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JUSTIFICACION Y
OBJETIVOS

En la andaluza Denominacién de Origen Protegida Montilla-Moriles se
elabora vino dulce a partir de mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas. La
deshidrataciéon de las uvas al sol dura entre 7 y 10 dias y el mosto que se
obtiene de su prensado, con un contenido en azucar en torno a los 450 g/L, se
alcoholiza hasta aproximadamente un 8% (v/v) de etanol. El objetivo de este
encabezado es impedir la fermentacién ya que la elevada concentraciéon de
azlcares ocasiona numerosos inconvenientes asociados al estrés osmotico al
que se encuentran sometidas las levaduras. Las dificultades mas frecuentes son
i) problemas en el arranque de la fermentacién por la baja velocidad de
crecimiento de las levaduras, ii) paradas de fermentacién por muerte celular
aumentando el riesgo de contaminacién microbiana vy iii) complicaciones a la
hora de detener la fermentacién en el momento deseado. Para elaborar el
Pedro Ximénez, ya sea de Afiada o de Solera, se vuelve a encabezar el vino base
o el vino sometido a crianza oxidativa, respectivamente, hasta 15% (v/v) de

etanol.

Este proceder tan especial es producto de una gran tradicién y esta tan
arraigado a la zona que nadie ha concebido cambiarlo. Es por ello que en la
presente Tesis Doctoral se realiza un estudio de esta particular forma de
elaboracidn con el propdsito de plantear posibles mejoras e innovaciones, tanto

en las materias primas utilizadas como en las practicas enoldgicas empleadas.

Asi, en términos generales, se plantean tres objetivos:



Justificacién y objetivos

1. Caracterizar el proceso de pasificacion de la uva Pedro Ximénez, en base
a los parametros enoldgicos y a los compuestos volatiles del aroma, para
poder establecer el tiempo 6ptimo de secado de la uva.

2. Caracterizar el proceso de pasificacién de la uva Pedro Ximénez, en base
a los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante, para poner de
manifiesto el potencial beneficio para la salud que presentan los vinos

dulces Pedro Ximénez.

3. Estudiar la viabilidad de elaborar vino dulce con uvas Tempranillo
pasificadas por el método tradicional, comenzando por la
caracterizacion de la pasificacién a nivel enoldgico, aromatico, fenélico
y antoxidante, y terminando por el encabezado del mosto. En este
punto se propone ademas fermentar parcialmente los mostos utilizando
levaduras seleccionadas por su resistencia a elevadas concentraciones de
azucar y su gran capacidad de producir etanol, para estudiar el impacto
de la fermentacién en los compuestos del aroma y en las caracteristicas

organolépticas de los vinos obtenidos.

Se piensa que los resultados derivados de esta investigacién pueden
ayudar a comprender el comportamiento de Pedro Ximénez durante su
pasificacién, ofreciendo con ello un conocimiento muy util a los
vitivinicultores de la zona. Es evidente que podrian resolver al fin el problema
de la fermentaciéon de estos mostos tan azucarados, aunque lo que aqui se
propone es la posibilidad de obtener un nuevo tipo de vino dulce elaborado por
fermentacién parcial de la variedad Tempranillo pasificada, sin relevar en

ningun caso el método de elaboracién tradicional.



PRESENTACION

Esta Tesis Doctoral se presenta como compendio de articulos cientificos.
No obstante, con el objeto de clarificar los contenidos me ha parecido
conveniente hacer un breve resumen con los resultados mas relevantes de cada

publicacién.

Para ello he optado por dividir la Tesis en tres capitulos. En el capitulo
1, “Caracterizacion enoldgica y volatil de las uvas durante su pasificacion”, se
ha realizado un seguimiento de la pasificacién de la variedad blanca Pedro
Ximénez a través de las variables enoldgicas y los compuestos volatiles del
aroma. Estos mismos factores se han estudiado durante la pasificaciéon de la
variedad tinta Tempranillo con el objetivo de evaluar su idoneidad para ser
pasificada siguiendo el método tradicional de la Denominacién de Origen

