

DISOLUCION AGREGADO

El cambio estructural del polisacarido, pasando de un enrolla-
miento al azar a otro helicoidal, se ve favorecido por la disminuciéon de su
contenido en sulfatos, por lo que el k-carragenato, que esta menos sulfa-
tado, es el que mejor forma geles opacos. Las hélices se forman gracias al
establecimiento inicial de puentes de hidrogeno, entre los oxigenos 2 y 6
de restos de galactosa situados en distintas hebras de la doble hélice,
para a continuacion todos los grupos hidroxilo no sustituidos formar
puentes de hidrogeno intrahelicoidales que confieren una gran estabili-
dad a la doble hélice. Los restos de sulfato, que se localizan en la superfi-
cie externa, refuerzan el esqueleto de las hélices, mediante empaqueta-
miento de las mismas por atraccion electrostatica entre cationes (K* y
Ca2?*) y los aniones, por lo que la gelificacion puede regularse ajustando
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la concentracion de cationes, aunque su presencia provoca un aumento
de la temperatura de formacion del gel.

La utilizacion de carragenato como gel inmovilizador esta amplia-
mente descrita en el mundo de la alimentacién, concretamente para ace-
lerar y mejorar los procesos de clarificacion en bebidas alcohdlicas, para
estabilizar y mejorar la viscosidad en los batidos de chocolate, para espe-
sar salsas y condimentos, etc. Recientemente se estan llevando a cabo
estudios sobre la inmovilizacion de células bacterianas para producir
queso fresco de forma continua (SODINI et al., 1997). Asimismo, ha sido
también ampliamente descrito su uso en el campo de la biotecnologia,
por ejemplo, la produccion de etanol a partir de células de Saccharomy-
ces cerevisiae inmovilizadas (GARCIA-GARCIA et al., 1989; NIGAM, 2000).
Mas concretamente, en el campo de la Enologia se han estudiado técni-
cas de inmovilizaciéon de células de Lactobacillus y Leuconostoc para el
control de la fermentacion malolactica de los vinos (CRAPISI et al., 1987).

El objetivo del presente capitulo es estudiar mediante un segui-
miento del color y del contenido en compuestos fenoélicos, la capacidad de
las levaduras inmovilizadas en Kk-carragenato para retrasar el pardea-
miento de los vinos blancos, con ello aumentando su periodo de almace-
namiento posterior al embotellado.

MATERIAL EXPERIMENTAL

La experiencia fue realizada con el mismo vino blanco comercial
tipo fino, perteneciente a la D.O. Montilla-Moriles, utilizado en la expe-
riencia del capitulo anterior. El vino embotellado se descorché y su con-
tenido fue vertido en un deposito de acero inoxidable a fin de homogenei-
zarlo. A continuacion se rellenaron de nuevo las botellas de 70 cL solo
hasta la mitad de su capacidad para asegurar una camara de aire en
contacto con el vino que favoreciera su pardeamiento.

La levadura utilizada para el proceso, al igual que en el capitulo
anterior, es del tipo liofilizada instantanea (Mauripan Fleischmann’s
Foods, Canada). Previamente a la inmovilizacion de las células en k-
carragenato se procedio a su inactivacion, con objeto de evitar que, una
vez formado el gel, se desarrolle un crecimiento celular que provoque su
rotura en el medio donde se va a aplicar, ademas de imposibilitar la au-
tolisis de las levaduras ya comentada. La inactivacion se realizé con una
disolucion hidroalcohélica al 50% (v/v), calentando la mezcla hasta eva-
poracion del liquido.
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Una vez inactivadas las levaduras, se
preparo una mezcla homogénea que contenia
agua, 4 g/L de k-carragenato y 2 g/L de leva-
dura. Dicha mezcla se calenté y antes de su
gelificacion se vertié sobre un recipiente rec-
tangular con altura variable a fin de conseguir
laminas de diferentes espesores. Se dejo enfriar
y se estabilizo por in- .
mersion en una disolucion de cloruro potasico al
2.5%. Por ultimo, la lamina de gel se corté en
cuentas de 4.75 mm de diametro interno y con
diferentes espesores (1, 2 y 3 mm), tal y como se
muestra en el siguiente esquema.

A cada una de las botellas de vino se le annadio la cantidad necesa-
ria de cuentas de gel para que cada botella tuviera una concentracion de
levadura de 2 g/L y a continuacion se cerraron con su tapon comercial. A
fin de acelerar el proceso de pardeamiento, las botellas se introdujeron
en una estufa con temperatura controlada de 35 °C.

La toma de muestras para el seguimiento del color, se realizo al
inicio de la experiencia y cada tres dias hasta el final de la misma. Para
la determinacion del contenido en polifenoles por HPLC, la toma de
muestras fue en los siguientes puntos del estudio (Figura):

0 En el vino inicial antes de comenzar el proceso de pardeamiento
(1).

0 Cuando el vino Sin Levadura alcanzé un valor de A420 de 0.185
u.a. (2)

0 Cuando todas las muestras de vino con adicién de levadura alcan-
zaron el valor establecido de 0.185 u.a. (3), (4) y (5).
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0.185 U, 8l [ £1n[

> TIEMPO

(1) @) 3) (“4) 5

Toma de Muestra

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Tablas 20, 21, 22 y 23 del Anexo muestran las medidas espec-
trofotométricas por triplicado, sus medias y desviaciones estandar reali-
zadas a las muestras de vino durante el desarrollo de la experiencia tanto
en ausencia como en presencia de levaduras inmovilizadas.

En la siguiente Figura se presenta la evolucion de los valores me-
dios y sus desviaciones estandar de la absorbancia a 420 nm durante el
almacenamiento del vino Sin Levadura y de los vinos que contenian las
tres diferentes cuentas de gel (1, 2 y 3 mm de espesor). Como puede ob-
servarse, mientras el vino testigo alcanzé el valor final de 0.185 u.a. en
27 dias, las muestras de vino almacenadas durante ese mismo tiempo
con las células de levadura, s6lo experimentaron un pequefio aumento
en el valor de absorbancia. Concretamente, en esos 27 dias, los vinos con
cuentas de 2 y 3 mm mostraron un leve aumento de la absorbancia des-
de 0.103 u.a. hasta valores de 0.115 y 0.111 u.a., respectivamente, y sin
diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, la muestra que conte-
nia las cuentas de menor espesor se comporté en este punto significati-
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vamente diferente a las otras dos, con un valor ligeramente superior
(0.124 u.a.).

Por otro lado, y como puede observarse en la Figura el resto de los
vinos alcanzaron el valor limite de 0.185 u.a. en un periodo de tiempo
claramente superior. En concreto, las muestras con cuentas de gel de 1
mm de espesor tardaron 51 dias, las de 2 mm lo hicieron en 57 dias y las
de 3 mm de espesor en 60 dias o, dicho de otra manera, la presencia de
cuentas de gel de 1, 2 y 3 mm retrasaron el pardeamiento acelerado del
vino en 24, 30 y 33 dias. Teniendo en cuenta que la concentracion de
levadura fue siempre la misma (2 g/L), el mejor comportamiento de las
cuentas de mayor espesor se puede explicar en base a que se apelmazan
menos en la botella que las de tamano menor y a factores tales como la
porosidad estructural de las cuentas.

Si comparamos los resultados obtenidos en este ensayo con los
obtenidos en el capitulo anterior, utilizando células de levadura libres, se
puede observar que los resultados son comparativamente muy parecidos,
lo que pone de manifiesto que el gel de k-carragenato es inerte con res-
pecto a los componentes del vino, tal y como ya habia observado BONILLA
(2002) al utilizar levadura inmovilizada en este mismo gel como agente
clarificante.

Con los datos correspondientes a la evolucion de la absorbancia a
420 nm a lo largo de todo el periodo de almacenamiento para los vinos
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estudiados, tanto en ausencia como en presencia de levadura inmoviliza-
da, se ha realizado un analisis estadistico para estudiar el modelo de re-
gresion al que se ajusta mejor cada uno de ellos. La siguiente Tabla
muestra cada una de las ecuaciones de tendencia de A420 frente al
tiempo, asi como sus correspondientes coeficientes de determinacion.

Muestra Modelo R2 Ecuacion
Sin Levadura Lineal 97.15 A420=0.099+0.003T
Cuentas 1 mm Exponencial 94.59 A420=exp(-2.41+0.014T)
Cuentas 2 mm Exponencial 93.21 A420=exp(-2.41+0.012T)
Cuentas 3 mm Exponencial 91.55 A420=exp(-2.37+0.010T)

Puede comprobarse que el vino sin levadura aumenta su color de
forma lineal con el tiempo, es decir con una velocidad constante, mien-
tras que las muestras de vino con levadura inmovilizada presentan una
tendencia exponencial. Estos resultados confirman los encontrados en el
capitulo anterior, en el sentido de que la presencia de levadura provoca
que el pardeamiento del vino transcurra a muy baja velocidad en los
primeros dias y mas rapidamente a medida que avanza el tiempo, posi-
blemente como consecuencia de que la levadura va perdiendo progresi-
vamente su efectividad quiza, a causa de problemas de saturacion en la
retencion de compuestos pardos. De hecho, al final de la experiencia las
cuentas de gel quedan totalmente coloreadas como consecuencia de esta
adsorcion. En la fotografia se puede observar la diferencia de color exis-
tente entre las cuentas de gel al inicio de la experiencia (izquierda) y al
final de la misma (derecha), que han pasado de tener un color beige a un
color pardo oscuro (chocolate) en
el punto final. Esta apreciacion
visual confirma que las cuentas de
gel son capaces de adsorber com-
puestos coloreados, evitando asi
que el vino almacenado con leva-
dura inmovilizada pardee tan ra-
pidamente como lo hace el vino
Sin Levadura.

La evolucion de la absorbancia a 520 nm de todos los vinos estu-
diados a lo largo del periodo de almacenamiento se pueden observar en la
Figura siguiente. De la misma forma que se ha comentado para la A420,
la presencia de levadura inmovilizada provoca que los vinos almacenados
mantengan practicamente los valores iniciales de esta absorbancia du-
rante la primera mitad del periodo, para luego aumentar ligeramente
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hasta el final del mismo, in-
cluso con valores mas bajos
que los obtenidos por el vino
Sin Levadura. El hecho de que
en el punto final de cada ex-
periencia todos los vinos tu-
vieron el mismo valor de A420
(0.185 u.a.) y los que conteni-
an levadura presentaron un
menor valor de A520, es por lo
que es razonable pensar que
los productos coloreados for-
mados durante el almacena-
miento son ligeramente dife-
rentes en ausencia que en
presencia de levadura.

A520 (u.a.)
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La siguiente Figura muestra la evolucion del contenido en polife-
noles totales, medido como absorbancia a 280 nm de todos los vinos es-
tudiados durante el periodo considerado. Cabe destacar que todas las
muestras aumentaron su valor de absorbancia, lo que concuerda con lo
encontrado por otros autores estudiando el almacenamiento de diferentes
tipos de vinos finos comerciales (BARON, 1997). Ademas, en tanto que la
muestra Sin Levadura al final del ensayo tiene un valor de 8.28 u.a., los
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tres vinos que contenian cuen-
tas de gel llegan a alcanzar
valores de absorbancia entre
9.19 y 9.29 u.a., sin diferen-
cias significativas entre ellos,
lo que podria indicar que si
bien todos los vinos estan
igualmente coloreados (a 420
nm), la presencia de levadura
y/o su mayor tiempo de alma-
cenamiento provoca la forma-
cion de una mayor concentra-
cion de polifenoles totales y/o
compuestos de mayor -coefi-
ciente de absortividad molar.

En las Tablas 24-31 del Anexo se muestran las concentraciones
(valores por triplicado, media y desviacion estandar) en los diferentes
compuestos fenédlicos analizados para el vino Inicial y los almacenados,
con y sin levadura, tanto a los 27 dias como al final de la experiencia.
Con todos estos datos se ha realizado un analisis estadistico de varianza,
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al objeto de comparar, para cada uno de los compuestos, los vinos alma-
cenados en diferentes condiciones con el vino inicial (p<0.05). Para sim-
plificar la discusion de los resultados, solamente se representaran los
correspondientes a aquellos compuestos que presentan diferencias signi-
ficativas, es decir los que sufrieron variacion durante el almacenamiento
del vino, excepto la (+)-catequina que, a pesar de no variar significativa-
mente, se ha representado por su importante papel en el pardeamiento
del vino.

En la Figura siguiente se representa la concentraciéon de los acidos
fendlicos en el vino Inicial, en el vino Sin Levadura a los 27 dias, y las
diferentes muestras de vino con levadura tanto a los 27 dias (1), es decir
cuando el vino Sin Levadura alcanzoé el valor limite de A420, como al final
de la experiencia (2), cuando todas las muestras alcanzaron ese valor,
concretamente a los 51, 57 y 60 dias para las cuentas de 1 mm, 2 mm y
3 mm respectivamente.

12

Vino Inicial

Vino Sin Levadura
104 Cuentas 1mm (1)
Cuentas 2mm (1)
- Cuentas 3mm (1)
Cuentas 1mm (2)
8 Cuentas 2mm (2)
Cuentas 3mm (2)

mg/L

SO\
SN

0 ‘ S Biil gg

Protocatéquico Vanillico Cafeico Ferulico

Los contenidos en los acidos galico, siringico y p-cumarico no vari-
an significativamente durante el almacenamiento del vino, ni en presen-
cia ni en ausencia de levadura, de ahi que no aparezcan representados
en la Figura. El acido protocatéquico es el que nuevamente, tal y como
ocurria en el capitulo anterior, presenta una variacion mayor con respec-
to al vino Inicial, tendiendo en general a aumentar sus contenidos inicia-
les de 3.35 mg/L durante todas las condiciones de almacenamiento. A
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los 27 dias, el vino Sin Levadura aumenté 1.92 veces su concentracion,
mientras que los vinos con levadura inmovilizada también lo hacen pero
de forma mucho menos pronunciada. Puesto que en este caso el tiempo
es el mismo en todos ellos, este menor aumento de concentracion del
acido, podria justificarse en base a que la levadura interfiera. Al final de
la experiencia (2) todas las muestras de vino aumentaron la concentra-
cion en este acido mas que el vino Sin Levadura, si bien se podria justifi-
car en base a su mayor tiempo de almacenamiento. Este aumento es de
casi tres veces el valor inicial, no encontrandose diferencias significativas
entre las muestras de vino con cuentas de gel de 2 y 3 mm.

Un comportamiento muy parecido al descrito para el acido proto-
catéquico es el observado para el acido cafeico, aunque las variaciones
sean bastantes menores. Al comienzo del ensayo, el vino inicial tiene una
concentracion de 0.520 mg/L, que apenas sufre variacion con respecto a
la muestra sin levadura anadida después de 27 dias de experiencia (gru-
pos homogéneos a p<0.05). Para este mismo tiempo de almacenamiento,
las muestras de vino con las cuentas de gel tienen una concentraciéon
algo menor en este acido, cercana a los 0.400 mg/L. Al final del tiempo
de ensayo, todos los vinos con levadura mostraron una concentracion de
acido cafeico mayor que la presentada por el vino Sin Levadura, de
0.665, 0.655 y 0.605 mg/L para las mantenidas con cuentas de gel de 1,
2y 3 mm.

En cuanto a la variacion de los contenidos en acido vanillico a lo
largo del periodo estudiado, ocurre algo similar, si bien la Ginica diferen-
cia es en este caso que la concentracion existente en el vino Inicial es
mayor que la medida para todas las muestras de vino a los 27 dias (pun-
to 1) y al final del tiempo de ensayo (punto 2), es decir que los contenidos
en este acido descienden durante el almacenamiento, tanto en presencia
como en ausencia de levadura.

Por 1ltimo, en lo que respecta al acido ferulico, cabe destacar que
este acido esta presente en el vino Inicial en una concentracion de 1.96
mg/L y que desciende a lo largo del periodo en todos los vinos estudiados
de forma similar a como lo hacia el acido vanillico. A los 27 dias, cuando
el vino Sin Levadura alcanza el valor de A420 limite, se produce un des-
censo de la concentracién en todos los vinos, sin diferencias significati-
vas entre ellos y muy cercano al 30%. A partir de ese punto, las muestras
de vino con levadura contintian diminuyendo su concentracion hasta el
final del tiempo de ensayo (2), donde las que contenian cuentas de gel de
1 mm (a los 51 dias), presentaban una concentracion de 1.21 mg/L, las
de 2 mm (a los 57 dias) de 1.19 mg/L y las de 3 mm (a los 60 dias), habi-
an descendido ya el 41.84%. Teniendo en cuenta que todas las muestras
de vino con levadura inmovilizada contenian la misma concentracion en
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levadura (2 g/L), estas diferencias en la concentracion de acido ferulico
se podrian explicar, como en casos anteriores, en base al diferente tiem-
po de almacenamiento que cada uno de los vinos ha sido necesario espe-
rar para alcanzar el mismo valor de absorbancia limite.

En lo que respecta a los ésteres de los acidos hidroxicinamicos,
cabe destacar en primer lugar, que el acido c-cutarico y el t-caftarico no
presentan diferencias significativas entre el vino Inicial y las diferentes
muestras de vino estudiadas en la experiencia, por lo que no han sido
representados

En la Figura siguiente se pueden observar los resultados obtenidos
para el tirosol, tanto en el vino Inicial, como en el vino sin Levadura y las
muestras de vino con levadura inmovilizada anadida a los 27 dias de ini-
ciada la experiencia (1) y al final de la misma (2). En cuanto al compor-
tamiento del tirosol, sus contenidos disminuyen tanto en presencia como
en ausencia de levadura inmovilizada, sin encontrar diferencias significa-
tivas entre las tres formas diferentes de inmovilizar la levadura.

Vino Inicial
Vino Sin Levadura
Cuentas 1 mm (1)
2 100+ Cuentas 2 mm (1)
%D Cuentas 3 mm (1)
90 | Cuentas 1 mm (2)
80 Cuentas 2 mm (2)
i Cuentas 3 mm (2)
704
1
60— %
50+ %
40|
30+ %
20+
10+ %
O L

Los contenidos en monémeros derivados del flavan-3-ol, (+)-
catequina y (-)-epicatequina de todos los vinos estudiados se muestran
en la Figura siguiente. Como se ha comentado en el capitulo anterior la
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catequina en la muestra de vino sin levadura anadida disminuye su con-
centracion con respecto al vino Inicial, es decir en ausencia de levadura
los contenidos en (+)-catequina disminuyen durante el almacenamiento,
posiblemente como consecuencia de que se ve involucrada en reacciones
de oxidacion y/o polimerizacién. Sin embargo, en presencia de levadura,
su concentracion practicamente se mantiene con respecto al vino del
punto de partida.

30+ Vino Inicial
Vino Sin Levadura
Cuentas 1 mm (1)
Cuentas 2 mm (1)
Cuentas 3 mm (1)
Cuentas 1 mm (2)
Cuentas 2 mm (2)
Cuentas 3 mm (2)

p
254
204
154
10
7
57 " “

(+)-Catequina (-)-Epicatequina

mg/L

Los contenidos en (-)-epicatequina no variaron significativamente
en los vinos almacenados durante 27 dias sin levadura, sin embargo,
disminuyeron su concentraciéon en las muestras de vino con levadura
anadida, en torno al 33.3% a los 27 dias de comenzada la experiencia y
del 14.4% al final de la misma, sin diferencias significativas entre los tres
tipos de cuentas de gel.

La siguiente Figura muestra los contenidos en los dimeros de los
flavanos que presentaban diferencias significativas entre el vino Inicial y
los vinos almacenados. Cabe destacar, en primer lugar, que la prociani-
dina B1, que junto con la B3 son las mayoritarias en el vino estudiado,
no ha sido representada ya que sus concentraciones no variaron signifi-
cativamente. Con respecto a la procianidina B2, las muestras con cuen-
tas de gel aumentaron su concentracion durante el periodo de almace-
namiento, siendo dicho aumento mayor al final de la experiencia que en
los primeros 27 dias.
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14 - Vino Inicial

Vino Sin Levadura
Cuentas 1 mm (1)
Cuentas 2 mm (1)
Cuentas 3 mm (1)
Cuentas 1 mm (2)
Cuentas 2 mm (2)
10| 1 Cuentas 3 mm (2) il |

mg/L
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Procianidina B2 Procianidina B3 Procianidina B4

Por otro lado, la procianidina B3 aumento6 ligeramente su concen-
tracion durante el almacenamiento del vino sin levadura, mientras que
en aquellas muestras que contienen cuentas de gel disminuye la concen-
tracion, concretamente desde los 11.1 mg/L del vino Inicial, hasta 10.4
mg/L en las de cuentas de 1 y 2 mm, y hasta 9.80 mg/L en las de 3 mm.
Por ultimo, en lo que se refiere a la procianidina B4, cabe sefnalar que a
los 27 dias, las muestras de vino con cuentas de gel disminuyen ligera-
mente su concentracion pero, sin embargo, puede observarse al final de
la experiencia, cuando los vinos se han almacenado durante mas tiempo,
que los contenidos en esta procianidina aumentaron.

Aunque bien es cierto que ha sido demostrado por BONILLA (2002)
que el polisacarido k-carragenato no afecta directamente a la retencion
de compuestos fenolicos del vino, los diferentes comportamientos obser-
vados para los flavanos, cuando se anaden las células de levadura libres
o inmovilizadas, podria explicarse en base a que la interaccion de las le-
vaduras con el proceso de pardeamiento del vino sea diferente en ambos
casos, posiblemente como consecuencia de estar o no atrapada en las
redes de polisacaridos.

En la siguiente Figura se han representado las concentraciones
obtenidas por HPLC de los denominados Picos Agrupados para las dife-
rentes muestras de vino, tanto en ausencia como en presencia de levadu-
ra. En primer lugar, cabe destacar que todas aumentaron su concentra-
cion en estos compuestos coloreados con respecto al vino inicial de parti-
da (5.97 mg/L). Por otra parte, se puede observar que a los 27 dias, las
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mg/L

Vino Inicial

Sin Levadura
Cuentas 1mm (1)
Cuentas 2mm (1)
Cuentas 3mm (1)
Cuentas 1lmm (2)
Cuentas 2mm (2)
Cuentas 3mm (2)

Picos Agrupados

muestras de vino que contenian levadura inmovilizada tienen un valor de
concentracion menor que el vino Sin Levadura. De hecho, mientras que
el vino Sin Levadura aumenta en 1.57 veces, hasta un valor de 9.36
mg/L, las muestras con cuentas de levadura aumentaron su concentra-
cion en 1.39 veces, no encontrandose diferencias significativas entre las
muestras con diferentes tamano de cuentas. En este sentido, es preciso
recordar que en este punto de la experiencia, los valores de A420 son
superiores en el vino sin levadura que en los que contenian levadura, por
lo que de nuevo se pone de manifiesto la relacién existente entre el par-
deamiento del vino y la concentracion de estos denominados Picos Agru-
pados. Este hecho puede confirmarse con los datos obtenidos al final de
la experiencia (2), donde todos los vinos, con y sin levadura, que presen-
taban el mismo grado de pardeamiento forman un grupo homogéneo res-
pecto a la concentraciéon de Picos Agrupados.

En cuanto a los datos correspondientes al resto de picos descono-
cidos, todos estan recogidos en las correspondientes Tablas del Anexo.
En la siguiente Figura solamente se han representado lo que han mos-
trado una variaciéon significativa entre los vinos almacenados y el vino
inicial. Como se puede comprobar, todos estos picos presentan un
comportamiento muy similar al ya comentado para los denominados
Picos Agrupados, en el sentido de que aumentan su concentraciéon
durante el almacenamiento en ausencia de levadura. Sin embargo, a los
27 dias de comenzada la experiencia (1), las muestras con levadura
anadida tienen una concentracion menor que al final de la experiencia (2)
e incluso menor que en el vino Inicial, pero que progresivamente tienden
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nor que en el vino Inicial, pero que progresivamente tienden a ir aumen-
tando para situarse en unos valores finales muy superiores a los corres-
pondientes al vino Sin Levadura, excepto el pico 4 que siempre mantiene
en presencia de levadura unos valores menores que en ausencia de ella.
Es de destacar a este respecto que precisamente el pico 4 es el que junto
con los Picos Agrupados, aparece en el cromatograma registrado a 420
nm por lo que mas claramente puede relacionarse con el pardeamiento
del vino.

R 4,0+ Vino Inicial
> - Sin Levadura
€ 3,5 Cuentas 1mm (1)
Cuentas 2mm (1)
Cuentas 3mm (1)
3,01 Cuentas 1mm (2)
- - Cuentas 2mm (2)
m Cuentas 3mm (2)
2,5+ -
2,04 ™
1,5 1
1,0 | -
0,54
0,0
Pico 3 Pico 4 Pico 8
CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos acerca del estudio del pardeamiento
acelerado de vinos blancos tipo fino en presencia y ausencia de levaduras
de panificacion inmovilizadas en K-carragenato, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

10.Las células de levadura inmovilizadas se muestran eficaces para
retrasar el pardeamiento acelerado del vino, comportandose como
mejores las cuentas de gel de mayor espesor (3 mm), posiblemente
como consecuencia de que se apelmazan menos y de factores tales
como la porosidad estructural del gel que, en conjunto, permiten
un mayor contacto vino-levadura. Ademas, en presencia de células
inmovilizadas, al igual que ocurria cuando las células se anadie-
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11.

12.

13.

14.

ron libres, la velocidad de pardeamiento del vino transcurre de
forma exponencial lo cual provoca un mantenimiento del color en
los primeros estadios del almacenamiento.

Cuando todos los vinos estan igualmente pardeados (A420 de
0.185 u.a.) se observa que la presencia de levadura inmovilizada
y/o un mayor tiempo de almacenamiento conduce a un mayor
contenido de polifenoles totales en el vino (A280). Asimismo, en es-
tas condiciones existen menores valores de absorbancia a 520 nm,
lo que pudiera indicar que los productos formados son diferentes
en presencia de levadura.

Los contenidos en los acidos galico, siringico y p-cumarico y éste-
res de acidos hidroxicinamicos no varian significativamente bajo
ninguna de las condiciones de almacenamiento. El resto de los
acidos fenoélicos, y fundamentalmente el acido protocatéquico,
tienden a aumentar tanto en presencia como en ausencia de leva-
dura, alcanzando valores mayores a medida que se extiende el
tiempo de estudio. Sin embargo, los contenidos en tirosol dismi-
nuyen en ambas condiciones, sin encontrar diferencias significati-
vas entre los distintos grosores de cuentas de gel.

En ausencia de levadura las concentraciones de (-)-epicatequina y
procianidina B4 practicamente no varian, mientras que las de B2
y B3 aumentan ligeramente. Al contrario de lo que ocurria en pre-
sencia de células libres, las levaduras inmovilizadas provocan que
los contenidos en (-)-epicatequina y procianidina B3 disminuyan
respecto al vino inicial, lo que indica que la interaccion de la leva-
dura con los polifenoles del vino no es exactamente la misma
cuando se encuentra ocluida en las redes del polisacarido.

Al igual que ocurria en presencia de levaduras libres, la concen-
tracion de Picos Agrupados y de otros picos desconocidos es me-
nor en presencia que en ausencia de células inmovilizadas durante
el tiempo de almacenamiento del vino, poniendo de manifiesto de
nuevo la capacidad de las levaduras de interaccionar con el proce-
so de pardeamiento, provocando el retraso del mismo.
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INTRODUCCION

Los estudios llevados a cabo en los dos capitulos anteriores acerca
del pardeamiento de vinos en ausencia y presencia de levadura, tanto
libre como inmovilizada, han sido realizados acelerando el proceso de
pardeamiento mediante un aumento de la temperatura (SIMPSON, 1982).
Sin embargo, aunque desde el punto de vista cientifico la aceleracion es
muy util pues se puede con ello acortar el tiempo de estudio, no permite
sacar conclusiones acerca del alargamiento real en el tiempo de consu-
mo, ni de la variacién de las caracteristicas organolépticas del vino como
consecuencia de la presencia de células de levadura durante largos pe-
riodos de almacenamiento. Por ello, se plante6 como muy interesante
realizar el almacenamiento del vino a temperatura ambiente de bodega
(18-20°C) al objeto de comprobar si era posible aumentar el tiempo de
vida del producto en el mercado sin alterar las caracteristicas organolép-
ticas. Ademas, era preciso constatar la estabilidad de las cuentas de gel
cuando se almacenan durante largos periodos de tiempo en contacto con
el vino. En este sentido, el objetivo de la siguiente experiencia fue estu-
diar la efectividad de las células de levadura, tanto libre como inmovili-
zada, en cuanto a su capacidad de retardar el pardeamiento en condicio-
nes proximas a las reales de conservacion del vino.

MATERIAL EXPERIMENTAL

La presente experiencia fue realizada con el mismo vino comercial
embotellado tipo fino, perteneciente a la D.O. Montilla-Moriles, ya utili-
zado anteriormente. Previamente al inicio de la experiencia, se realizo
una homogeneizacion del vino, para lo cual las botellas se abrieron y se
vertio su contenido en un depésito. A continuacion, las mismas botellas
de 70 cL fueron rellenadas hasta la mitad de su capacidad, tal y como se
ha hecho en los capitulos anteriores.

Con las botellas de vino homogeneizado se prepararon diferentes
lotes, cada uno de ellos conteniendo muestras por triplicado de:

* Vino sin levadura.

* Vino con 2 g/L de células de levadura libres (descritas con anterio-
ridad).

* Vino con 2 g/L de células de levadura inmovilizadas en cuentas de
gel de 1 mm (descritas con anterioridad).

* Vino con 2 g/L de células de levadura inmovilizadas en cuentas de
gel de 2 mm (descritas con anterioridad).
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* Vino con 2 g/L de células de levadura inmovilizadas en cuentas de
gel de 3 mm (descritas con anterioridad).

Las diferentes botellas permanecieron durante todo el periodo de
estudio (un afno) en una camara con temperatura controlada de 19+1 °C,
cerradas con su tapon comercial. De todas las muestras de vino especifi-
cadas se tomaron alicuotas de 2 mL cada tres meses, a fin de seguir la
evolucion del color mediante medidas espectrofotométricas a 420 y 520
nm, asi como la absorbancia a 280 nm como medida del contenido en
polifenoles totales.

Ademas de estas muestras de vino comentadas anteriormente, han
sido utilizadas otras para comparar los resultados obtenidos al final de la
experiencia. Asi se ha utilizado:

* Vino embotellado del mismo lote que el anterior, almacenado en
las mismas condiciones pero sin abrir la botella comercial. De ese
modo, sélo existe una pequena camara de aire en la botella, que
no varia durante todo el proceso de almacenamiento.

* Vino comercial recién embotellado en la fecha en la cual finalizaba
la experiencia.

Al finalizar el tiempo de estudio todas las muestras de vino ante-
riormente descritas, se pasaron por filtros de 0.45 pm de tamano de poro
al objeto de medir las absorbancias y someterlas al analisis sensorial.

El analisis sensorial se ha llevado a cabo mediante tres paneles de
cata diferentes para determinar aroma, sabor y color de los vinos descri-
tos en la Tabla, siguiendo las normas ISO 8586-1-1993.

Vino recién embotellado

Sin Levadura y sin abrir
Con Levadura libre

Con cuentas de gel de 3 mm

Vino almacenado
durante 1 ano

Ol > |

El jurado estaba compuesto por 25 catadores (16 hombres y 9 mu-
jeres), de los cuales el 56% habian sido entrenados en la valoracion de
vinos tipo fino durante un afno por miembros del grupo de investigacion.
Los tres paneles fueron presentados en una sala de cata termostatizada a
20°C, utilizando catavinos homologados segun la norma UNE 87-022-92
equivalente a la norma ISO 3591-1977. En el proceso de realizacion de
las pruebas, los catavinos estaban perfectamente senalizados y tapados,
para evitar asi la pérdida de las propiedades organolépticas del vino. Pre-
viamente a la realizacion de las pruebas, se efectué una exposicion del
problema a resolver y de las normas a seguir en el procedimiento, entre-
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gando a cada individuo la correspondiente ficha de analisis que se mues-
tra a continuacion.

120

Nombre:
Fecha:
PRUEBA TRIANGULAR: AROMA
Examine las tres muestras por su olor. Existen dos iguales y una diferente.
Tache la muestra diferente
Puesto n° 1 A B C
Puesto n° 2 A B C
Puesto n° 3 A B C
Puesto n° 4 A B C
Puesto n© 5 A B C
Puesto n° 6 A B C
PRUEBA n° 2
Puntde cada uno de los cuatro vinos por su sabor
A B C D
Deseable Deseable Deseable Deseable
Aceptable Aceptable Aceptable Aceptable
Indeseable Indeseable Indeseable Indeseable
PRUEBA n° 3
Puntde cada uno de los cuatro vinos por su color en relacion con la referencia
A B C D
Deseable Deseable Deseable Deseable
Aceptable Aceptable Aceptable Aceptable
Indeseable Indeseable Indeseable Indeseable

Primer panel: Aroma. Se efectué una prueba triangular de juicio
forzado segun la norma UNE 87-005-92 equivalente a la norma
ISO 5495-1983, utilizando cata ciega. El objetivo fue que el cata-
dor determinara mediante una prueba olfativa si existian o no di-
ferencias entre la muestra recién embotellada o referencia (R) con
las muestras tratadas con cuentas de gel (C3) y con levadura (L).
Para cada uno de los dos analisis se prepararon tres juegos (AAB,
ABB y ABA), obteniéndose un total de 75 respuestas (25 catadores
x 3 juegos). Al finalizar la prueba, algunos de los catadores mas
expertos, realizaron una cata sensorial al objeto de aportar algu-
nos descriptores aromaticos caracteristicos de los vinos muestrea-
dos.
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* Segundo panel: Sabor. La finalidad de la prueba fue que el catador
realizara una evaluacion global de la calidad de las muestras (R,
C3, L y A) mediante apreciacion gustativa y en cata ciega, segun la
norma UNE 87-020-93 equivalente a la norma ISO 4121-1987. Se
utilizo como grado de calidad la escala de: deseable (3), aceptable
(2) e indeseable (1). Se rechazaron a todos los individuos que cali-
ficaron como indeseable la muestra de referencia.

* Tercer panel: Color. Siguiendo la misma norma anterior, se realizé
una evaluacion global de la calidad de las muestras (R, C3, L y A)
mediante apreciacion del color valorandolo comparativamente
frente a la muestra de referencia (R). El grado de calidad utilizado
fue igualmente deseable (3), aceptable (2) e indeseable (1). Se re-
chazaron a todos los individuos que no calificaron como deseable
la muestra de referencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Tablas 32, 33 y 34 del Anexo se incluyen los valores (tripli-
cados, media y desviacion estandar) de absorbancias obtenidas a 280,
420 y 520 nm durante toda la experiencia para todos los vinos estudia-
dos.

Con estos datos obtenidos se ha realizado analisis de varianza
(p<0.05) al objeto de comparar entre si la evolucion de cada uno de los
vinos estudiados durante el periodo de almacenamiento. En la siguiente
Tabla se pueden observar los grupos homogéneos resultantes del estudio:

Sin Levadura Cuentas Cuentas Cuentas
Levadura 2g/L 1 mm 2 mm 3 mm
A280 b b a a a
A420 c b a a a
A520 c b a a a

Los resultados muestran que los vinos Sin Levadura y los que con-
tenian 2 g/L de células libres no presentan diferencias significativas en
cuanto al contenido total de polifenoles, medido como absorbancia a 280
nm. Asimismo, los tres vinos almacenados con cuentas de gel forman
otro grupo homogéneo, y con una A280 menor que las anteriores.

En lo que respecta a las absorbancias a 420 y 520 nm, el compor-
tamiento es muy similar, ambas dan lugar a tres grupos homogéneos,
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que permiten distinguir los vinos Sin Levadura de los que contienen célu-
las libres y de los que fueron adicionados con células inmovilizadas. En
la Figura siguiente se puede observar la evolucion de la absorbancia a
420 nm, ya que como se ha comentado anteriormente, es un parametro
habitual utilizado en la bibliografia para estudiar el pardeamiento del
vino.

0.200
—e—Testigo
S Fichas 1mm
2 0.180 1 —e— Fichas 2mm
Q —e—Fichas 3mm
E 0.160 - Levadura 2g/L

0.140 -
0.120 -
0.100 ‘W
0.080 -
0-060 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
meses

La muestra de vino Sin Levadura aument6 progresivamente su va-
lor de absorbancia en esta zona del visible desde 0.103 hasta un valor
final de 0.185 al anio de comenzar la experiencia. Con este valor de A420,
un consumidor medio ya detecta una variacién del color que le podria
llevar a rechazar el producto.

Por otro lado, las tres muestras de vino con cuentas de gel de dife-
rentes tamanos han ido evolucionando de forma paralela, pudiéndose
afirmar que han sido muy efectivas a la hora de controlar el pardeamien-
to, ya que durante el ano de almacenamiento, practicamente se han
mantenido las absorbancias en el visible en torno a los valores iniciales.
Curiosamente, la muestra de levadura sin inmovilizar, permite retrasar el
proceso de pardeamiento del vino, no siendo tan efectiva como las cuen-
tas de gel, aunque éstas tienen también 2 g/L de levadura. La explica-
cion de estos resultados contradictorios podria estar en el hecho de que
las levaduras libres, una vez anadidas a la botella, se apelmazan en el
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fondo de la misma, y solamente son efectivas una delgada capa de las
que estan en contacto superficial con el vino. Ello no ocurre tan acusa-
damente con las cuentas de gel, ya que éstas tienden menos a apelma-
zarse, quedando huecos entre ellas, que permiten una mayor superficie
de contacto con los compuestos responsables del color disueltos en el
vino.

Por otro lado, el contacto durante un tiempo prolongado de leva-
duras y/o geles con el vino podria conducir a alteraciones en los caracte-
res sensoriales del mismo. Por ello, se juzgo6 interesante realizar una va-
loracion organoléptica que permitiera aclarar estos puntos. Para la reali-
zacion de esta prueba, se compararon las muestras de vino almacenadas
con vino recién embotellado, asi como con vino conservado en las mis-
mas condiciones que las primeras, pero sin abrir las botellas hasta que
se finalizo la experiencia. Las absorbancias a 420 nm de todos los vinos
muestreados son las siguientes:

DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS | | A420

Vino recién embotellado 0.090+0.000

Sin Levadura y sin abrir 0.147+0.001

Sin Levadura y abierta 0.185%0.000

Vino almacenado | Con Levadura libre 0.152£0.002

Con cuentas de gel de 2 mm 0.104+0.001

R
A
S
L
durante 1 ano Con cuentas de gel de 1 mm C1 0.102+0.002
C2
C3

Con cuentas de gel de 3 mm 0.103+0.001

Considerando que el vino almacenado cerrado durante todo el afio
de experiencia presentaba un valor de A420 ligeramente inferior al obser-
vado para la muestra de vino que habia sido almacenado con 2 g/L de
levadura libre, se podria deducir que la levadura adicionada al vino ha
sido capaz de ir consumiendo el oxigeno del medio hasta hacerlo equiva-
lente al que contiene una botella cerrada. Este consumo de oxigeno por
las levaduras en estado de lias ha sido observado por SALMON et al.
(2000).

El primer panel de cata realizado para el analisis sensorial de los
vinos consistié en una prueba triangular mediante la técnica del juicio
forzado en cata ciega, al objeto de evaluar las diferencias significativas
que la muestras almacenadas con cuentas de gel (C3) y con levaduras
libres (L) presentaban respecto al vino recién embotellado (R) en cuanto a
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su aroma. Los resultados correspondientes se encuentran en la siguiente
Tabla:

Numero de res- Numero de res- Significacion
Muestra puestas que lo puestas que no lo | de la diferen-
distinguen de la distinguen de la cia entre
referencia (R) referencia (R) muestras
Con cuentas de s
gel (C3) 53 22
Con levadura -
libre (L) 43 32
*** p<0.001

En general, los individuos participantes en la prueba mostraron
una cierta dificultad para distinguir los vinos. De hecho, de las respues-
tas positivas que consiguieron diferenciar el vino referencia del vino con
cuentas de gel (53), una gran mayoria se trataban de las dadas por los
expertos catadores (33). No obstante, el analisis estadistico realizado
mostr6é que con un nivel de significancia del 99.9%, los dos vinos presen-
taban diferencias en cuanto al aroma. Asimismo, el analisis sensorial
realizado a las muestras de vino almacenadas con levadura libre, revel6
que 43 respuestas eran positivas, por lo que ambos vinos se pueden dife-
renciar también significativamente por su aroma al 99.9%. Igualmente,
cabe destacar que la gran mayoria de los que los distinguieron ambos
vinos fueron expertos catadores.

Como consecuencia de que los vinos se apreciaron diferentes, y al
objeto de conocer si las muestras tratadas serian rechazadas por el con-
sumidor, algunos de los catadores mas expertos realizaron una cata sen-
sorial para aportar descriptores aromaticos caracteristicos de los vinos
evaluados. Asi, el vino recién embotellado (R), se describié como un vino
equilibrado con aromas caracteristicos de los vinos finos, destacando por
sus notas florales, frutales y a sintético, si bien ésta ultima no era tan
intensa como las anteriores. Asimismo, presentaba olores del tipo almen-
drado, a levadura y fresco.

El vino tratado con cuentas de gel (C3) fue definido por los catado-
res como algo menos equilibrado que el anterior, si bien su perfil senso-
rial era agradable, con notas a miel, uva pasa, dulce y sintético. Ademas,
present6é aroma a rancio aunque de intensidad débil. Por ultimo, el vino
tratado con levadura libre (L) fue considerado de aroma no agradable, y
mucho menos intenso que en los casos anteriores, destacando notas aro-
maticas que recuerdan a defectos en su elaboracién, como rancio,
podrido, fruta sobremadura y cuero-animal.
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En una segunda prueba, mediante apreciacion gustativa (sabor) y
en cata ciega, se realizo una evaluacion global de la calidad de los vinos
denominados R, A, L y C3 anteriormente descritos. Cada uno de los cua-
tro fue puntuado por 25 catadores, de los cuales se rechazaron a aque-
llos individuos (6) que puntuaban como indeseable al vino recién embote-
llado y que se considera como referencia. La siguiente Figura muestra la
frecuencia de respuesta para cada uno de los grados de calidad utiliza-
dos: deseable, aceptable e indeseable.
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Los resultados muestran que, de los 19 catadores que realizaron
de forma valida la prueba, el vino sin tratar (A) fue calificado por el
52.6% como indeseable, mientras que los tratados con cuentas de gel
(C3) y levadura libre (L) fueron considerados como aceptables-deseables
por 11 y 13 individuos respectivamente, lo que supone en ambos casos
mas del 50% de las respuestas validas. Ademas, debe destacarse que a
pesar de que algunos de los catadores habian calificado los vinos como
indeseables, todos afirmaron que ninguno era completamente defectuoso
y que los habian calificado asi s6lo porque manifestaban desviaciones
perceptibles.

Por ultimo, se realiz6 una prueba de apreciacion del color a los
mismos vinos antes mencionados pero, en este caso, los individuos cono-
cian cual era el color del vino de referencia. Asimismo, todos aquellos
catadores que no supieron distinguir al vino de referencia, fueron recha-
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zados de la prueba (6). En la Figura siguiente se muestran las frecuen-
cias de respuesta de cada uno de los grados de calidad en cuanto al color
del vino de los 19 individuos participantes en el panel:
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Como se puede apreciar, todos los catadores puntuaron como
aceptable-deseable el vino tratado con cuentas de gel (C3), mientras que
el tratado con levadura libre (L) s6lo fue puntuado como aceptable en un
57.9%, y el resto lo consider6 como indeseable. Por ultimo, el vino alma-
cenado sin tratar (A) fue mayoritariamente puntuado como indeseable.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos acerca del estudio del pardeamiento
de vinos blancos tipo fino en presencia y ausencia de levaduras libres e
inmovilizadas durante un afio de almacenamiento, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

15.Los vinos embotellados sin levadura que periodicamente fueron
abiertos para la toma de muestra y almacenados en condiciones
habituales durante un ano, alcanzan un valor de absorbancia tal
que les llevaria a ser rechazados por el consumidor, mientras que
en presencia de células de levadura inmovilizadas, dicha absor-
bancia practicamente no varia, por lo que las cuentas de gel se
muestran eficaces para retrasar el pardeamiento del vino. Las ca-
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racteristicas sensoriales de estos vinos tratados los definen como
diferentes con respecto al recién embotellado en cuanto al aroma y
al sabor, destacandose por un perfil sensorial algo menos equili-
brado que el vino recién embotellado aunque agradable y con no-
tas dulzonas.

16.Las células de levadura libres se muestran también eficaces para
retrasar el pardeamiento del vino, aunque en menor cuantia. Su
absorbancia después de un ano de almacenamiento se puede
equiparar con la correspondiente a un vino que ha permanecido
durante el mismo tiempo herméticamente cerrado. Su analisis
sensorial lo muestra distinguible de los vinos recién embotellados
en cuanto al aroma y mayoritariamente aceptable en cuanto a su
sabor. No obstante, los catadores mas expertos lo califican con un
aroma no agradable, menos intenso y con notas que recuerdan a
defectos propios de vinos finos.
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INTRODUCCION

En los anteriores capitulos de la presente memoria se ha puesto de
manifiesto la capacidad de las levaduras para retrasar el pardeamiento
de vinos finos. Como es bien sabido, el pardeamiento basado en reaccio-
nes de compuestos fenolicos es una importante alteracion en alimentos
de origen vegetal durante su etapa de conservacion. En vinos blancos
esta alteracion es probablemente la principal causa de pérdidas econé-
micas porque el consumidor rechaza esta bebida a medida que incremen-
ta su color, y que paralelamente va alterando sus caracteristicas organo-
lépticas.

La primera causa del desarrollo de pardeamiento en el vino blanco
durante su etapa de conservacion se encuentra en la oxidacion de com-
puestos fenodlicos a través de la via no enzimatica. La composicion de la
fraccion de polifenoles es importante, habiendo sido senalados los deri-
vados del flavan-3-ol como buenos sustratos de estas reacciones no en-
zimaticas de pardeamiento (SIMPSON, 1982; OSZMIANSKI et al., 1985; DA-
LLAS et al., 1995; FERNANDEZ-ZURBANO et al., 1995).

Sin embargo en un medio acido como el vino esta via es lenta, si
bien puede ser agilizada cataliticamente por la presencia de trazas de
algunos metales (HOCKING AND INTIHAR, 1986; SPEIER, 1986; CILLIERS AND
SINGLETON, 1989; OSZMIANSKI et al., 1996). Particularmente, la oxidacion
catalitica de (+)-catequina en medio acido, en presencia de Fe2+, ha sido
estudiada por autores como OSZMIANSKI et al. (1996), poniendo de mani-
fiesto la formacion de compuestos analogos a los obtenidos por reaccion
enzimatica ademas de otros no coloreados y amarillentos. Estudios pos-
teriores de estos compuestos ponen de manifiesto que adicionalmente a
la via de oxidacion mencionada anteriormente, otras reacciones paralelas
pueden desarrollarse afectando a compuestos fenodlicos, contribuyendo al
incremento de color en la zona amarillo-parda. En este sentido, FUL-
CRAND et al. (1997) senalan la formacion de oligdbmeros no coloreados de
(+)-catequina en disoluciones modelo que contienen acido tartarico y
Fe2t, y que se forman como consecuencia de la oxidacion del acido tarta-
rico a acido glioxilico, compuesto que actiia de puente de union entre las
moléculas del flavano. La posterior deshidratacion y oxidacion de los di-
meros no coloreados da como resultado la aparicion de compuestos ama-
rillos (ES-SAFI et al.,, 1999a; 1999b; 2000a). Un vez formado el acido
glioxilico, su condensacion con los flavanos es similar a la descrita para
otros compuestos tales como el acetaldehido, con el que potencialmente
competiria (FULCRAND et al., 1997).

A causa de que en el vino blanco todos los compuestos menciona-
dos estan presentes, es probable que el pardeamiento sea el resultado de
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las multiples reacciones sefnaladas, tanto de oxidacion como de conden-
sacion si bien son necesarios estudios cinéticos a fin de evaluar la con-
tribucion real de cada una de ellas. En el presente capitulo se estudia la
evolucion de disoluciones modelo de (+)-catequina y (-)-epicatequina en
presencia de levaduras, a fin de observar posibles efectos de inhibicion
que estos microorganismos pueden ejercer sobre algunos mecanismos
responsables del aumento de color en vinos blancos durante su etapa de
almacenamiento.

MATERIAL EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de la presente experiencia, se han utilizado dos
disoluciones modelo diferentes, cada una conteniendo 500 mg/L de (+)-
catequina o (-)-epicatequina (Sigma-Aldrich Chemical, SA, Madrid, Espa-
na), y un 15 % de etanol imitando al vino fino anteriormente utilizado. El
pH de las disoluciones fue ajustado a 3.5 con acido tartarico, y se anadi6
ion ferroso, en forma de sulfato, en una concentracion de 20 mg/L, como
catalizador oxidativo (OSZMIANSKI et al., 1996).

De cada disoluciéon modelo se realizaron tres lotes. Al primero le
fue inicialmente anadido 2 g/L de levadura de panificacion, la misma que
ha sido utilizada en los anteriores capitulos. Al segundo lote se le afnadio
la levadura después de tres semanas de incubacion; mientras que al ter-
cer lote, no se le anadid levadura en ningtin momento de las ocho sema-
nas de duracion de la experiencia. Todas las muestras se realizaron por
triplicado.

El ensayo fue realizado en matraces redondos de fondo plano de 1
litro de capacidad, tapados con algodén hidréofobo. Solamente se llenaron
hasta la mitad de su volumen, a fin de asegurar que hubiese oxigeno su-
ficiente en el medio, tal y como se habia hecho con las botellas de vino en
las experiencias anteriores.

El seguimiento del proceso se llevo a cabo mediante toma de

muestra de 2 mL cada semana, para su posterior analisis del color y
cuantificacion en HPLC.
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Levadura 2 g/L Sin Levadura

Levadura 2 g/L

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Tablas 35-43 (Anexo) se muestran todos los resultados ob-
tenidos para los triplicados, con sus medias y desviaciones estandar de
los analisis realizados en el presente capitulo a las disoluciones modelo.
La Figura siguiente muestra la evolucion en el tiempo de los contenidos
en (+)-catequina y (-)-epicatequina, respectivamente, correspondientes a
las disoluciones modelo ensayadas.

En ausencia de levadura los contenidos en ambos flavanos mos-
traron un fuerte descenso a lo largo del tiempo de duracion de la expe-
riencia. Los valores finales de concentracion son del orden de la mitad de
los iniciales para la (+)-catequina (226 mg/L), y aun incluso mas bajas
para la (-)-epicatequina (197 mg/L).

Por el contrario, las disoluciones de flavanos a las que inicialmente

se les anadieron levaduras mostraron una mucho mayor resistencia a la
degradacion de estos compuestos, ya que sélo descienden las concentra-
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ciones en un 19.6 y 27.8 % para la catequina y epicatequina respectiva-
mente. Ello pone de manifiesto un efecto protector de las levaduras, que
no deberia, al menos en su mayor parte, atribuirse a una retencion de
estos fenoles, ya que de ser asi sus concentraciones deberian haber des-
cendido drasticamente inmediatamente después de la adicién de levadu-
ras, justo después de una semana.

Al objeto de observar la posible relacion entre productos de degra-
dacion de (+)-catequina y (-)-epicatequina y el mencionado efecto protec-
tor de las levaduras, es por lo que fue realizada la tercera experiencia en
la que las levaduras fueron anadidas a las disoluciones de estos flavanos
después de tres semanas de degradacion. La adicion de levaduras origino
una disminucion en la velocidad de degradacion de estos compuestos,
comportandose las respectivas disoluciones modelo a partir de este mo-
mento de forma similar y casi paralela a aquellas que contenian levadu-
ras desde el inicio.
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Se ha realizado un estudio estadistico para ajustar a un modelo
matematico de regresion las tendencias de cada flavano, a fin de compa-
rar entre si la evolucion de (+)-catequina y (-)-epicatequina tanto en au-
sencia como en presencia de levadura. En la siguiente Tabla se pueden
observar las ecuaciones a las que mejor se ajustan cada una de las diso-
luciones estudiadas:

Muestra Ecuacion R2
, -1
Sin Levadura C 0.002+034737T 89.16
Catequina Con Levadura C=4793-39.7T? 68.70
Levadura Anadida C=5272-90.6T" 84.39
Sin Levadura E =489.0 —46.5T 86.53
Epicatequina Con Levadura E=5009-159T 93.44

Levadura Anadida E=510.5-75.2T" 79.31

A la vista de los resultados, la primera conclusion que se puede
obtener es que ambos flavanos no se comportan de igual forma aunque
son isémeros o6pticos, ya que la (-)-epicatequina tiene una mayor tenden-
cia a la degradacion que la (+)-catequina. Este hecho se confirma con el
dato de que, siendo la concentracion inicial de ambas disoluciones la
misma, al final del periodo de incubacion, la concentracion en (-)-
epicatequina fue menor que en (+)-catequina.

Como se ha mencionado, la absorbancia a 420 nm se usa como
medida habitual del pardeamiento en bebidas, tales como vinos, a causa
de que los productos pardos procedentes de la oxidacién de compuestos
fendlicos muestran un maximo de absorcion en esta zona de la region
visible del espectro. En este sentido, debe senalarse que en las condicio-
nes de este estudio pueden contribuir a la formacion de compuestos co-
loreados dos vias de sintesis diferentes. Por un lado, la autoxidacion de
los flavanos (OSZMIANSKI et al., 1996) y, por otro la formacién de oligome-
ros de estos compuestos en presencia de productos de oxidacion del aci-
do tartarico (FULCRAND et al., 1997; ES-SAFI et al., 2000a). La Figura
muestra la evolucion de las absorbancias a 420 nm de las diferentes di-
soluciones modelo de (+)-catequina y (-)-epicatequina estudiadas a lo lar-
go del periodo de incubacion. En ausencia de levaduras, se observaron
acusados incrementos de color a esta longitud de onda para ambas diso-
luciones de flavanos, como resultado de la aparicion de productos de de-
gradacion coloreados. Al comienzo de la experiencia, las disoluciones
eran incoloras (valores de absorbancia menores de 0.020) pero al finali-
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zar el periodo de incubacion, las muestras tomaron un color pardo, lo
que se tradujo en valores de A420 de 0.931 para la disolucién de cate-
quina, y 1.19 para la de epicatequina.

Sin embargo, las disoluciones que contenian levadura anadida
desde el inicio de la experiencia mostraron un incremento en A420 mu-
cho mas moderado, siendo los valores finales en ambas disoluciones
practicamente la mitad que las correspondientes a las disoluciones sin
levadura en ambos flavanos. Ello evidencia una concentraciéon menor en
disolucion de los mencionados productos pardos en estas condiciones.
Por otro lado, las disoluciones a las cuales se les anadié levadura pasa-
das tres semanas de incubacién, presentaron un freno al aumento lineal
de pendiente tan pronunciada que se observa en las disoluciones sin le-
vadura.

Con los datos correspondientes a las absorbancias a 420 nm, se
han calculado los modelos matematicos a los que se ajusta mejor la evo-
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lucién de este parametro para todas las disoluciones estudiadas. En la
siguiente Tabla se encuentran las ecuaciones obtenidas para esta varia-
ble, asi como su coeficiente de determinacion:

Muestra Ecuacion R2
Sin Levadura A420 =0.038+0.1357 91.37
Catequina Con Levadura A420 =0.029 +0.053T 97.24

Levadura Aniadida 4420 =0.404 +0.0137 45.73

Sin Levadura A420 = -0.030+0.174T 94.25
Epicatequina Con Levadura A420 =-0.016 +0.067T 98.66
Levadura Aniadida 4420 =0.050+0.1027 92.35

Cabe destacar que todas las disoluciones aumentaron de forma li-
neal su A420. Cuando a las disoluciones no se les anadié levadura, la
pendiente que representa la tendencia del proceso es 2.5 veces mayor
que la pendiente de las rectas correspondientes a las disoluciones con
levadura anadida desde el inicio de la experiencia. Ello demuestra que
las levaduras actiian sobre las disoluciones modelo de forma que impi-
den el aumento tan rapido de los valores de absorbancia a 420 nm, es
decir, que impiden la formacion de compuestos pardos, que son los que
hacen aumentar el valor de este parametro. Por otro lado, es importante
senalar que las pendientes son mayores en las disoluciones de (-)-
epicatequina con y sin levadura, lo que implica una formacién de com-
puestos pardos, que absorban a esta longitud de onda, mas rapida que
en las disoluciones de (-)-catequina, lo que concuerda con la diferente
velocidad de degradacion de ambos flavanos, tal y como ya habia sido
observado por ES-SAFI et al. (1999c) también estudiando disoluciones
modelo.

Asimismo, las ecuaciones también ponen de manifiesto que las le-
vaduras provocan una inhibicion en la formacion de los compuestos de
degradacion de los flavanos, aunque ésta ya haya comenzado. Ello se
puede observar ya que, aunque se anada la levadura tres semanas des-
pués de iniciado el proceso de incubacion, las pendientes de las rectas
también son mas pequenas que la de las rectas que representan a las
disoluciones sin levadura.

La Figura siguiente muestra las absorbancias a 520 nm para las
disoluciones modelo de los flavanos estudiados. Nuevamente puede apre-
ciarse un comportamiento similar al anteriormente comentado en rela-
cion a las absorbancias a 420 nm. No obstante, en ausencia de levadu-
ras, los compuestos formados a partir de las disoluciones de (+)-
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catequina presentaron un mayor tono rojizo que los correspondientes a
las disoluciones de (-)-epicatequina, ya que para una misma concentra-
cion presentan un mayor valor de absorbancia a 520, pero menor a 420

nm.

Teniendo en cuenta que los flavanos estudiados son isémeros, es
decir con la misma masa molecular, las cantidades molares degradadas
de (-)-epicatequina a lo largo de las experiencias sin adicion de levaduras
fueron superiores a las de (+)-catequina, tal y como se evidencia en la
grafica de evolucién de estos compuestos. Sin embargo, puesto que se
obtuvieron mayores valores de A520 para la (+)-catequina en ausencia de
levaduras, es razonable pensar que los compuestos coloreados formados
a partir de este flavano poseen un coeficiente de absortividad molar ma-
yor a esta longitud de onda que los correspondientes a la (-)-

epicatequina.
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Asimismo, es importante destacar el diferente comportamiento que
mostraron las disoluciones de ambos flavanos a las que se anadieron
levaduras después de tres semanas. Dado que en el momento de la adi-
cion de las levaduras las disoluciones de (+)-catequina mostraban el do-
ble de color (a 520 nm) que las correspondientes a las de (-)-epicatequina,
podria haberse esperado que las absorbancias a 520 nm obtenidas a par-
tir de este punto para la (+)-catequina fueran superiores a las correspon-
dientes a la (-)-epicatequina, suponiendo una eficiencia igual de las leva-
duras para todos los tipos de compuestos coloreados formados. Sin em-
bargo, las absorbancias de las disoluciones de (+)-catequina no aumenta-
ron, por lo que deberia admitirse una mayor eficacia de las levaduras
hacia los productos de degradacion formados a partir de la (+)-catequina.

Las Figuras siguientes muestran los cromatogramas registrados a
280 nm para las dos disoluciones modelo de flavanos en ausencia de le-
vadura, antes y después de ocho semanas de estudio. Como puede ob-
servarse, en el cromatograma correspondiente a la (+)-catequina al final
del estudio (Figura inferior), junto a los picos del flavano estudiado apa-
recen un conjunto complejo de compuestos que se formaron como resul-
tado de la degradacion del flavano.

En el caso de la (-)-epicatequina, como se puede observar, los pi-
cos desconocidos que han aparecido como resultado de la degradacion de
este flavano son diferentes a los obtenidos para la (+)-catequina, ya que
aparecen a diferente tiempo de retencion. También, es destacable que,
aunque en el caso de la disolucion de (-)-epicatequina aparecen los de-
nominados Picos Agrupados, la silueta de éstos es diferente a la encon-
trada para la disolucién de (+)-catequina. Asimismo, es interesante ano-
tar que estos Picos Agrupados aparecen al mismo tiempo de retencion
que los observados en el vino blanco tipo fino utilizado en los capitulos
anteriores de la presente memoria.

Al objeto de determinar la contribucion de los productos de degra-
dacion al color de las disoluciones, a cada uno de los picos presentes en
el cromatograma le fueron realizados barridos UV-V. Los resultados mos-
traron que la mayoria de ellos absorben en la zona visible del espectro, si
bien en su mayor parte en un orden de magnitud muy pequeno, lo que
impide su cuantificacion con garantia en esta region del espectro, excep-
to el conjunto picos solapados, eluidos entre 31 y 35 minutos y que se
han considerado en conjunto.
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En las Figuras siguientes podemos observar los cromatogramas de
los Picos Agrupados registrados a 420 nm, tanto para las disolucion de
(+)-catequina (Figura superior) como de (-)-epicatequina (Figura inferior).
Como se puede comprobar, si bien aparecen picos de area pequena que
absorben a esta longitud de onda, la absorciéon mas importante se pro-
duce por parte de los picos que aparecen entre los 31 y 35 minutos, co-
mo se ha comentado anteriormente. Por ello, es razonable pensar que la
mayor contribucion al incremento del color de las disoluciones podria ser
atribuida a estos compuestos, de acuerdo con lo mostrado por FABIOS et
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al. (2000) y BONILLA et al. (2001) estudiando el pardeamiento de vinos
blancos. Dado que su resolucion cromatografica es pobre, y por ello difi-
cil su cuantificacion individual, deben de corresponder a estructuras de
alta masa molecular y/o baja polaridad de acuerdo con lo sefialado por
OSZMIANSKI AND LEE (1990), GUYOT et al. (1995) y OSZMIANSKI et al. (1996)
para la oxidacion de flavanos por vias enzimatica y no enzimatica. Asi-
mismo, no debe descartarse la contribucion en esta zona del cromato-
grama de oligomeros amarillentos procedentes de la condensacion de fla-
vanos con acido glioxilico antes apuntada.

Al objeto de observar la evolucion de este conjunto para las distin-
tas experiencias realizadas, fueron sumadas las areas correspondientes a
los diferentes picos solapados obtenidos entre 31 y 35 minutos de tiempo
de retencion y expresados en su flavano correspondiente. La Figura si-
guiente muestra las concentraciones de estos Picos Agrupados proceden-
tes respectivamente de las disoluciones de (+)-catequina (CPA) y (-)-

—s=— Sin Levadura
Con Levadura

45 Con Levadura anadida

40 -
35 +
30 +
25 A
20 +
15
10 -

mg/L (como catequina)

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -

mg/L (como epicatequina)

semanas
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epicatequina (EPA) a lo largo del periodo estudiado.

Los resultados muestran que en ausencia de levadura las concen-
traciones de CPA y EPA aumentaron progresivamente con el periodo de
incubacion, alcanzando valores finales de 28.5 y 39.0 mg/L para la CPA
y EPA respectivamente, confirmando la contribucion de estos compues-
tos al aumento de color de las disoluciones antes mencionado.

Las disoluciones que contenian inicialmente levaduras, mostraron
Unicamente unos moderados incrementos de CPA y EPA, con una ten-
dencia similar a la observada para las absorbancias a 420 y 520 nm. Por
otro lado, las experiencias en las que se anadieron levaduras después de
la tercera semana revelaron nuevamente un comportamiento diferente
para los dos flavanos ensayados. En tanto que para las disoluciones de (-
)-epicatequina se observaron moderados crecimientos de EPA con similar
tendencia a los de las disoluciones que inicialmente contenian levaduras,
en las correspondientes disoluciones de (+)-catequina se observaron des-
censos en los CPA. El hecho de que estos descensos sean particularmen-
te acusados entre la tercera y cuarta semana sugieren, ademas de una
inhibicion al pardeamiento, una retencion por las levaduras de polimeros
pardos ya formados. De hecho, han sido descritas este tipo de retencio-
nes por parte de las lias de levaduras para acidos grasos de cadena me-
dia (RIBEREAU-GAYON, 1985), antocianos (BOURZEIX AND HEREDIA, 1986;
AUGUSTIN, 1986; CUINIER, 1988) y productos pardos del pardeamiento
(BONILLA et al., 2001).

En conjunto, las experiencias realizadas adicionando levadura a
soluciones hidroalcohodlicas modelo de (+)-catequina y (-)-epicatequina,
en presencia de acido tartarico y Fe*2, mostraron una parcial inhibicion
en la degradacion de estos flavanos con formaciéon mucho mas lenta de
compuestos pardos. En términos de control del color de las disoluciones,
la presencia de levaduras mostro una mayor eficacia hacia los compues-
tos de degradacion de la (+)-catequina, particularmente afectando a
aquellos que absorben a 520 nm. Estos resultados pueden contribuir a
explicar la resistencia al incremento de color de algunos vinos sometidos
a procesos de envejecimiento biologico mediante levaduras de velo (vinos
tipo sherry).

En este sentido, debe senalarse que tradicionalmente se ha atri-
buido la resistencia al pardeamiento de estos vinos durante su envejeci-
miento a un efecto protector frente al oxigeno atmosférico ejercidos por
las levaduras de velo creciendo en la superficie del vino. Sin embargo, la
presente experiencia muestra una inhibicién en el mecanismo de degra-
dacion de los flavanos estudiados, bien en su ruta de oxidaciéon catalitica,
bien en la correspondiente a condensacion con compuestos de oxidacion
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del acido tartarico. Esta inhibicion no excluye el anteriormente mencio-
nado efecto protector, por lo que durante el envejecimiento biologico del
vino fino es razonable pensar que puedan superponerse, protegiendo
ambos el color de estos vinos. Por otro lado, este mecanismo de inhibi-
cion no deberia ser atribuido a vias metabdlicas desarrolladas por las
levaduras, puesto que las usadas no crecieron como consecuencia de que
la disolucion modelo no poseia ningin componente propio de un medio
de cultivo, ademas de un alto porcentaje de etanol. Ello sugiere que este
efecto de inhibicion sea debido a algunos compuestos o fracciones excre-
tados por las células de levadura en condiciones incipientes de lisis. Es-
tos compuestos podrian bloquear el efecto catalitico de Fe*2, con lo que la
velocidad de pardeamiento seria mas lenta. También ayuda a explicar
este efecto una hipotesis de competencia levaduras-fenoles en el consu-
mo de oxigeno disuelto (SALMON et al., 2000).

Ciertamente, las concentraciones de (+)-catequina y (-)-
epicatequina usadas en este trabajo fueron muy superiores a la que
habitualmente se encuentran en el vino, a fin de poder observar mejor
los cambios producidos durante su degradacion. Por ello, a las concen-
traciones normales en flavanos de los vinos, debe esperarse una mayor
eficacia de las levaduras, explicando de esta forma, al menos parcialmen-
te, gran parte de los resultados obtenidos en los distintos capitulos de
este trabajo, asi como el mantenimiento del palido color de los finos du-
rante anos de crianza bajo levadura de velo.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el estudio de la evolucion de diso-
luciones hidroalcohédlicas modelo de (+)-catequina y (-)-epicatequina, ca-
talizadas por iones Fe2* en presencia y ausencia de levadura, se pueden
extraer las siguientes conclusiones:

17.La presencia de levadura provoca una parcial inhibicién de los
mecanismos de degradacion de los flavanos estudiados. Esta in-
teraccion se origina desde el momento de su adicion, manteniendo
o disminuyendo ligeramente las concentraciones existentes en ese
punto frente a los descensos mas acusados observados en ausen-
cia de levadura.

18.Los compuestos coloreados formados a partir de la degradacion de
(+)-catequina presentaron en ausencia de levadura un mayor tono
rojizo y una menor absorbancia a 420 nm que los correspondien-
tes a su flavano isémero.
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19.La (-)-epicatequina muestra una mayor velocidad de degradacion
que la (+)-catequina, lo que se traduce en un tono pardo mas acu-
sado de las disoluciones de aquella para un mismo tiempo de in-
cubacion. Por otro lado, en términos de A420, para las disolucio-
nes de ambos flavanos, las levaduras mostraron una eficacia simi-
lar en el control de la formacion de compuestos pardos que absor-
ben a esta longitud de onda. Sin embargo, el control en la forma-
cion de compuestos de tono rojizo, medido a 520 nm fue mayor
para las disoluciones de (+)-catequina.
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Résumé

Les vins finos sont typiques de ’A.O. (I'appellation d’origine) Mon-
tilla-Morilles et Jerez-Xerez-Sherry, et sont obtenus a travers des années
de proces de vieillissement biologique. Traditionnellement, on a attribué
la faible brunissement que subit les vins durant le vieillissement a l'effet
protecteur de la voile de levure, qui se forme a la surface, par rapport au
contacte avec l'oxygéne atmosphérique. D’autre part, on a pu constater
récemment la capacité de ces levures de fixer les composés qui provien-
nent du brunissement, controlant de cette facon l'augmentation de la
concentration de ceux-ci ainsi que I’évolution négative de la couleur.
Pour cette raison, le premier objectif de la présente mémoire a été I'’étude
de l’évolution de la couleur et des composés phénoliques des vins finos
durant le vieillissement biologique. Tout en gardant constants quelques-
uns des facteurs qui interviennent dans ce type de vieillissement, a fin de
pouvoir attribuer les changements observés a un numéro minimum de
causes. A cet effet, les essaies s’effectuent a ’aide d’un contréle de tem-
pérature dans des récipients en verre, et avec l'inoculation de culture
purs de levure de voile.

En absence de levure de voile, on a pu observer une augmentation
considérable de l'absorption a 420 et a 520 nm, conséquence du brunis-
sement progressif que le vin est entrain d’acquérir. Cependant, en pré-
sence de levure, ces absorptions n’ont pratiquement pas subit de varia-
tion pendant les 18 mois d’étude, ce qui explique ’effet protecteur de cel-
les-ci sur le vin. Le contenu en acides gallique, caféique, férulique, t-
caftarique ainsi qu’en tyrosol a augmenté durant le proces de vieillisse-
ment biologique. Par contre, en absence de levure il n’a subit presque pas
de variation. Le reste des acides phénoliques et d’esthers des acides hy-
droxycinnamiques n’a subit pratiquement pas de changement dans les
deux cas, avec ou sans levure. Les contenus en monomeéres dérivés du
flavane-3-o0l, [+]-catéchine et [-]-épicatéchine ont augmenté dans une ma-
jeur proportion durant le vieillissement biologique par rapport au cas ou
il y avait absence de levure. Par contre, les procyanidines ont conserveé
toujours des concentrations inférieures dans les vins contenant le voile
de flor. En dernier lieu, et a propos de ce qu’on appelle Picos Agrupados
[produits de dégradation colorés élués en CLHP a des hautes tg|, on a pu
constater une augmentation considérable de leurs concentrations dans
les vins sans levure, pareil a celle qu’a subit 'absorption a 420 nm. Ce-
pendant, en présence de levure, la formation de ces composés est ou bien
trop inhibée, ou bien le méme voile qui croit a la surface du vin fixe les
composés apres leur formation.

En vues des résultats antérieurs, on a proposé comme un second
objectif la possibilité d’utiliser les levures de panification comme agents
qui préviennent le brunissement des vins blancs finos, pour ainsi pouvoir
diminuer la vitesse de ce procés et, par conséquent, prolonger la durée de
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stockage et/ou de consommation des vins. A cet effet, on a effectué une
étude du brunissement accélérée, en présence et en absence de levures
de panification, par un suivie de 1’évolution de la couleur et celle des
composés phénoliques.

La présence de cellules libres de levure retarde l’effet du brunis-
sement du vin, a cause du freinage que subit la vitesse d’augmentation
de la couleur. Ainsi le temps de stockage par rapport a celui des vins
sans levure peut étre supérieur. En plus, la vitesse d’augmentation de
I’absorption a 420 nm est treés petite durant les étapes initiales, ce qui
permet de maintenir pendant les premiers jours la couleur inchangée. En
ce qui concerne aux doses de levure utilisées dans cette étude, la concen-
tration la plus grande (2 g/L) montre une plus haute efficace, puisqu’elle
a permit de conserver le vin stocké pendant un temps supérieur en des-
sous de la valeur fixée comme limite d’absorption a 420 nm [0.180 u.a.].
Cependant, il n'y a aucune évidence d’exister une fonction linéaire entre
retard de brunissement et doses de levure utilisée. C’est ce qu'on peut
déduire au moins des résultats presque similaires obtenus entre les
concentrations 1.0 et 1.5 g/L. En ce qui concerne les acides phénoliques,
la présence de levure n’apporte pas de changement important dans la
composition du vin, tandis que, tant en présence comme en absence de
levure, ces composés ont tendance a augmenter leurs concentrations
avec le temps de stockage. Par contre, les contenus en tyrosol diminuent
pendant la durée de l’essai, en présence ou en absence de levure. Les
concentrations en monomeres de flavane-3-ol et en procyanidine B3 ont
augmenté pendant le stockage du vin, en absence et en présence de le-
vure, probablement dd a ’hydrolyse des autres flavanols oligomeéres, ex-
cepté la [+]-catéchine dont la concentration diminue en absence de le-
vure. Durant tout I’étude, la concentration de Picos Agrupados et d’autres
pics non connus est inférieure en présence de levure. Ceci nous meéne a
penser que les levures fixent ces composés bruns ou, qu’en quelque sorte
interviennent dans le procés de brunissement du vin en provoquant une
inhibition dans sa formation, sinon de tous les composés du moins d’'une
partie.

Néanmoins, la capacité des levures de panification de retarder le
brunissement des vins blancs, présente l'inconvénient de provoquer une
turbidité non désirée. Par conséquent, cette technique ne serait applica-
ble que pour la conservation du vin dans la cave ou un traitement
d’ultrafiltration lui rend la transparence nécessaire. A fin d’éviter cet in-
convenant, on a pensé a la possibilité d’utiliser les cellules de levure im-
mobilisées dans un gel de K-carragen comme agent qui prévient la bru-
nissement de ces vins.
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Les résultats obtenus nous permettent de conclure que ces cellu-
les de levure immobilisées sont efficaces pour retarder la brunissement
acceélérée du vin, donnant un résultat meilleur les grains de gel de grande
épaisseur [3 mm)]. Cet effet est probablement du a des facteurs tels que la
porosité de la structure du gel, et a la moindre tendance de ces grains a
se tasser dans ce cas. Les deux phénomeénes ensemble permettent un
contact majeur vin-levure. De méme que dans le cas des cellules libres,
en présence de cellules immobilisées la vitesse de brunissement du vin
évolue d’'une facon exponentielle, ce qui permet maintenir la couleur
pendant les premiers stades du stockage. Lorsque tous les vins ont at-
teint le méme niveau de brunissement [A420 de 0.185 u.a|, on a observé
une augmentation du contenu des polyphénols total existant dans le vin
[A280] a conséquence de la présence de levure immobilisée et/ou dun
temps supérieur de stockage. D’autre part, les valeurs enregistrées
d’absorption a 520 nm sont inférieures dans ce cas, ce qui pourraient
étre attribué a une formation de produits différents en présence de le-
vure. Les contenus en acides gallique, syringique, p-coumarique et en
esthers des acides hydroxycinnamiques ne subissent pas de variation
significative sous aucunes des conditions de stockage. Le reste des acides
phénoliques, et surtout 'acide protocatéchique, ont tendance a augmen-
ter, tant en présence qu’en absence de levure. Cette augmentation est de
plus en plus grande avec le prolongement du temps d’essaie. Cependant,
les contenues en tyrosol diminuent dans les deux cas, sans variations
significatives en fonction de 1’épaisseur de grains de gel. En absence de
levure les concentrations de [-]-épicatéchine et de procyanidine B4 res-
tent presque inchangées, par contre celles de B2 et B3 augmentent lége-
rement. Contrairement aux résultats obtenus en présence des cellules
libres, les levures immobilisées provoquent la diminution des contenues
en [-]-épicatéchine et en procyanidine B3 par rapport au vin initial. Ceci
suppose que l'interaction de la levure avec les polyphénols du vin n’est
pas exactement la méme lorsqu’elle est occlue dans des filets du polysac-
charide. De méme qu’en présence des levures libres, la concentration de
Picos Agrupados et d’autres pics non connus, est inférieure en présence
de cellules immobilisées qu’en absence de celles-ci, pendant le temps de
stockage. Ceci montre encore une fois la capacité d’interaction des levu-
res avec le proceés de brunissement, provoquant ainsi le retard du méme.

Comme on a signalé, les études réalisées sur le brunissement des
vins en absence et en présence de levure, libre ou immobilisée, a été ef-
fectués par une accélération du procés de brunissement a l'aide d’une
augmentation de température. Ce qui fait, qu’on ne peut aboutir a des
conclusions sur le prolongement de la durée de stockage dans les condi-
tions réelles du marché, ni en ce qui concerne les variations des caracté-
ristiques organoleptiques du vin a conséquence de la présence des cellu-
les de levure pendant des durées plus prolongées. Pour cette raison, une
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nouvelle expérience on a réalisé avec le stockage du vin a température
ambiante [18-20°C]| dans le but de vérifier s’il est possible de prolonger la
durée de vie du produit sans modifier les caractéristiques organolépti-
ques. En plus, il était nécessaire de vérifier la stabilité des grains de gel
lorsqu’ils sont stockées en contacte avec le vin pendant un temps consi-
dérable. C’est pourquoi l'objectif suivant a été d’étudier lefficacité des
cellules de levure, libres ou immobilisées, en ce qui concerne leur capaci-
té de retarder le brunissement pendant un an dans des conditions sem-
blables a celles qu’on utilisent habituellement pour conserver le vin.

A partir des résultats obtenus on peut conclure que les vins em-
bouteillés sans levure, ouverts régulierement pour extraire les échantil-
lons, atteignent une valeur d’absorption telle, que les consommateurs
refusent de les prendre. Par contre, en présence de cellules de levure
immobilisées, ces absorptions ne change pratiquement pas, ce qui signi-
fie que les grains de gel sont trés utiles pour retarder le brunissement.
Cependant, les vins traités possédent des caractéristiques sensorielles
d’arome et de saveur différente par rapport aux vins du méme genre mais
qui ont récemment été embouteillés, marquant ainsi un profil sensoriel
un peu moins équilibré, méme si agréable et avec des traces de saveur
douceatre. De méme, les cellules de levure libres sont aussi efficace pour
retarder le brunissement du vin, mais dans une moindre mesure. L’ab-
sorbance apres un an de stockage peut étre comparée a celle du vin qui a
été conservé hermétiquement fermé pendant le méme temps. L’analyse
sensoriel du vin qui a été conservé avec des levures libres montre aussi
un arome différente par rapport aux vins qui ont été récemment
embouteillés, et une saveur acceptable par une grande majorité des
dégustateurs. Cependant, les plus experts le qualifient comme ayant un
arome non agréable, moins intense et avec des notes qui ressemble aux
défauts propres des vins finos.

Une fois connue la capacité des levures de retarder le brunisse-
ment des vins finos, et sachant que ce procés résulte de plusieurs réac-
tions d’oxydation chimique et/ou de condensation dans lesquelles, di-
recte ou indirectement, participent des composés phénoliques surtout les
flavanols, nous nous sommes proposés comme dernier objectif d’étudier
les possibles effets d’inhibition des cellules des levures sur quelques de
ces mécanismes. A cet effet, on a observé 1’évolution des dissolutions
modele hydroalcooliques de [+]-catéchine et de [-]-épicatéchine en pré-
sence d’acide tartrique et en utilisant comme catalyseur Fe2+.

Les résultats montrent que la présence de levure provoque une in-
hibition partielle des mécanismes de dégradation des flavanols étudiés.
Cette interaction se déclenche dés l’addition de la levure, en maintenant
ou en diminuant légérement les concentrations présents dans ce point
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par rapport au plus grande diminution observé en absence de levure. Les
composés colorés obtenus a partir de la dégradation de la [+]-catéchine
ont présenté en absence de levure une coloration rougeatre plus intense
et une absorbance a 420 nm inférieure a celles obtenues pour son flava-
nol isomeére. D’autre part, la [-]-épicatéchine montre une vitesse de dé-
gradation plus grande que celle de la [+]-catéchine, ceci se traduit par
une couleur brune plus intense des dissolutions du premier flavanol par
rapport au deuxiéme, a une méme durée d’incubation. D’autre part, en
termes de A420, pour les deux dissolutions de flavanols, les levures ont
montré la méme efficacité lors du contréle de la formation des composés
bruns qui absorbent a cette longueur d’onde. Cependant, le contréle sar
la formation des composés de teinte rougeatre, mesurés a 520 nm, a été
plus grand pour les dissolutions de [+]-catéchine. En résumé, ces essais
démontrent que les cellules de levures ont une capacité d’inhiber le mé-
canisme de dégradation des flavanols, soit de leur procés d’oxydation ca-
talytique ou soit lors de la condensation effectuée en présence des com-
posés d’oxydation de l’acide tartrique. Cette action des levures ne devrait
pas étre attribuée aux procés métaboliques, puisqu’elles ont été utilisées
mortes, mais a l'action de quelques composés ou fractions excrétés par
elles et qui pourraient inhiber l'effet catalyseur de Fe2+*, ce qui explique-
rait la diminution en la vitesse de brunissement, et/ou la concurrence
avec des phénols dans la consommation de l'oxygéne dissous.
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Anexo

Tabla 1: Evolucion de los valores de absorbancia del vino con envejeci-
miento biologico y sin levadura de velo.

168

A280

A520

=

Testigo

7.23
7.24
7.25
7.24
0.01

0.137
0.138
0.137
0.137

0.036
0.035
0.035
0.035

6 meses
Sin Con
Velo Velo
6.98 6.64
7.38 6.71
7.14 6.75
7.17 6.70
0.20 0.06

0.165 0.105
0.167 0.105
0.169 0.105
0.167 0.105
0.001 --

0.040 0.017
0.040 0.018
0.043 0.018
0.040 0.017
0.001 -

12 meses

Sin Con
Velo Velo
8.07 8.22
8.08 8.23
8.24 8.12
8.13 8.19
0.10 0.06
0.216 0.119
0.215 0.117
0.248 0.118
0.226 0.118
0.018 0.001
0.058 0.018
0.055 0.018
0.060 0.019
0.057 0.018
0.002 -.-

18 meses
Sin Con
Velo Velo
8.63 9.38
8.71 9.08
8.51 9.36
8.62 9.27
0.10 0.17

0.251 0.149
0.262 0.146
0.262 0.151
0.258 0.148
0.006 0.002
0.064 0.024
0.069 0.027
0.078 0.027
0.070 0.026
0.007 0.001



Anexo

Tabla 2: Evolucion de la concentracion de Acidos Fenodlicos (mg/L) en el
vino con levadura de velo y sin ella.

6 meses 12 meses 18 meses
Inicial  Sin Con Sin Con Sin Con
Velo Velo Velo Velo Velo Velo

Galico 12.2 8.35 9.90 9.02 12.0 10.3 13.7
12.2 9.21 10.7 9.20 11.7 10.8 13.3

12.3 10.6 10.8 9.55 11.6 9.79 13.8

X 12.2 9.38 10.5 9.26 11.8 10.3 13.6

S 0.1 1.14 0.5 0.27 0.2 0.5 0.3

Protocatéquico  3.72 3.30 3.00 5.09 5.85 2.06 3.14
3.60 4.29 2.34 5.59 7.11 2.53 3.34

3.16 4.62 3.25 6.96 6.98 1.74 3.25

X 3.49 4.07 2.86 5.88 6.65 2.11 3.24

s 0.30 0.69 0.47 0.96 0.69 0.40 0.10

Siringico 0.565 0.873 0.895 0.743 1.00 0.981 1.26
0.623 1.20 1.13 0.736 0.970 1.01 1.25
0.655 1.14 0.834 0.714 0.915 0.947 1.23

X 0.614 1.07 0.953 0.731 0.962 0.978 1.25
S 0.045 0.17 0.156 0.015 0.043 0.030 0.02
Cafeico 0.287 1.17 1.08 1.14 1.83 0.713 1.63

0.264 1.03 1.28 0.913 1.86 0.603 1.68
0.328 1.18 0.999 0.961 1.93 0.663 1.40
X 0.292 1.13 1.12 1.00 1.87 0.659 1.57
S 0.032  0.08 0.15 0.12 0.05 0.055 0.15

p-Cumarico 0.532 0.570 0.309 0.514 1.42 0.499 0.517
0.577 0.639 0.398 0.413 1.07 0.659 0.499
0.678 0.519 0.405 0.500 1.23 0.610 0.500

b 0.595 0.576 0.370 0.475 1.24 0.589 0.505
S 0.074 0.060 0.053 0.054 0.17 0.081 0.010
Ferulico 0.255 0.277 0.368 0.392 0.679 0.430 0.935

0.285 0.351 0.467 0.419 0.632 0.450 0.939
0.309 0.339 0425 0432 0.595 0.422 0.987
0.283 0.322 0420 0414 0.635 0.434 0.953
s 0.027 0.039 0.049 0.020 0.042 0.014 0.028

=
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Anexo

Tabla 3: Evolucién de la concentracion de Esteres de Acidos Hidroxici-
namicos (mg/L) y Tirosol (mg/L) en el vino con levadura de velo y sin ella.

6 meses 12 meses 18 meses
Inicial  Sin Con Sin Con Sin Con
Velo Velo Velo Velo Velo Velo

t-Caftarico 12.0 8.58 9.79 5.83 11.5 6.50 14.6
12.9 12.2 10.3 8.33 11.6 6.66 12.3
12.8 9.80 13.0 7.54 11.9 6.75 16.9

X 12.6 10.2 11.0 7.23 11.7 6.63 14.6
) 0.5 1.8 1.7 1.28 0.2 0.13 2.3
c-Cutarico 12.7 13.5 12.0 15.8 18.4 12.6 11.6

14.0 13.4 13.8 17.9 18.9 12.5 10.8
17.2 15.6 11.8 13.1 20.7 12.4 14.4

X 14.6 14.2 12.5 15.6 19.3 12.5 12.2
S 2.4 1.2 1.1 2.4 1.2 0.1 1.9
Tirosol 54.9 57.1 77.0 69.8 91.6 65.5 93.4

58.0 65.6 69.0 51.5 95.5 71.5 89.9
55.9 70.8 72.0 53.1 87.2 70.4 97.5
56.3 64.5 72.6 58.1 91.4 69.2 93.6
S 1.6 6.9 4.0 10.1 4.1 3.2 3.8

=
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Anexo

Tabla 4: Evolucion de la concentracion de los Derivados del Flavan-3-ol
(mg/L) en el vino con levadura de velo y sin ella.

6 meses 12 meses 18 meses
Inicial  Sin Con Sin Con Sin Con
Velo Velo Velo Velo Velo Velo

(+)-Catequina 23.9 20.2 23.8 18.9 34.6 20.2 30.1
19.8 20.7 23.5 17.1 37.6 20.5 31.8

19.1 21.0 23.0 19.4 37.0 20.1 32.2

X 19.6 204 23.4 18.5 36.4 20.2 31.4

S 0.4 0.4 0.3 1.2 1.6 0.2 1.1

(-)-Epicatequina 9.12 10.5 10.6 10.8 12.0 11.4 12.9
9.54 10.1 10.8 10.4 12.5 11.2 13.4

8.98 10.2 10.9 10.1 12.6 10.2 13.8

X 9.21 10.3 10.8 10.2 12.2 11.0 13.4

S 0.29 0.2 0.2 0.2 0.4 0.6 0.5

Procianidina B1 11.3 10.3 10.6 10.4 8.10 12.8 8.04
11.9 10.9 10.6 10.8 8.60 10.4 8.69

11.9 10.3 10.5 10.2 9.20 11.0 8.95

X 11.7 10.5 10.5 10.5 8.63 11.4 8.56

S 0.3 0.3 0.0 0.3 0.55 1.0 0.47

Procianidina B2 4.57 6.64 5.93 8.72 8.06 7.89 6.99
5.64 7.95 5.91 9.10 6.78 7.83 6.66

5.39 7.24 5.31 7.77 7.23 7.10 6.83

X 5.20 7.27 5.71 8.53 7.35 7.61 6.65

S 0.56 0.66 0.35 0.69 0.65 0.44 0.34

Procianidina B3 11.2 8.50 8.34 7.37 5.02 8.67 6.20
10.6 8.60 7.49 8.50 6.22 10.1 6.00

10.4 8.31 7.45 7.73 5.11 8.44 6.96

b 10.7 8.47 7.76 7.86 5.45 9.08 6.05

s 0.4 0.15 0.50 0.58 0.66 0.91 0.13

Procianidina B4 6.01 8.23 5.76 8.39 3.98 8.64 4.44
7.89 5.75 5.76 6.51 4.73 7.81 4.19
6.43 7.68 4.19 6.91 4.95 9.24 4.08
6.78 7.22 5.24 7.27 4.55 8.56 4.24
S 0.99 1.30 0.91 0.99 0.51 0.72 0.18

=
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Anexo

Tabla 5: Evolucion de la concentracion de los Compuestos Desconocidos

(mg/L) en el vino con levadura de velo y sin ella.
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Pico 3

X
S

P. Agrupados

=

Pico A

=

Pico B

=

Inicial

1.37
1.59
1.49
1.48
0.11

19.8
20.3
21.9
20.6

1.1

4.80
5.16
4.51
4.82
0.32

3.26
3.87
3.16
3.43
0.38

6 meses
Sin Con
Velo Velo
4.48 2.10
5.38 1.98
5.05 1.84
4.97 1.97
0.46 0.13
26.7 21.4
27.6 21.2
27.5 21.6
27.3 21.4

0.5 0.2
6.22 5.57
7.68 5.33
6.85 5.79
6.92 5.56
0.73 0.23
6.65 12.5
6.04 8.68
6.83 10.2
6.51 10.5
0.41 1.9

12 meses
Sin Con
Velo Velo
6.45 2.85
6.63 2.98
8.12 2.90
7.07 2.91
0.92 0.06
34.2 22.3
33.1 20.0
32.6 21.2
33.3 21.2

0.8 1.2
9.39 12.3
9.59 12.7
9.77 8.65
9.58 11.2
0.19 2.2
8.47 3.86
8.23 3.98
7.45 3.94
8.05 3.93
0.54 0.06

18 meses
Sin Con
Velo Velo
9.09 3.12
9.56 3.45
9.50 3.05
9.38 3.21
0.26 0.21
38.7 21.2
38.1 23.4
37.2 22.9
38.0 22.5

0.8 1.2
10.3 17.0
11.6 15.1
13.7 16.9
11.9 16.3

1.7 1.1
6.80 3.92
8.49 3.10
7.09 3.30
7.46 3.44
0.90 0.43



Anexo

Tabla 6: Evoluciéon de los valores de absorbancia a 280 nm de las mues-
tras de vino Sin levadura y con diferentes dosis de levadura anadida.

280 nm
Dias SIN LEV. 1.0 g/L 1.5¢g/L 2.0g/L
0 7.37 7.37 7.37 7.37
7.47 7.47 7.47 7.47
7.34 7.34 7.34 7.34
X 7.39 7.39 7.39 7.39
s 0.07 0.07 0.07 0.07
3 7.28 7.46 7.61 7.49
7.34 7.47 7.61 7.43
7.39 7.49 7.57 7.76
X 7.34 7.47 7.60 7.56
S 0.06 0.02 0.02 0.18
6 7.59 7.73 7.75 7.99
7.55 7.73 7.84 7.95
7.48 7.70 7.84 7.90
X 7.54 7.72 7.81 7.95
s 0.06 0.02 0.05 0.04
°) 7.71 7.82 7.85 8.08
7.81 7.86 8.02 8.11
7.73 7.78 7.96 7.95
X 7.75 7.82 7.94 8.05
S 0.05 0.04 0.09 0.08
15 7.82 7.84 7.83 7.88
7.81 8.51 7.91 7.79
7.87 7.79 7.96 8.01
X 7.83 8.05 7.90 7.89
s 0.03 0.40 0.06 0.11
18 8.08 7.86 7.90 8.09
7.97 8.08 8.10 7.99
7.88 8.06 8.04 8.00
b 7.98 8.00 8.01 8.03
s 0.10 0.12 0.10 0.05
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Anexo

Tabla 7: Evolucién de los valores de absorbancia a 420 nm de las mues-
tras de vino Sin levadura y con diferentes dosis de levadura anadida.
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Dias SIN LEV.

0

O lr olw = Wl =

» =

CO0O0O0||l00000 00000

cooo

cooo/locococoo

.133
.131
.132
.132
.001

.141

139

.140
.140

001

.152
.152

152

.152

.157

157

.157
.157

.169
.167
.169

168

.001
.184

182

.183
.183

420 nm
1.0 g/L

0.133
0.131
0.132
0.132
0.001

0.129
0.130
0.131
0.130

0.139
0.141
0.138
0.139
0.001

0.142
0.140
0.139
0.140
0.001

0.152
0.147
0.145
0.148
0.003

0.157
0.156
0.155
0.156

1.5g/L

0.133
0.131
0.132
0.132
0.001

0.129
0.131
0.129
0.130
0.001

0.139
0.138
0.137
0.138

0.140
0.139
0.138
0.139

0.146
0.144
0.144
0.145
0.001

0.155
0.155
0.154
0.155

2.0 g/L

0.133
0.131
0.132
0.132
0.001

0.130
0.130
0.130
0.130

0.135
0.134
0.134
0.134

0.134
0.134
0.133
0.134

0.142
0.138
0.140
0.140
0.002

0.149
0.147
0.150
0.149
0.001



Anexo

Tabla 8: Evolucién de los valores de absorbancia a 520 nm de las mues-
tras de vino Sin levadura y con diferentes dosis de levadura anadida.

520 nm
Dias SIN LEV. 1.0 g/L 1.5 g/L 2.0 g/L
0 0.028 0.028 0.028 0.028
0.028 0.028 0.028 0.028
0.028 0.028 0.028 0.028
X 0.028 0.028 0.028 0.028
S -.- -.- -.- -.-
3 0.029 0.025 0.026 0.028
0.029 0.026 0.026 0.027
0.029 0.026 0.025 0.027
X 0.029 0.026 0.026 0.027
S -.- -.- -.- -.-
6 0.032 0.027 0 .027 0.027
0.032 0.027 0.027 0.026
0.032 0.027 0.027 0.027
X 0.032 0.027 0.027 0.027
S -.- -.- -.- -.-
9 0.032 0.024 0.022 0.021
0.031 0.023 0.022 0.021
0.032 0.022 0.022 0.021
X 0.032 0.023 0.022 0.021
S -.- 0.001 -.- -.-
15 0.036 0.030 0.026 0.025
0.035 0.027 0.025 0.024
0.035 0.026 0.026 0.025
X 0.035 0.028 0.026 0.025
S -.- 0.002 -.- -.-
18 0.042 0.030 0.030 0.029
0.042 0.031 0.032 0.029
0.043 0.031 0.031 0.030
X 0.042 0.031 0.031 0.029
s -.- -.- 0.001 -.-
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Anexo

Tabla 9: Evolucion de los valores de absorbancia del vino tratado con una
dosis de Levadura de 1.0 g/L durante toda la experiencia.

VINO con LEVADURA 1.0 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.52 0.133 0.025
7.44 0.132 0.023
7.56 0.129 0.021
X 7.51 0.131 0.023
S 0.06 0.002 0.001
3 7.55 0.136 0.027
7.52 0.134 0.025
7.48 0.133 0.025
X 7.52 0.134 0.026
S 0.03 0.001 0.001
6 7.68 0.136 0.020
7.73 0.141 0.024
7.59 0.135 0.021
X 7.67 0.137 0.022
) 0.07 0.003 0.002
9 7.84 0.147 0.027
7.71 0.146 0.027
7.78 0.143 0.026
X 7.78 0.145 0.027
) 0.06 0.002 -.-
12 7.73 0.149 0.026
7.90 0.149 0.026
7.77 0.145 0.025
b 7.80 0.148 0.026
S 0.09 0.002 -.-
15 7.95 0.159 0.031
7.85 0.160 0.032
7.78 0.154 0.030
X 7.86 0.158 0.031
S 0.09 0.003 0.001
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Anexo

Tabla 9: (Continuacion).
VINO con LEVADURA 1.0 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
18 8.07 0.161 0.031
7.91 0.160 0.031
7.87 0.155 0.029
X 7.95 0.159 0.030
S 0.10 0.003 0.001
21 7.91 0.167 0.034
7.94 0.166 0.033
7.87 0.162 0.032
X 7.91 0.165 0.033
S 0.04 0.002 0.001
24 7.97 0.174 0.037
8.13 0.172 0.036
8.00 0.166 0.034
X 8.03 0.171 0.036
S 0.08 0.004 0.001
27 8.12 0.177 0.036
8.19 0.175 0.035
8.11 0.170 0.034
X 8.14 0.174 0.035
S 0.04 0.003 0.001
33 8.26 0.189 0.038
8.26 0.185 0.037
8.09 0.179 0.035
X 8.20 0.184 0.037
s 0.10 0.005 0.001
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Anexo

Tabla 10: Evolucion de los valores de absorbancia del vino tratado con
Levadura a una dosis de 1.5 g/L durante toda la experiencia.

VINO con LEVADURA 1.5 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.52 0.133 0.025
7.44 0.132 0.023
7.56 0.129 0.021
X 7.51 0.131 0.023
s 0.06 0.002 0.001
3 8.03 0.138 0.029
7.85 0.134 0.027
7.66 0.134 0.027
X 7.85 0.135 0.028
s 0.18 0.002 0.001
6 7.48 0.139 0.024
7.72 0.138 0.023
7.69 0.137 0.024
X 7.63 0.138 0.024
S 0.13 -.- -.-
9 7.89 0.142 0.025
7.87 0.142 0.026
7.82 0.142 0.026
X 7.86 0.142 0.026
S 0.04 -.- -
12 8.01 0.146 0.024
7.93 0.145 0.024
7.83 0.143 0.025
X 7.92 0.145 0.024
S 0.09 0.001 -
15 8.01 0.155 0.030
7.95 0.153 0.030
7.89 0.153 0.030
X 7.95 0.154 0.030
s 0.06 0.001 -.-
18 8.06 0.159 0.030
7.96 0.155 0.028
8.04 0.155 0.028
X 8.02 0.156 0.029
S 0.05 0.002 0.001
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Anexo

Tabla 10: (Continuacién).
VINO con LEVADURA 1.5 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
21 8.27 0.164 0.032
7.99 0.161 0.032
8.04 0.162 0.032
X 8.10 0.162 0.032
s 0.15 0.001 -
24 8.22 0.168 0.034
8.13 0.165 0.033
7.99 0.165 0.034
X 8.11 0.166 0.034
s 0.12 0.001 -.-
27 8.39 0.176 0.035
8.10 0.170 0.034
8.19 0.173 0.035
X 8.23 0.173 0.035
S 0.15 0.003 -.-
33 8.31 0.182 0.036
8.24 0.177 0.035
8.17 0.183 0.038
X 8.24 0.181 0.036
s 0.07 0.003 0.001
36 8.04 0.176 0.034
8.08 0.177 0.035
8.18 0.180 0.037
X 8.10 0.178 0.035
S 0.07 0.002 0.001
39 8.41 0.186 0.035
8.30 0.182 0.034
8.19 0.185 0.035
X 8.30 0.184 0.035
s 0.11 0.002 -.-
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Anexo

Tabla 11: Evolucion de los valores de absorbancia del vino tratado con
Levadura en una dosis de 2.0 g/L durante toda la experiencia.

VINO con LEVADURA 2.0 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.52 0.133 0.025
7.44 0.132 0.023
7.56 0.129 0.021
X 7.51 0.131 0.023
S 0.06 0.002 0.001
3 7.64 0.128 0.024
7.69 0.128 0.024
7.70 0.129 0.024
X 7.68 0.128 0.024
S 0.03 -.- -.-
6 7.80 0.136 0.025
7.79 0.131 0.022
7.91 0.140 0.024
X 7.83 0.136 0.024
) 0.07 0.004 0.001
9 7.94 0.137 0.024
8.18 0.135 0.024
7.89 0.138 0.025
X 8.00 0.137 0.024
) 0.16 0.001 -.-
12 7.78 0.140 0.023
8.00 0.138 0.023
7.92 0.140 0.023
b 7.90 0.139 0.023
S 0.11 0.001 -.-
15 8.12 0.147 0.028
7.92 0.144 0.027
8.03 0.148 0.029
X 8.02 0.146 0.028
S 0.10 0.002 0.001
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Anexo

Tabla 11: (Continuacién).
VINO con LEVADURA 2.0 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
18 7.88 0.144 0.025
7.89 0.144 0.025
8.03 0.148 0.026
X 7.93 0.145 0.025
S 0.08 0.002 -.-
21 7.97 0.154 0.030
8.07 0.150 0.029
8.08 0.154 0.030
X 8.04 0.153 0.030
S 0.06 0.002 -.-
24 7.87 0.151 0.030
7.87 0.152 0.030
8.06 0.157 0.031
X 7.93 0.153 0.030
S 0.11 0.003 .-
27 8.23 0.160 0.031
8.02 0.154 0.030
8.08 0.159 0.031
X 8.11 0.158 0.031
S 0.11 0.003 -.-
33 8.20 0.166 0.033
8.08 0.160 0.031
8.11 0.165 0.031
X 8.13 0.164 0.032
S 0.06 0.003 0.001
36 8.08 0.168 0.033
8.12 0.163 0.032
8.15 0.169 0.032
X 8.12 0.167 0.032
S 0.04 0.003 -.-
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Anexo

Tabla 11: (Continuacién).
VINO con LEVADURA 2.0 g/L

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
39 8.24 0.171 0.030
8.14 0.166 0.029
8.19 0.170 0.030
X 8.19 0.169 0.030
s 0.05 0.002 -
42 8.21 0.174 0.033
8.11 0.170 0.032
8.36 0.176 0.032
X 8.23 0.173 0.032
s 0.12 0.003 -.-
45 7.71 0.167 0.032
8.23 0.175 0.034
8.52 0.183 0.035
X 8.15 0.175 0.034
S 0.41 0.007 0.001
48 8.15 0.176 0.034
8.23 0.181 0.036
8.36 0.190 0.038
X 8.25 0.182 0.036
S 0.11 0.007 0.001
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Anexo

Tabla 12: Contenidos en Acidos Fenodlicos (mg/L) del vino Inicial, Sin Le-
vadura y Con Levadura (2.0 g/L) a los 18 dias del pardeamiento.

SIN CON

e LEVADURA LEVADURA
Galico 4.10 4.49 4.09
4.70 4.44 3.53
4.48 4.28 3.96
X 4.43 4.40 3.86
S 0.30 0.09 0.29
Protocatéquico 5.85 8.35 7.61
6.10 8.70 7.04
5.61 8.57 8.00
X 5.85 8.52 7.54
s 0.24 0.14 0.48
Vanillico 0.926 1.09 1.09
1.05 1.08 0.992
0.957 1.08 1.31
X 0.978 1.08 1.13
s 0.064 0.00 0.16
Siringico 1.95 1.88 1.99
2.04 1.89 1.56
1.88 1.93 2.21
X 1.96 1.88 1.92
S 0.08 0.02 0.33
Cafeico 0.319 0.410 0.385
0.342 0.401 0.338
0.366 0.413 0.448
b 0.342 0.405 0.390
S 0.023 0.005 0.055
p-Cumarico 0.531 0.592 0.650
0.687 0.591 0.470
0.620 0.598 0.679
X 0.613 0.591 0.600
S 0.078 0.003 0.113
Ferulico 1.52 1.48 1.48
1.60 1.43 1.21
1.60 1.44 1.68
X 1.57 1.45 1.46
] 0.05 0.02 0.24
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Anexo

Tabla 13: Contenidos en Esteres de Acidos Hidroxicinamicos (mg/L) y
Tirosol (mg/L) del vino Inicial, Sin Levadura y Con Levadura (2.0 g/L) a
los 18 dias del pardeamiento.

SIN CON

DAL LEVADURA LEVADURA
t-Caftarico 17.5 15.0 17.4
18.0 15.1 18.2
17.0 15.3 19.1
X 17.5 15.1 18.2
s 0.5 0.1 0.8
c-Cutarico 10.2 13.3 12.8
11.2 13.0 13.1
10.7 12.7 14.3
X 10.7 13.0 13.4
s 0.5 0.2 0.8
Tirosol 68.3 52.6 52.9
68.5 52.6 52.5
69.1 52.7 53.1
X 68.6 52.6 52.8
s 0.4 0.0 0.3
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Anexo

Tabla 14: Contenidos en Derivados de Flavan-3-ol (mg/L) del vino Inicial,
Sin Levadura y Con Levadura (2.0 g/L) a los 18 dias del pardeamiento.

SIN CON

DRI LEVADURA LEVADURA
(+)-Catequina 34.6 31.8 37.7
34.1 32.1 38.9
33.5 31.8 39.1
X 34.1 31.9 38.6
S 0.6 0.2 0.8
(-)-Epicatequina 14.3 16.7 18.6
14.3 16.5 20.5
15.8 16.1 19.0
X 14.8 16.6 19.4
S 0.9 0.3 1.0
Procianidina B1 10.6 10.5 10.2
9.63 10.1 9.16
9.80 10.1 10.6
X 10.0 10.3 9.99
S 0.5 0.2 0.74
Procianidina B2 7.43 6.13 5.20
6.81 6.15 4.77
6.94 5.80 5.69
X 7.06 6.02 5.22
S 0.33 0.20 0.46
Procianidina B3 13.9 18.8 18.6
13.5 18.2 17.8
14.7 18.7 19.8
X 14.0 18.5 18.7
s 0.6 0.3 1.0
Procianidina B4 5.58 4.53 5.03
6.59 4.61 4.80
5.55 4.55 5.19
X 5.91 4.57 5.01
s 0.59 0.04 0.20
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Anexo

Tabla 15: Contenidos en Compuestos Desconocidos (mg/L) del vino Ini-
cial, Sin Levadura y Con Levadura (2.0 g/L) a los 18 dias de pardeamien-
to.

SIN CON

INICIAL LEVADURA LEVADURA
P. Agrupados 4.72 9.35 7.93
4.59 9.78 7.77
4.36 9.35 6.94
X 4.55 9.49 7.53
S 0.18 0.25 0.53
Picol 4.67 5.01 4.94
5.62 4.76 4.02
4.30 4.75 5.40
X 4.86 4.88 4.79
S 0.68 0.18 0.70
Pico 2 1.70 2.11 1.90
1.67 2.18 1.48
1.58 2.34 1.69
X 1.65 2.14 1.69
S 0.06 0.05 0.21
Pico 3 4.35 3.26 2.87
3.79 3.36 2.73
4.48 3.52 3.01
x 4.21 3.38 2.87
S 0.37 0.13 0.14
Pico 4 1.00 0.728 0.805
1.03 0.652 0.680
1.06 0.719 0.555
X 1.03 0.699 0.680
s 0.03 0.042 0.125
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Anexo

Tabla 15: (Continuacion).

SIN CON

INICIAL LEVADURA LEVADURA
Pico 6 0.600 0.479 0.563
0.636 0.516 0.420
0.533 0.492 0.492
X 0.590 0.495 0.492
s 0.052 0.019 0.071
Pico 7 0.567 0.624 0.626
0.706 0.609 0.518
0.496 0.639 0.724
X 0.590 0.616 0.623
S 0.106 0.011 0.103
Pico 10 1.15 0.934 0.883
1.04 0.945 1.02
1.11 0.934 0.895
X 1.10 0.938 0.933
S 0.06 0.006 0.075
Pico A 0.898 0.688 0.747
0.788 0.657 0.725
0.879 0.697 0.769
X 0.855 0.672 0.747
S 0.058 0.022 0.022
Pico B 2.22 1.78 3.13
2.85 1.89 2.64
2.63 1.85 2.69
X 2.57 1.84 2.82
S 0.32 0.06 0.27
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Anexo

Tabla 16: Contenidos en Acidos Fenolicos (mg/L) del vino Inicial, y de
todas las muestras de vino al final de la experiencia.

INICIAL SINLEV. 10g/L 15g/L 20g/L

Galico 4.10 4.49 4.11 3.81 3.38
4.70 4.44 3.52 3.76 3.60

4.48 4.28 4.03 3.74 3.61

X 4.43 4.40 3.89 3.77 3.53

s 0.30 0.09 0.32 0.04 0.13
Protocatéquico 5.85 8.35 13.1 14.5 15.8
6.10 8.70 14.0 14.1 15.8

5.61 8.57 14.4 14.1 16.0

X 5.85 8.52 13.8 14.2 15.9

s 0.24 0.14 0.7 0.2 0.1
Vanillico 0.926 1.09 1.36 1.51 1.38
1.05 1.08 1.30 1.30 1.42

0.957 1.08 1.29 1.33 1.44

X 0.978 1.08 1.33 1.38 1.41

s 0.064 0.00 0.03 0.11 0.03
Siringico 1.95 1.88 2.23 2.35 2.08
2.04 1.89 2.63 2.23 2.16

1.88 1.93 1.93 2.20 2.21

X 1.96 1.88 2.26 2.26 2.15

s 0.08 0.02 0.35 0.08 0.06
Cafeico 0.319 0.410 0.609 0.645 0.541
0.342 0.401 0.508 0.560 0.566

0.366 0.413 0.496 0.570 0.616

X 0.342 0.405 0.538 0.592 0.574

s 0.023 0.005 0.062 0.046 0.038
p-Cumarico 0.531 0.592 0.664 0.750 0.663
0.687 0.591 0.544 0.671 0.674

0.620 0.598 0.639 0.638 0.696

X 0.613 0.591 0.616 0.686 0.678

s 0.078 0.003 0.063 0.057 0.016
Fertlico 1.52 1.48 1.46 1.48 1.51
1.60 1.43 1.31 1.41 1.57

1.60 1.44 1.29 1.44 1.51

X 1.57 1.45 1.35 1.44 1.53

s 0.05 0.02 0.09 0.04 0.03

188



Anexo

Tabla 17: Contenidos en Esteres de Acidos Hidroxicinamicos (mg/L) y
Tirosol (mg/L) del vino Inicial, y de todas las muestras de vino al final de
la experiencia.

INICIAL SINLEV. 1.0g/L 1.5g/L 2.0g/L

t-Caftarico 17.5 15.0 16.6 16.1 17.2
18.0 15.1 15.7 15.4 15.5

17.0 15.3 16.2 15.0 15.4

X 17.5 15.1 16.2 15.5 16.0

s 0.4 0.1 0.4 0.5 0.8
c-Cutarico 10.2 13.3 12.6 12.8 12.1
11.2 13.0 10.8 12.2 12.7

10.7 12.7 12.4 11.8 12.4

X 10.7 13.0 11.9 12.3 12.4

S 0.5 0.2 1.0 0.5 0.3
Tirosol 68.3 52.6 54.2 58.2 54.4
68.5 52.6 53.1 56.9 53.5

69.1 52.7 52.7 57.4 53.4

X 68.6 52.6 53.3 57.5 53.8

S 0.4 0.0 0.8 0.6 0.6
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Anexo

Tabla 18: Contenidos en Derivados del Flavan-3-ol (mg/L) del vino Ini-

cial, y de todas las muestras de vino al final de la experiencia.
INICIAL SIN LEV.

190

(+)-Catequina

X
S

(-)-Epicatequina

X
S

Procianidina B1

X
S

Procianidina B2

X
S

Procianidina B3

X
S

Procianidina B4

=

34.6
34.1
33.5
34.1

0.6

14.3
14.3
15.8
14.8

0.9

10.6
9.63
9.80
10.0

0.5

7.43
6.81
6.94
7.06
0.33

13.9
13.5
14.0
13.8

0.3

5.58
6.59
5.55
5.91
0.59

31.8
32.1
31.8
31.9

0.2

16.7
16.5
16.1
16.6

0.3

10.5
10.1
10.1
10.3

0.2

6.13
6.15
5.80
6.02
0.20

18.8
18.2
18.7
18.5

0.3

4.53
4.61
4.55
4.57
0.04

1.0 g/L

36.2
34.4
35.9
35.3

0.8

17.4
16.5
16.4
16.8

0.6

9.21
9.07
9.22
9.17
0.08

6.65
6.79
6.31
6.58
0.25

20.9
19.8
21.0
20.3

0.6

5.66
4.56
5.51
5.24
0.60

1.5 g/L

38.3
36.7
37.4
37.5

0.6

21.1
18.8
20.0
19.9

0.9

8.93
8.91
7.97
8.60
0.55

7.05
6.05
5.98
6.36
0.60

21.0
21.5
204
21.0

0.6

4.88
5.68
5.51
5.36
0.42

2.0 g/L

36.3
36.3
35.2
35.9

0.6

16.2
16.6
16.9
16.6

0.4

9.67
9.60
9.01
9.43
0.36

5.82
5.74
5.58
5.71
0.12

18.4
19.0
19.2
18.9

0.4

5.46
5.32
5.09
5.29
0.19



Anexo

Tabla 19: Contenidos en Compuestos Desconocidos (mg/L) del vino Ini-
cial, de todas las muestras de vino al final de la experiencia.

INICIAL SINLEV. 10g/L 15g/L 20g/L

P. Agrupados 4.72 9.35 7.91 8.86 8.50
4.59 9.78 7.43 7.88 8.35

4.36 9.35 9.10 7.22 8.26

X 4.55 9.49 8.15 7.99 8.37

S 0.18 0.25 0.86 0.82 0.12
Pico 1 4.67 5.01 4.82 5.50 5.21
5.62 4.76 4.52 5.14 5.34

4.30 4.75 5.11 4.93 5.43

X 4.86 4.88 4.82 5.19 5.33

S 0.68 0.18 0.30 0.29 0.11
Pico 2 1.70 2.11 1.44 1.34 1.79
1.67 2.18 1.34 1.52 1.56

1.58 2.34 1.54 1.16 1.34

X 1.65 2.14 1.44 1.34 1.56

s 0.06 0.05 0.10 0.18 0.22
Pico 3 4.35 3.26 5.78 4.72 4.48
3.79 3.36 5.14 4.23 4.42

4.48 3.52 5.78 4.72 4.58

X 4.21 3.38 5.57 4.56 4.49

s 0.37 0.13 0.37 0.28 0.08
Pico 4 1.00 0.728 0.961 0.716 0.484
1.03 0.652 0.935 0.788 0.555

1.06 0.719 0.954 0.752 0.520

X 1.03 0.699 0.950 0.752 0.520

S 0.03 0.042 0.013 0.035 0.035
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Anexo

Tabla 19: (Continuacién).

192

Pico 6

=

Pico 7

=

Pico 10

=

Pico A

=

Pico B

=

INICIAL SIN LEV.

0.600
0.636
0.533
0.590
0.052

0.567
0.706
0.496
0.590
0.106

1.15
1.04
1.11
1.10
0.06

0.898
0.788
0.879
0.855
0.058

2.22
2.85
2.63
2.57
0.32

0.479
0.516
0.492
0.495
0.019

0.624
0.609
0.639
0.616
0.011

0.934
0.945
0.934
0.938
0.006

0.688
0.657
0.697
0.672
0.022

1.78
1.89
1.85
1.84
0.06

1.0 g/L

0.918
0.910
0.903
0.910
0.007

0.622
0.535
0.604
0.587
0.045

0.875
0.824
0.927
0.875
0.051

1.07
1.05
1.09
1.07
0.02

3.93
3.03
2.93
3.30
0.55

1.5 g/L

0.854
0.703
0.710
0.756
0.085

0.677
0.644
0.590
0.637
0.043

0.985
0.902
0.962
0.949
0.043

1.09
1.10
1.04
1.08
0.03

3.60
3.45
3.34
3.46
0.13

2.0 g/L

0.847
0.818
0.800
0.822
0.023

0.713
0.746
0.734
0.731
0.016

0.894
0.842
0.744
0.827
0.076

1.06
1.05
1.04
1.05
0.01

3.02
3.18
2.44
2.88
0.39



Anexo

Tabla 20: Evolucion de los valores de absorbancia para el vino Sin Leva-
dura.
VINO SIN LEVADURA

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.19 0.103 0.019
7.53 0.104 0.020
7.24 0.102 0.020
X 7.32 0.103 0.020
S 0.18 -.- -.-
3 7.11 0.108 0.021
7.28 0.108 0.021
7.25 0.107 0.021
X 7.21 0.108 0.021
S 0.09 -.- -.-
6 7.32 0.117 0.023
7.53 0.118 0.023
7.45 0.116 0.022
X 7.43 0.117 0.023
s 0.10 -.- -.-
12 7.55 0.142 0.028
7.66 0.142 0.028
7.64 0.134 0.025
X 7.62 0.139 0.027
S 0.06 0.004 0.001
15 7.57 0.144 0.031
7.99 0.149 0.032
7.94 0.144 0.031
X 7.83 0.146 0.031
) 0.23 0.002 -.-
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Anexo

Tabla 20: (Continuacion).
VINO SIN LEVADURA

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
18 7.99 0.158 0.035
8.19 0.157 0.035
8.05 0.151 0.034
X 8.08 0.155 0.035
s 0.10 0.003 -.-
21 7.86 0.161 0.035
8.09 0.173 0.039
7.86 0.155 0.033
X 7.93 0.163 0.035
s 0.13 0.009 0.003
24 8.20 0.184 0.042
8.41 0.179 0.039
8.24 0.171 0.038
X 8.28 0.177 0.039
S 0.11 0.006 0.002
27 8.33 0.194 0.044
8.26 0.185 0.042
8.26 0.176 0.039
X 8.28 0.185 0.041
S 0.04 0.008 0.002

194



Anexo

Tabla 21: Evolucion de los valores de absorbancia para el vino tratado
con Cuentas de 1 mm.

VINO con CUENTAS 1 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.19 0.103 0.019
7.53 0.104 0.020
7.24 0.102 0.020
X 7.32 0.103 0.020
S 0.18 -.- -.-
3 7.07 0.092 0.016
6.90 0.096 0.017
6.61 0.094 0.017
X 6.86 0.094 0.017
S 0.23 0.001 -.-
6 6.90 0.094 0.015
6.77 0.093 0.015
6.78 0.092 0.015
X 6.82 0.093 0.015
) 0.07 0.001 -.-
12 7.18 0.102 0.015
7.11 0.101 0.015
7.24 0.102 0.016
X 7.18 0.102 0.015
) 0.06 -.- -.-
15 7.40 0.110 0.020
7.23 0.106 0.018
7.07 0.105 0.018
X 7.23 0.107 0.019
S 0.16 0.002 0.001
18 7.49 0.113 0.022
7.39 0.112 0.022
7.40 0.113 0.022
X 7.43 0.113 0.022
S 0.06 -.- -.-

195



Anexo

Tabla 21: (Continuacion).
VINO con FICHAS 1 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
21 7.28 0.115 0.021
7.54 0.115 0.020
7.29 0.115 0.020
X 7.37 0.115 0.020
s 0.15 -.- -.-
24 7.73 0.122 0.022
7.91 0.125 0.023
7.73 0.127 0.024
X 7.79 0.124 0.023
s 0.10 0.002 0.001
27 7.81 0.126 0.023
7.85 0.124 0.022
7.66 0.125 0.022
X 7.77 0.125 0.022
s 0.10 0.001 -.-
30 8.20 0.135 0.025
8.12 0.135 0.025
7.88 0.143 0.031
X 8.06 0.137 0.027
s 0.17 0.004 0.003
33 7.54 0.147 0.036
8.05 0.139 0.027
8.21 0.141 0.027
X 7.93 0.142 0.030
s 0.35 0.004 0.005
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Anexo

Tabla 21: (Continuacion).
VINO con CUENTAS 1 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
36 7.79 0.153 0.037
8.41 0.144 0.028
8.21 0.143 0.027
X 8.13 0.146 0.030
S 0.32 0.005 0.005
39 8.07 0.169 0.033
8.39 0.174 0.031
8.30 0.150 0.032
X 8.25 0.164 0.032
S 0.16 0.012 0.001
45 8.34 0.165 0.036
8.83 0.168 0.036
8.50 0.162 0.032
X 8.55 0.165 0.034
) 0.25 0.003 0.002
48 8.38 0.173 0.036
9.00 0.179 0.038
8.77 0.171 0.032
X 8.71 0.174 0.035
S 0.31 0.004 0.003
51 9.52 0.187 0.032
9.22 0.184 0.036
9.06 0.181 0.036
X 9.26 0.184 0.034
S 0.23 0.003 0.002
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Anexo

Tabla 22: Evolucion de los valores de absorbancia para el vino tratado
con cuentas de 2 mm.

VINO con CUENTAS 2 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.19 0.103 0.019
7.53 0.104 0.020
7.24 0.102 0.020
X 7.32 0.103 0.020
S 0.18 -.- -.-
3 7.11 0.106 0.022
7.26 0.101 0.019
7.28 0.099 0.018
X 7.22 0.102 0.020
S 0.09 0.003 0.002
6 6.94 0.100 0.018
6.76 0.094 0.016
6.68 0.091 0.015
X 6.79 0.095 0.016
) 0.13 0.004 0.001
12 7.55 0.099 0.014
7.02 0.099 0.014
6.62 0.092 0.014
X 7.06 0.097 0.014
) 0.47 0.004 -.-
15 7.05 0.104 0.018
7.06 0.103 0.018
7.32 0.103 0.018
X 7.14 0.103 0.018
S 0.15 -.- -.-
18 7.43 0.109 0.021
7.31 0.109 0.021
7.19 0.107 0.021
X 7.31 0.108 0.021
S 0.12 0.001 -.-

198



Anexo

Tabla 22: (Continuacion).
VINO con CUENTAS 2 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
21 7.28 0.109 0.019
7.37 0.113 0.020
7.15 0.108 0.019
b 7.26 0.110 0.019
S 0.11 0.002 -.-
24 7.55 0.116 0.021
7.46 0.117 0.021
7.50 0.116 0.022
X 7.50 0.116 0.021
S 0.04 -.- -.-
27 7.53 0.117 0.022
7.30 0.117 0.021
7.71 0.113 0.019
X 7.51 0.115 0.020
S 0.20 0.002 0.001
30 7.85 0.123 0.022
7.72 0.125 0.022
7.76 0.122 0.020
x 7.77 0.123 0.021
S 0.07 0.001 0.001
33 8.02 0.133 0.025
7.95 0.133 0.024
7.94 0.132 0.025
X 7.97 0.132 0.024
S 0.04 -.- -.-
36 8.07 0.139 0.027
8.18 0.142 0.029
8.04 0.133 0.025
X 8.09 0.138 0.027
S 0.07 0.004 0.001
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Anexo

Tabla 22: (Continuacion).
VINO con CUENTAS 2 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
39 8.13 0.146 0.030
8.52 0.144 0.027
8.24 0.141 0.027
X 8.29 0.143 0.027
S 0.20 0.002 0.001
45 8.56 0.159 0.032
8.76 0.157 0.030
8.70 0.156 0.031
X 8.67 0.157 0.031
S 0.10 0.001 0.001
48 8.79 0.164 0.031
8.78 0.165 0.029
8.65 0.163 0.029
X 8.74 0.163 0.029
S 0.08 0.001 0.001
51 8.93 0.172 0.033
9.15 0.176 0.034
9.05 0.170 0.030
x 9.04 0.172 0.032
S 0.11 0.003 0.002
54 9.15 0.172 0.035
9.18 0.184 0.037
9.11 0.177 0.035
X 9.14 0.177 0.035
S 0.04 0.006 0.001
57 8.93 0.178 0.036
9.22 0.190 0.039
9.39 0.187 0.038
X 9.17 0.185 0.037
s 0.23 0.006 0.001
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Anexo

Tabla 23: Evolucion de los valores de absorbancia del vino tratado con
cuentas de 3 mm.

VINO con CUENTAS 3 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
0 7.19 0.103 0.019
7.53 0.104 0.020
7.24 0.102 0.020
X 7.32 0.103 0.020
S 0.18 -.- -.-
3 7.00 0.102 0.023
7.28 0.103 0.019
6.88 0.099 0.018
X 7.05 0.101 0.020
S 0.20 0.002 0.002
6 6.98 0.105 0.020
7.29 0.108 0.020
7.05 0.104 0.019
X 7.11 0.106 0.020
s 0.16 0.002 -.-
12 7.28 0.112 0.018
7.07 0.107 0.016
7.15 0.104 0.016
X 7.17 0.108 0.017
s 0.11 0.004 0.001
15 7.16 0.107 0.020
7.10 0.107 0.020
7.07 0.104 0.019
X 7.11 0.106 0.020
S 0.04 0.001 -
18 7.32 0.108 0.021
7.15 0.109 0.021
7.27 0.106 0.021
X 7.25 0.108 0.021
S 0.09 0.001 -.-
21 7.04 0.106 0.018
7.08 0.110 0.021
7.14 0.106 0.019
X 7.08 0.107 0.019
S 0.05 0.002 0.001
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Anexo

Tabla 23: (Continuacion).
VINO con CUENTAS 3 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
24 7.33 0.115 0.021
7.29 0.115 0.022
7.37 0.112 0.020
X 7.33 0.114 0.021
S 0.04 0.001 -.-
27 7.27 0.111 0.019
7.38 0.113 0.019
7.33 0.110 0.018
X 7.32 0.111 0.018
s 0.06 0.001 -.-
30 7.48 0.117 0.020
7.50 0.119 0.020
7.63 0.123 0.022
X 7.53 0.119 0.020
S 0.08 0.003 0.001
33 7.86 0.126 0.023
7.75 0.129 0.025
7.58 0.124 0.022
X 7.73 0.126 0.023
S 0.14 0.002 0.001
36 7.81 0.133 0.027
7.81 0.136 0.028
7.82 0.128 0.025
X 7.81 0.132 0.026
s -.- 0.004 0.001
39 8.13 0.134 0.025
7.96 0.140 0.027
7.85 0.135 0.026
X 7.98 0.136 0.026
) 0.14 0.003 -.-
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Anexo

Tabla 23: (Continuacion).
VINO con CUENTAS 3 mm

Dias 280 nm 420 nm 520 nm
45 8.25 0.145 0.028
8.26 0.152 0.029
8.21 0.145 0.028
X 8.24 0.147 0.028
S 0.03 0.004 -.-
48 8.44 0.145 0.024
8.56 0.158 0.029
8.33 0.150 0.026
X 8.44 0.151 0.026
S 0.12 0.006 0.002
51 8.57 0.151 0.026
8.52 0.153 0.030
8.66 0.155 0.028
X 8.58 0.153 0.027
S 0.07 0.002 0.002
54 8.71 0.164 0.032
8.89 0.178 0.037
8.68 0.165 0.032
X 8.76 0.169 0.033
S 0.11 0.007 0.002
57 8.84 0.170 0.034
9.10 0.183 0.038
8.90 0.173 0.035
X 8.94 0.175 0.035
S 0.14 0.006 0.002
60 8.94 0.183 0.037
9.05 0.188 0.038
9.48 0.181 0.037
X 9.16 0.184 0.037
S 0.28 0.003 -.-
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Anexo

Tabla 24: Contenidos en Acidos Fenodlicos (mg/L) del vino Inicial, Sin Le-
vadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel a los 27 dias de
iniciada la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

Galico 5.33 4.56 3.57 3.81 3.98
4.31 4.13 3.29 3.42 3.94

3.83 4.43 3.30 2.93 3.92

X 4.49 4.37 3.38 3.38 3.94

S 0.77 0.22 0.16 0.44 0.03
Protocatéquico 4.08 5.73 5.68 5.42 3.90
3.00 7.09 5.05 4.03 4.19

2.98 6.50 4.31 5.09 4.07

X 3.35 6.44 5.01 4.84 4.05

S 0.63 0.68 0.68 0.73 0.14
Vanillico 3.00 1.45 1.16 1.06 1.01
2.64 1.22 1.13 1.07 1.30

2.75 1.42 1.14 0.830 1.00

X 2.79 1.36 1.14 0.990 1.10

S 0.18 0.12 0.02 0.136 0.17
Siringico 1.33 1.45 1.07 0.940 1.12
1.19 1.22 1.03 0.890 1.08

1.12 1.30 1.02 0.863 1.12

X 1.21 1.32 1.04 0.897 1.10

s 0.11 0.12 0.03 0.039 0.02
Cafeico 0.573 0.562 0.411 0.404 0.416

0.479 0.495 0.407 0.389 0.398
0.509 0.556 0.418 0.305 0.406

X 0.520 0.537 0.412 0.366 0.406

S 0.048 0.037 0.005 0.053 0.009
p-Cumarico 0.714 0.601 0.593 0.510 0.554
0.557 0.535 0.431 0.495 0.550

0.676 0.557 0.428 0.459 0.553

X 0.649 0.564 0.484 0.488 0.552

S 0.081 0.033 0.094 0.026 0.002
Ferulico 2.38 1.56 1.37 1.67 1.47
1.59 1.48 1.33 1.44 1.55

1.92 1.21 1.42 1.50 1.41

X 1.96 1.41 1.37 1.53 1.47

S 0.40 0.18 0.04 0.12 0.07
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Anexo

Tabla 25: Contenidos en Esteres Hidroxicinamicos y Tirosol (mg/L) del
vino Inicial, Sin Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel
a los 27 dias de iniciada la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

t-Caftarico 19.7 18.0 13.8 14.3 14.7
15.8 16.0 12.9 12.7 15.3

15.9 17.7 13.0 12.7 14.5

X 17.1 17.2 13.2 13.2 14.8

S 2.2 1.1 0.5 0.9 0.4
c-Cutarico 10.3 9.04 6.59 7.99 9.24
8.13 7.68 6.13 6.78 7.59

7.92 9.04 6.16 5.43 7.30

X 8.78 8.58 6.29 6.73 8.04

S 1.32 0.78 0.26 1.28 1.05
Tirosol 76.7 79.8 67.1 72.4 70.8
69.2 78.5 62.2 59.6 69.0

73.3 83.6 59.2 58.8 67.6

X 73.0 80.6 62.8 63.6 69.1

S 3.8 2.6 4.0 7.6 1.6
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Anexo

Tabla 26: Contenidos en Derivados del Flavan-3ol (mg/L) del vino Inicial,
Sin Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel a los 27

dias de iniciada la experiencia.

206

(+)-Catequina

X
S

(-)-Epicatequina

X
S

Procianidina B1

X
S

Procianidina B2

X
S

Procianidina B3

X
S

Procianidina B4

=

INICIAL

29.6
27.8
28.0
28.5

1.0

13.6
11.8
12.1
12.5

1.0

14.9
12.2
11.9
13.0

1.6

4.91
3.83
4.69
4.47
0.57

12.4
10.7
10.3
11.1

1.1

6.22
6.05
6.33
6.20
0.14

SINLEV.

26.8
27.1
26.8
26.9

0.2

13.5
12.3
14.0
13.2

0.9

13.3
13.8
13.1
13.4

0.4

6.16
5.41
7.11
6.22
0.85

12.4
11.9
12.9
12.4

0.5

6.38
5.65
6.23
6.08
0.38

1 mm

29.9
28.4
27.0
28.4

1.4

9.10
9.10
8.24
8.81
0.50

13.4
12.5
11.2
12.3

1.1

4.25
4.61
4.88
4.58
0.32

10.8
10.2
9.88
10.2

0.5

5.28
5.11
4.37
4.92
0.48

2 mm

29.2
28.3
28.4
28.6

0.5

8.78
8.64
7.76
8.39
0.55

12.2
11.8
12.4
12.1

0.3

5.26
5.21
4.86
5.11
0.22

11.0
9.17
9.28
9.81
1.03

5.16
4.36
4.73
4.75
0.40

3 mm

28.3
29.6
29.8
29.2

0.8

9.36
8.82
8.97
9.05
0.28

12.5
10.7
13.4
12.2

1.4

5.66
4.91
6.16
5.57
0.63

9.36
11.6
9.07
10.0

1.4

4.73
4.09
5.16
4.66
0.54



Anexo

Tabla 27: Contenidos en Compuestos Desconocidos (mg/L) del vino Ini-
cial, Sin Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel a los
27 dias de iniciada la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

P. Agrupados 5.44 8.81 8.41 8.68 8.25
6.10 9.45 7.99 8.40 8.26

6.39 9.81 8.54 8.09 8.39

X 5.97 9.36 8.31 8.39 8.30

S 0.49 0.51 0.29 0.30 0.08
Pico 1 5.28 5.14 4.28 4.08 3.59
4.25 4.83 3.94 3.69 4.41

4.45 4.26 3.92 3.44 3.54

X 4.66 4.74 4.04 3.73 3.84

S 0.55 0.45 0.20 0.32 0.49
Pico 2 2.29 1.59 1.05 1.29 1.55
1.81 1.64 1.45 1.22 1.15

1.85 1.39 1.47 1.39 1.49

X 1.98 1.54 1.32 1.30 1.40

s 0.27 0.13 0.24 0.08 0.22
Pico 3 3.13 3.20 2.92 2.86 2.88
2.68 2.80 2.89 2.58 2.40

2.54 3.05 2.71 2.47 2.82

X 2.78 3.01 2.84 2.63 2.70

s 0.31 0.20 0.11 0.20 0.26
Pico 4 1.33 0.932 0.619 0.576 0.760
1.27 0.910 0.604 0.703 0.723

1.12 0.880 0.638 0.557 0.693

X 1.24 0.907 0.620 0.612 0.725

S 0.11 0.026 0.017 0.079 0.034
Pico 6 0.818 0.986 0.634 0.761 0.705
1.25 0.836 0.600 0.741 0.669

1.02 0.921 0.611 0.515 0.700

X 1.02 0.914 0.614 0.672 0.691

s 0.22 0.075 0.017 0.136 0.020

207



Anexo

Tabla 27: (Continuacion).
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Pico 7

=

Pico 8

=

Pico 9

X
S

Pico 10

=

Pico A

=

Pico B

=

INICIAL SIN LEV.

0.617
0.614
0.497
0.576
0.068

1.88
1.46
1.39
1.57
0.26

1.38
1.09
1.60
1.35
0.26

1.15
0.938
1.09
1.05
0.11

0.880
0.824
0.977
0.893
0.077

2.53
2.75
2.49
2.59
0.14

0.630
0.540
0.574
0.581
0.045

2.13
1.77
2.33
2.07
0.28

1.79
1.72
1.98
1.83
0.13

0.998
1.03
1.20
1.07
0.11

0.985
0.921
0.894
0.933
0.046

2.38
2.48
2.69
2.51
0.16

1 mm

0.458
0.440
0.451
0.449
0.009

1.39
1.33
1.35
1.35
0.03

1.48
1.40
1.42
1.43
0.04

1.10
1.08
0.884
1.02
0.12

0.946
0.912
0.960
0.939
0.024

2.50
2.31
1.90
2.23
0.31

2 mm

0.415
0.425
0.381
0.406
0.023

1.52
1.25
1.26
1.34
0.15

1.35
1.48
1.58
1.47
0.12

1.07
0.891
0.995
0.985
0.089

0.936

1.03
0.895
0.953
0.069

2.05
2.06
1.98
2.03
0.04

3 mm

0.464
0.480
0.446
0.463
0.017

1.31
1.29
1.40
1.33
0.06

1.29
1.45
1.86
1.53
0.29

0.817
0.985
1.02
0.940
0.108

0.878
0.857
0.861
0.865
0.011

2.29
1.88
2.24
2.13
0.22



Anexo

Tabla 28: Contenidos en Acidos Fenodlicos (mg/L) en el vino Inicial, Sin
Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel, al final de la
experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

Galico 5.33 4.56 4.57 4.41 4.50
4.31 4.13 3.34 4.37 3.75

3.83 4.43 4.39 3.67 4.10

X 4.49 4.37 4.10 4.15 4.11

s 0.77 0.22 0.66 0.42 0.38
Protocatéquico 4.08 5.73 9.53 9.52 9.35
3.00 7.09 10.5 9.32 8.75

2.98 6.50 11.3 8.09 9.00

X 3.35 6.44 10.4 8.97 9.03

S 0.63 0.68 0.89 0.77 0.30
Vanillico 3.00 1.45 2.20 2.10 1.82
2.64 1.22 2.13 1.98 2.03

2.75 1.42 2.08 2.31 1.99

X 2.79 1.36 2.13 2.13 1.94

S 0.18 0.12 0.06 0.17 0.11
Siringico 1.33 1.45 1.14 1.12 1.03
1.19 1.22 0.753 1.27 1.15

1.12 1.30 1.07 1.17 1.27

X 1.21 1.32 0.987 1.18 1.15

s 0.11 0.12 0.206 0.08 0.12
Cafeico 0.573 0.562 0.630 0.677 0.601
0.479 0.495 0.660 0.629 0.620

0.509 0.556 0.705 0.662 0.594

X 0.520 0.537 0.665 0.655 0.605

s 0.048 0.037 0.037 0.024 0.013
p-Cumarico 0.714 0.601 0.688 0.661 0.635

0.557 0.535 0.484 0.654 0.509
0.676 0.557 0.666 0.705 0.562

X 0.649 0.564 0.612 0.673 0.568

S 0.081 0.033 0.111 0.027 0.063
Fertlico 2.38 1.56 1.30 1.20 1.21
1.59 1.48 1.07 1.19 1.06

1.92 1.21 1.26 1.18 1.15

X 1.96 1.41 1.21 1.19 1.14

S 0.40 0.18 0.12 0.01 0.08
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Anexo

Tabla 29: Contenidos en Esteres de Acidos Hidroxicinamicos (mg/L) y
Tirosol (mg/L) del vino Inicial, Sin Levadura y tratado con diferentes tipos
de cuentas de gel, al final de la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

t-Caftarico 19.7 18.0 15.4 14.2 14.9
15.8 16.0 15.1 13.9 12.7

15.9 17.7 14.9 13.8 13.2

X 17.1 17.2 15.1 13.9 13.6

S 2.2 1.1 0.2 0.2 1.2
c-Cutarico 10.3 9.04 7.16 6.53 5.07
8.13 7.68 7.25 6.44 6.91

7.92 9.04 7.71 6.53 6.05

X 8.78 8.58 7.37 6.50 6.01

S 1.32 0.78 0.30 0.05 0.92
Tirosol 76.7 79.8 68.0 77.3 60.6
69.2 78.5 59.1 74.7 50.3

73.3 83.6 69.8 76.2 66.3

X 73.0 80.6 65.6 76.0 59.0

S 3.8 2.6 5.7 1.3 8.1
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Anexo

Tabla 30: Contenidos en Derivados del Flavan-3-ol (mg/L) del vino Ini-
cial, Sin Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel, al fi-
nal de la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

(+)-Catequina 29.6 26.8 27.4 28.4 29.5
27.8 27.1 29.0 29.8 29.6

28.0 26.8 28.9 27.6 27.1

b 28.5 26.9 28.4 28.6 28.7

S 1.0 0.2 0.9 1.1 1.4
(-)-Epicatequina 13.6 13.5 10.1 11.7 11.0
11.8 12.3 10.8 11.4 10.3

12.1 14.0 9.77 10.1 10.9

X 12.5 13.2 10.2 11.1 10.7

S 1.0 0.9 0.5 0.8 0.4
Procianidina B1 14.9 13.3 14.4 12.6 12.9
12.2 13.8 15.5 14.7 15.7

11.9 13.1 14.1 15.1 15.8

b 13.0 13.4 14.6 14.1 14.8

S 1.6 0.4 0.7 1.3 1.6
Procianidina B2 491 6.16 6.15 6.84 S5.74
3.83 5.41 5.84 6.85 5.70

4.69 7.11 6.31 6.52 6.33

X 4.47 6.22 6.10 6.74 5.92

s 0.57 0.85 0.24 0.19 0.35
Procianidina B3 12.4 12.4 10.6 10.5 10.0
10.7 11.9 10.6 10.5 9.53

10.3 12.9 9.90 10.4 9.89

X 11.1 12.4 10.4 10.4 9.80

S 1.1 0.5 0.4 0.1 0.24
Procianidina B4 6.22 6.38 6.90 8.37 7.83
6.05 5.65 7.41 8.17 7.83

6.33 6.23 7.48 7.98 7.42

X 6.20 6.08 7.26 8.17 7.69

S 0.14 0.38 0.32 0.20 0.24
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Anexo

Tabla 31: Contenidos en Compuestos Desconocidos (mg/L) del vino Ini-
cial, Sin Levadura y tratado con diferentes tipos de cuentas de gel, al fi-
nal de la experiencia.

INICIAL SIN LEV. 1 mm 2 mm 3 mm

P. Agrupados 5.44 8.81 9.66 9.62 9.55
6.10 9.45 9.24 9.84 9.88

6.39 9.81 10.9 10.1 9.92

X 5.97 9.36 9.93 9.85 9.78

S 0.49 0.51 0.86 0.24 0.20
Pico 1 5.28 S5.14 5.35 S5.44 5.75
4.25 4.83 5.05 S5.73 5.95

4.45 4.26 4.74 4.82 5.02

X 4.66 4.74 5.04 5.33 5.57

s 0.55 0.45 0.30 0.46 0.49
Pico 2 2.29 1.59 2.81 2.82 2.60
1.81 1.64 3.05 2.78 2.39

1.85 1.39 3.52 2.77 2.95

X 1.98 1.54 3.12 2.79 2.64

S 0.27 0.13 0.36 0.03 0.28
Pico 3 3.13 3.20 3.73 3.74 3.80
2.68 2.80 3.25 3.53 3.39

2.54 3.05 3.79 3.79 3.64

X 2.78 3.01 3.59 3.68 3.61

S 0.31 0.20 0.30 0.14 0.21
Pico 4 1.33 0.932 1.16 1.12 0.910
1.27 0.910 0.995 0.782 0.910

1.12 0.880 0.840 1.05 0.955

X 1.24 0.907 0.998 0.983 0.925

s 0.11 0.026 0.160 0.178 0.026
Pico 6 0.818 0.986 1.04 1.16 1.11
1.25 0.836 1.01 1.15 1.45

1.02 0.921 1.01 1.11 1.35

X 1.02 0.914 1.02 1.14 1.30

s 0.22 0.075 0.02 0.03 0.17
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Anexo

Tabla 31: (Continuacion).

Pico 7

=

Pico 8

=

Pico 9

X
S

Pico 10

=

Pico A

=

Pico B

=

INICIAL SIN LEV.

0.617
0.614
0.497
0.576
0.068

1.88
1.46
1.39
1.57
0.26

1.38
1.09
1.60
1.35
0.26

1.15
0.938
1.09
1.05
0.11

0.880
0.824
0.977
0.893
0.077

2.53
2.75
2.49
2.59
0.14

0.630
0.540
0.574
0.581
0.045

2.13
1.77
2.33
2.07
0.28

1.79
1.72
1.98
1.83
0.13

0.998
1.03
1.20
1.07
0.11

0.985
0.921
0.894
0.933
0.046

2.38
2.48
2.69
2.51
0.16

1 mm

0.489
0.400
0.528
0.472
0.065

2.89
2.75
2.16
2.60
0.39

1.51
1.32
1.84
1.55
0.26

1.42
1.06
1.43
1.30
0.21

0.744

1.02
0.857
0.873
0.138

2.48
2.45
2.55
2.49
0.05

2 mm

0.476
0.436
0.476
0.462
0.023

2.45
2.83
2.01
2.43
0.41

1.35
1.49
1.64
1.49
0.14

1.22
1.43
1.22
1.29
0.12

0.836
0.867
0.919
0.874
0.041

2.45
2.47
2.59
2.50
0.08

3 mm

0.487
0.417
0.347
0.416
0.070

2.35
1.95
2.50
2.26
0.28

1.46
1.52
1.35
1.44
0.09

1.56
1.41
1.16
1.37
0.20

0.985
0.670
0.857
0.837
0.158

2.48
2.05
2.69
2.40
0.33
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Anexo

Tabla 32: Evolucién de los valores de absorbancia a 280 nm en el vino
almacenado durante un ano.

MUESTRAS
Meses Vino Sin Levadura  Cuentas Cuentas Cuentas

Levadura 2g/L 1 mm 2 mm 3 mm

7.19 7.19 7.19 7.19 7.19

7.53 7.53 7.53 7.53 7.53

0 7.24 7.24 7.24 7.24 7.24
7.32 7.32 7.32 7.32 7.32

0.18 0.18 0.18 0.18 0.18

7.06 7.23 6.69 6.60 6.49

7.40 7.75 6.68 6.64 6.49

3 7.41 7.83 6.70 6.71 6.75
7.29 7.60 6.69 6.65 6.57

0.20 0.32 0.01 0.06 0.15

6.63 6.98 6.42 6.35 6.38

6.50 6.64 6.66 6.61 6.69

6 6.79 6.76 6.47 6.56 6.43
6.64 6.79 6.51 6.50 6.50

0.14 0.17 0.13 0.14 0.17

7.56 7.39 6.33 6.73 6.66

7.74 7.93 6.46 6.78 6.62

9 7.49 8.02 6.83 6.75 6.78
7.59 7.78 6.54 6.75 6.68

0.13 0.34 0.26 0.02 0.08

7.82 8.32 7.13 7.61 6.84

7.92 8.36 6.96 7.08 6.90

12 7.90 8.28 6.99 6.91 6.91
7.88 8.32 7.02 7.20 6.88

0.05 0.04 0.09 0.36 0.04
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Anexo

Tabla 33: Evolucién de los valores de absorbancia a 420 nm en el vino
almacenado durante un ano.

MUESTRAS
Meses Vino Sin Levadura  Cuentas Cuentas Cuentas
Levadura 2g/L 1 mm 2 mm 3 mm
0.103 0.103 0.103 0.103 0.103
0.104 0.104 0.104 0.104 0.104
0 0.102 0.102 0.102 0.102 0.102
0.103 0.103 0.103 0.103 0.103
0.134 0.112 0.094 0.099 0.098
0.130 0.117 0.096 0.098 0.103
3 0.128 0.114 0.098 0.098 0.104
0.130 0.114 0.095 0.098 0.101
0.003 0.002 0.002 - 0.003
0.140 0.136 0.100 0.089 0.094
0.144 0.129 0.093 0.097 0.099
6 0.136 0.129 0.092 0.096 0.096
0.140 0.131 0.095 0.094 0.096
0.003 0.004 0.004 0.004 0.002
0.167 0.119 0.094 0.092 0.092
0.170 0.130 0.099 0.096 0.092
9 0.164 0.132 0.095 0.098 0.094
0.167 0.127 0.096 0.095 0.092
0.003 0.006 0.002 0.003 0.001
0.185 0.155 0.101 0.104 0.106
0.185 0.152 0.103 0.106 0.103
12 0.186 0.151 0.105 0.104 0.103
0.185 0.152 0.102 0.104 0.103
- 0.002 0.002 0.001 0.001
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Anexo

Tabla 34: Evolucién de los valores de absorbancia a 520 nm en el vino
almacenado durante un ano.

MUESTRAS
Meses Vino Sin Levadura  Cuentas Cuentas Cuentas

Levadura 2g/L 1 mm 2 mm 3 mm
0.019 0.019 0.019 0.019 0.019
0.020 0.020 0.020 0.020 0.020
0 0.020 0.020 0.020 0.020 0.020
0.019 0.019 0.019 0.019 0.019
0.026 0.017 0.011 0.013 0.012
0.022 0.017 0.012 0.012 0.015
3 0.021 0.015 0.012 0.012 0.014
0.023 0.016 0.011 0.012 0.013
0.002 0.001 - - 0.001
0.037 0.027 0.019 0.014 0.017
0.030 0.023 0.016 0.019 0.020
6 0.033 0.024 0.016 0.016 0.016
0.033 0.024 0.017 0.016 0.017
0.003 0.002 0.001 0.002 0.002
0.036 0.019 0.012 0.014 0.013
0.037 0.021 0.012 0.014 0.012
9 0.035 0.021 0.013 0.016 0.013
0.036 0.020 0.012 0.014 0.012

0.001 0.001 -.- 0.001 -.-
0.045 0.029 0.020 0.017 0.017
0.041 0.028 0.018 0.017 0.017
12 0.041 0.028 0.017 0.018 0.017
0.042 0.028 0.018 0.017 0.017

0.002 -.- 0.001 - -
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Anexo

Tabla 35: Evolucion de los valores de absorbancia para la disolucion mo-
delo de (+)-catequina con y sin levadura.

SEMANAS

0

wWlr = N e = =l =

=

oln = oOn = e = N

=

280 nm

Sin
6.16
5.90
6.00
6.02
0.13
6.36
5.93
6.00
6.10
0.23
6.71
6.52
6.27
6.50
0.22
6.37
6.60
6.37
6.45
0.13

Sin
6.65
6.82
6.53
6.67
0.14
7.01
7.03
6.86
6.97
0.09
6.76
6.80
6.97
6.84
0.11
6.19
6.23
6.20
6.21
0.02

Con
6.31
6.55
6.21
6.36
0.17
6.47
6.30
6.37
6.38
0.08
5.98
6.05
5.98
6.00
0.04
5.92
5.91
5.96
5.93
0.03

Con

6.16
5.90
6.00
6.02
0.13
6.17
5.64
6.23
6.01
0.32
6.68
6.16
5.88
6.24
0.40
6.59
6.26
6.51
6.45
0.17
Con
6.41
6.22
6.35
6.33
0.10
6.74
6.37
6.40
6.50
0.20
6.86
6.80
6.82
6.83
0.03
6.81
6.82
6.95
6.86
0.08

420 nm

Sin
0.019
0.015
0.015
0.016
0.002
0.079
0.075
0.072
0.075
0.003
0.268
0.259
0.265
0.264
0.004
0.454
0.479
0.491
0.474
0.018

Sin
0.690
0.718
0.686
0.698
0.017
0.768
0.805
0.847
0.806
0.039
0.958
0.943
0.993
0.964
0.025
0.934
0.937
0.924
0.931
0.006

Con
0.435
0.462
0.445
0.447
0.013
0.433
0.442
0.466
0.447
0.017
0.475
0.460
0.469
0.468
0.007
0.515
0.547
0.540
0.534
0.016

Con

0.019
0.015
0.015
0.016
0.002
0.059
0.071
0.068
0.066
0.006
0.147
0.142
0.115
0.134
0.017
0.155
0.163
0.184
0.167
0.014
Con
0.215
0.218
0.255
0.229
0.022
0.278
0.274
0.319
0.290
0.024
0.343
0.336
0.398
0.359
0.033
0.394
0.414
0.470
0.426
0.039

520 nm
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.027
0.026
0.026
0.026
0.103
0.096
0.100
0.099
0.003
0.180
0.184
0.192
0.185
0.006
Sin Con
0.285 0.167
0.288 0.177
0.270 0.178
0.281 0.174
0.009 0.006
0.316 0.160
0.356 0.159
0.347 0.166
0.339 0.161
0.020 0.003
0.407 0.148
0.409 0.148
0.410 0.153
0.408 0.149
0.001 0.002
0.352 0.160
0.352 0.165
0.355 0.162
0.353 0.162
0.001 0.002

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.041
0.049
0.043
0.044
0.004
0.094
0.097
0.077
0.089
0.010
0.073
0.083
0.087
0.081
0.007
Con
0.080
0.089
0.100
0.089
0.010
0.095
0.099
0.112
0.102
0.008
0.109
0.115
0.135
0.119
0.013
0.121
0.133
0.150
0.134
0.014
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Anexo

Tabla 36: Evoluciéon de los contenidos en (+)-catequina y Picos Agrupados
(mg/L) con y sin levadura en la disolucion modelo de (+)-catequina me-

didos a 280 nm.

218

SEMANAS

0

Wl = N e % —n =

=

wn = oO» = ulln = N

©n =

Sin
295
284
286
288

5.9
231
235
248
238

8.9
277
260
279
272
10.4
233
226
220
226

6.5

(+)-catequina

Sin
512
507
505
508

3.5
494
489
491
492

2.5
443
405
420
423
19.1
327
326
312
322

8.4

Con
318
335
321
325
9.1
295
307
299
300
6.1
325
330
309
321
11.0
310
279
281
290
17.3

Con

512
507
505
508

3.5
437
433
431
434

3.0
395
398
394
397

2.3
396
386
390
391

5.0
Con
381
395
411
396
15.0
375
385
363
374
11.0
398
380
399
392
10.7
394
415
398
402
11.2

Picos Agrupados

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.655
0.701
0.914
0.756
0.138
9.12
7.88
6.99
8.00
1.07
19.3
19.1
18.6
19.0

0.4

Sin Con
25.3 11.2
29.2 14.1
26.9 13.7
27.1 13.0

1.7 1.6
29.8 12.9
32.1 12.7
30.1 15.4
30.7 13.6

1.2 1.5
27.8 13.5
28.6 16.1
30.1 16.0
28.8 15.2

1.2 1.5
29.9 12.2
26.4 11.8
29.2 11.4
28.5 11.8

1.8 0.4

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.940
0.919
0.880
0.912
0.030
1.12
1.04
1.03
1.06
0.05
Con
3.37
2.41
2.80
2.86
0.48
1.73
1.29
1.48
1.50
0.22
9.90
10.0
10.4
10.1
0.3
12.2
12.7
9.70
11.5
1.6



Anexo

Tabla 37: Evolucion de los contenidos en Picos Agrupados (unidades de
area) con y sin levadura en la disolucion modelo de (+)-catequina medi-

dos a 420 nm.

SEMANAS

0

wWln = N = =l =

=

oln = oOn = uln X A

=

Picos Agrupados

Sin

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

102390
105295
108828
105504
3224

Sin
156770
163887
178542
166400

11101
182632
182318
249420
204790

38651
506378
467710
394483
456190

56830
369619
239232
310273
306375

65280

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
114582
104860
123969
114470

9555
393993
377552
448933
406826

37380
335583
214027
275161
274924
60778

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
322805
322805
334356
326655
6669
164820
100299
128827
131315
32332
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Anexo

Tabla 38: Evoluciéon de los contenidos en Picos Desconocidos (mg/L) con
y sin levadura en la disoluciéon modelo de (+)-catequina medidos a 280

nm.

SEMANAS

220

0

Wl = N e % —n =

=

ww = oOwn = Ul = EN

=

Pico 1

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001

2.30
1.90
2.76
2.32
0.43
4.62
4.36
3.87
4.28
0.38
3.55
3.42
3.76
3.58
0.17

Sin
2.76
2.82
3.20
2.92
0.24
2.05
2.91
2.81
2.59
0.47
2.40
2.68
2.18
2.42
0.25
1.86
1.80
1.77
1.81
0.04

Con
3.09
3.12
3.01
3.07
0.06
2.53
2.84
2.61
2.66
0.16
2.07
2.36
2.29
2.24
0.15
1.46
1.29
1.32
1.35
0.09

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
2.67
2.58
2.90
2.72
0.17
1.98
1.43
1.44
1.62
0.32
1.56
1.46
1.94
1.65
0.26
Con
1.58
1.28
1.73
1.53
0.23
1.17
1.21
1.22
1.20
0.02
1.31
1.21
1.67
1.39
0.24
1.10
1.25
1.18
1.17
0.08

Pico 2
Sin

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

1.30
1.15
0.991
1.15
0.15
1.73
1.43
1.47
1.54
0.16

Sin
1.74
1.80
1.70
1.75
0.05
1.81
2.56
2.40
2.26
0.39
1.72
2.97
2.43
2.37
0.63
1.09
1.09
1.12
1.10
0.02

Con
2.33
2.42
2.09
2.28
0.17
2.16
3.02
2.97
2.72
0.49
2.90
4.47
1.99
3.12
1.25
0.810
0.798
0.819
0.809
0.010

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
1.56
1.55
1.71
1.60
0.09
1.56
1.53
1.39
1.49
0.09
1.60
1.56
1.62
1.59
0.03
Con
1.53
1.32
1.74
1.53
0.21
1.80
2.40
2.17
2.12
0.30
0.791
0.837
0.992
0.873
0.105
0.001
0.001
0.001
0.001

Pico 4
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
3.19
3.32
3.20
3.24
0.07
5.99
5.64
5.12
5.59
0.44
3.36
3.03
3.34
3.24
0.18

Sin Con
2.03 1.93
2.11 2.21
2.24 2.07
2.12 2.07
0.10 0.14
1.75 1.60
2.31 1.72
2.38 1.56
2.15 1.62
0.34 0.09
2.09 0.780
2.04 0.866
2.07 0.865
2.07 0.837
0.02 0.049
1.88 0.001
1.50 0.001
1.70 0.001
1.69 0.001
0.19 -

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
2.78
2.59
3.72
3.03
0.60
2.35
1.84
1.75
1.98
0.32
1.41
1.42
1.63
1.49
0.12
Con
1.55
1.20
1.30
1.35
0.18
0.629
0.726
0.681
0.678
0.048
1.33
1.19
0.725
1.08
0.32
0.001
0.001
0.001
0.001



Anexo

Tabla 38: (Continuacion).

SEMANAS

0

w e X N e = =l =

=

®ln = o\w = e = B

=

Pico 5

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

1.27
1.11
1.09
1.16
0.10
1.70
1.61
1.47
1.59
0.12

Sin
1.80
1.94
1.88
1.87
0.07
1.87
2.06
2.55
2.16
0.35
4.75
5.77
5.91
5.47
0.63
5.57
6.33
6.03
5.97
0.38

Con
1.34
1.50
1.38
1.41
0.08
1.45
1.84
1.88
1.72
0.24
1.56
2.23
4.28
2.69
1.42
1.30
1.19
1.61
1.37
0.22

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
1.77
1.79
2.17
1.91
0.22
3.40
3.94
3.19
3.51
0.38

Pico 6

Sin

0.001
0.001
0.001
0.001

1.30
1.34
1.60
1.41
0.16
2.39
2.40
2.37
2.39
0.02
3.80
3.63
3.03
3.49
0.40

Sin
2.08
2.37
2.52
2.32
0.22
2.36
2.96
2.77
2.70
0.31
4.15
4.76
4.72
4.54
0.34
4.12
3.70
3.24
3.69
0.44

Con
2.56
2.83
2.95
2.78
0.20
2.95
3.22
3.81
3.33
0.44
4.79
5.49
5.15
5.14
0.35
3.50
3.42
3.35
3.42
0.08

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
1.08
1.01
1.35
1.14
0.18

Con
1.71
1.41
1.50
1.54
0.15
1.85
1.93
2.14
1.97
0.15
3.04
2.97
3.71
3.24
0.41
3.32
3.56
3.40
3.43
0.12

Pico 7

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

1.32
1.27
1.01
1.20
0.17
1.88
1.73
1.75
1.78
0.08

Sin
2.18
2.20
1.98
2.12
0.12
2.30
2.65
2.42
2.46
0.18
3.65
3.68
3.83
3.72
0.09
4.83
4.20
3.59
4.21
0.62

Con
1.67
1.77
1.50
1.65
0.14
1.47
1.79
1.36
1.54
0.22
1.95
2.72
1.89
2.19
0.46
1.07
1.02
0.891
0.992
0.091

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.619
0.653
0.630
0.634
0.017

1.06

1.01

1.30

1.12

0.16

1.64

1.75

1.70

1.70

0.06
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Anexo

Tabla 38: (Continuacion).

222

SEMANAS

0

w e X N e = =l =

=

®ln = oOw = ulle = B

=

Pico 8
Sin

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

Sin
2.50
3.51
4.26
3.43
0.88
3.41
4.54
3.96
3.97
0.57
8.91
9.64
10.3
9.61
0.69
3.80
3.09
4.58
3.82
0.74

2.07
3.60
2.24
2.64
0.84
Con
1.68
3.57
2.99
2.75
0.97
3.08
4.13
3.21
3.47
0.58
6.48
7.44
6.88
6.94
0.48
2.39
1.69
2.40
2.16
0.41

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001

1.28
1.59
1.52
1.46
0.16
2.98
2.97
4.04
3.33
0.62
3.78
4.13
3.85
3.92
0.18

Sin

Pico 9

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001

1.13
1.36
1.19
1.23
0.12
1.79
1.45
1.04
1.43
0.38
1.20
1.30
1.41
1.30
0.11

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.763

1.82
1.77
1.45
0.60
0.001
0.001
0.001
0.001

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001

1.52
1.14
1.35
1.34
0.19
1.66
1.93
1.79
1.79
0.14
1.40
1.63
1.52
1.52
0.11



Anexo

Tabla 39: Evolucion de los valores de absorbancia para la disolucion mo-
delo de (-)-epicatequina con y sin levadura.

SEMANAS

0

wWlr = N e = =l =

=

oln = oOn = e = N

=

280 nm

Sin
6.07
6.17
6.09
6.11
0.05
5.43
5.46
5.47
5.45
0.02
6.40
6.56
6.65
6.54
0.13
6.26
6.65
6.73
6.55
0.25

Sin
6.76
6.94
6.83
6.84
0.09
6.16
6.69
6.98
6.61
0.42
6.96
6.83
7.19
6.99
0.18
5.90
6.25
6.19
6.11
0.19

Con
5.90
6.54
6.62
6.35
0.39
6.00
6.73
6.42
6.38
0.37
6.51
6.55
6.57
6.54
0.03
6.23
6.22
6.28
6.24
0.03

Con

6.15
6.15
6.15
6.15
6.26
6.39
6.33
6.33
0.06
6.67
6.57
6.73
6.66
0.08
6.37
6.19
6.42
6.33
0.12
Con
6.27
6.43
6.31
6.34
0.08
6.37
6.57
6.54
6.49
0.11
6.54
6.81
6.79
6.71
0.15
6.59
6.53
6.54
6.55
0.03

420 nm

Sin
0.010
0.010
0.009
0.009

0.068
0.077
0.064
0.069
0.006
0.208
0.251
0.246
0.235
0.023
0.420
0.485
0.489
0.464
0.038

Sin
0.657
0.732
0.752
0.713
0.050
0.945
0.922
0.991
0.953
0.035

1.17

1.17

1.21

1.18
0.023

1.20

1.16

1.21

1.19
0.026

Con
0.519
0.515
0.524
0.519
0.004
0.582
0.657
0.639
0.625
0.039
0.688
0.674
0.686
0.682
0.007
0.751
0.751
0.773
0.758
0.012

Con

0.015
0.018
0.013
0.015
0.002
0.044
0.044
0.039
0.042
0.002
0.090
0.103
0.121
0.104
0.015
0.162
0.168
0.168
0.166
0.003
Con
0.235
0.237
0.24
0.237
0.002
0.306
0.322
0.330
0.319
0.012
0.381
0.406
0.410
0.399
0.015
0.490
0.531
0.547
0.522
0.029

520 nm
Sin
0.002
0.003
0.001
0.002
0.019
0.020
0.018
0.018
0.001
0.049
0.059
0.058
0.055
0.005
0.102
0.112
0.113
0.109
0.006
Sin Con
0.154 0.138
0.167 0.138
0.173 0.139
0.164 0.138
0.009 -.-
0.208 0.170
0.206 0.176
0.232 0.164
0.215 0.170
0.014 0.006
0.258 0.155
0.242 0.158
0.265 0.156
0.255 0.156
0.011 0.001
0.236 0.168
0.253 0.163
0.262 0.162
0.250 0.164
0.013 0.003

Con

0.004
0.004
0.004
0.003
0.025
0.024
0.021
0.023
0.002
0.033
0.036
0.038
0.035
0.002
0.042
0.043
0.041
0.042
0.001
Con
0.054
0.048
0.047
0.049
0.003
0.066
0.067
0.068
0.067
0.078
0.082
0.083
0.081
0.002
0.101
0.112
0.111
0.108
0.006
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Anexo

Tabla 40: Evolucion de los contenidos en (-)-epicatequina y Picos Agru-
pados (mg/L) con y sin levadura en la disolucion modelo de (-)-

epicatequina medidos a 280 nm.
(+)-catequina

224

SEMANAS

0

Wl = N e % —n =

=

wn = oO» = ulln = N

=

Sin
275
279
278
277
2.1
227
227
230
228

1.7
148
138
146
144

5.3
201
196
200
197

2.6

Sin
498
502
503
501
2.6
472
470
486
476
8.7
434
418
426
426
8.0
330
280
322
311
26.8

Con
351
362
356
356
5.4
353
338
324
338
14.7
354
326
320
333
18.1
314
314
315
314
0.6

Con

498
502
503
501
2.6
479
470
475
475
4.5
463
451
485
466
17.2
450
463
463
459
7.5
Con
456
442
435
444
10.7
432
427
430
430
2.4
410
413
411
411
1.5
373
349
362
361
12.0

Picos Agrupados

Sin

0.001
0.001
0.001
0.001

Sin

13.8
15.4
17.1
15.4

1.7
22.7
27.2
27.2
25.7

2.6
24.7
27.4
29.5
27.2

2.4
32.7
38.8
45.6
39.0

6.5

1.80
1.86
1.72
1.79
0.07
6.98
10.3
9.48
8.92
1.73
9.03
9.39
9.75
9.39
0.36

Con
11.4
10.1
12.7
11.4

1.3
14.1
14.7
13.6
14.1

0.5
19.9
18.7
18.5
19.0

0.7
22.6
23.1
22.8
22.8
0.28

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
1.30
1.18
1.37
1.28
0.09
1.05
0.990
1.04
1.02
0.03
Con
5.64
5.19
4.74
5.19
0.44
6.83
7.23
7.64
7.23
0.40
8.68
8.69
9.25
8.87
0.32
12.7
9.20
11.0
11.0
1.8



Anexo

Tabla 41: Evolucion de los contenidos en Picos Agrupados (unidades de
area) con y sin levadura en la disolucion modelo de (-)-epicatequina me-

didos a 420 nm.

SEMANAS

0

wWln = N = =l =

=

oln = oOn = uln X A

=

Picos Agrupados

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Sin Con
565830 348192
436963 338589
646932 358574
549918 348452
86443 8161
840694 439735
869609 407912
855151 471558
855151 439735
14457 31826
660236 382640
632490 363327
687983 392647
660236 379538
27746 12169
1638571 621877
1478436 608291
1558503 594705
1558503 608291
80067 13586

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Con
0.001
0.001
0.001
0.001
346928
381915
364421
364421
17493
303826
331465
323462
319884
11612
337828
351539
344682
344682
6857
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Anexo

Tabla 42: Evolucion de los contenidos en Picos Desconocidos (mg/L) con
y sin levadura en la disolucion modelo de (-)-epicatequina medidos a 280

nm.

SEMANAS

226

0

Wl = N e % —n =

=

ww = oOwn = Ul = EN

=

Pico 1
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
1.80
1.93
1.65
1.79
0.14
3.53
3.70
3.99
3.74
0.23
1.75
1.61
1.68
1.68
0.07

Sin Con
2.55 1.45
2.43 1.37
2.67 1.85
2.55 1.56
0.12 0.26
2.61 1.61
2.95 1.38
3.07 1.57
2.88 1.52
0.24 0.12
1.01 1.26
1.27 1.36
1.26 1.46
1.18 1.36
0.14 0.10
1.64 1.50
1.45 1.40
1.54 1.49
1.54 1.46
0.09 0.05

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
1.25
1.16
1.60
1.34
0.23
1.41
1.67
1.64
1.57
0.14

Con
1.48
1.31
1.28
1.36
0.10
1.26
1.29
1.36
1.30
0.05
1.46
1.62
1.30
1.46
0.16
1.00
0.868
0.732
0.867
0.135

Pico 2
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
3.25
3.12
2.93
3.10
0.16
2.28
2.69
3.09
2.69
0.40

Sin Con
2.38 2.26
3.27 2.25
2.41 2.79
2.69 2.43
0.50 0.31
6.27 5.48
5.65 4.96
5.71 5.69
5.88 5.37
0.34 0.38
2.27 5.93
2.49 4.13
2.58 5.02
2.45 5.02
0.16 0.90
3.80 6.08
3.83 6.21
4.14 6.38
3.92 6.23
0.19 0.15

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
3.25
3.17
3.19
3.21
0.04
Con
3.01
2.94
2.73
2.89
0.14
4.75
4.73
4.72
4.73
0.02
4.64
5.46
5.21
5.10
0.42
4.23
3.02
3.63
3.63
0.60

Pico 4
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Sin Con
1.93 1.22
1.65 1.29
2.20 1.36
1.93 1.29
0.27 0.07
1.91 1.74
2.13 1.76
2.22 1.96
2.09 1.82
0.16 0.12
1.56 2.18
1.67 2.26
1.44 2.35
1.56 2.26
0.11 0.09
1.64 2.94
1.72 3.26
1.98 2.67
1.78 2.96
0.18 0.29

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.853
0.853
0.815
0.840
0.021
0.580
0.646
0.612
0.612
0.033

1.50

1.54

1.47

1.50

0.03
0.925
0.975
0.876
0.925
0.049



Anexo

Tabla 42: (Continuacion).

SEMANAS

0

w e X N e = =l =

=

®ln = oOw = ulle = B

=

Pico 5
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Sin Con
1.20 0.001
1.01 0.001
1.39 0.001
1.20 0.001
0.18 -.-
1.53 1.61
1.84 1.69
1.93 1.53
1.77 1.61
0.21 0.08
0.619 1.54
0.775 1.54
0.830 1.54
0.741 1.54
0.109 -.-
1.79 2.04
1.93 2.22
2.52 2.59
2.08 2.29
0.38 0.28

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.730
0.685
0.776
0.730
0.045

1.47

1.28

1.10

1.28

0.18

Sin

Pico 6

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

0.001
0.001
0.001
0.001

Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

1.10

1.07

1.30

1.16

0.12

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

1.13

1.27

1.26

1.22

0.08

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
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Anexo

Tabla 43: Evolucion de los contenidos en Picos Desconocidos (unidades
de area) con y sin levadura en la disolucion modelo de (-)-epicatequina
medidos a 420 nm.

228

SEMANAS

0

Wl = N e % —n =

=

wn = oO» = ulln = N

©n =

Pico 2
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Sin Con
138473 0.001
140274 0.001
136712 0.001
138486 0.001
1454 --
144731 148066
168909 157872
181056 152969
164899 152969
15098 4903
108235 206422
110936 225548
109347 244674
109506 225548
1108 19126
236455 278910
232579 313185
240332 362372
236456 318156
3876.5 34254

Con

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

114328
137663
103858
118616

14130

Pico 4
Sin
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
Sin Con
125207 0.001
128210 0.001
126103 0.001
126506 0.001
1259 -.-
120358 112121
106619 120223
115592 129482
114190 120609
5696 7093
127049
101597
140855
123167
16260
108855 108871
105554 136249
107204 122560
107204 122560
1650 13689

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

Con
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
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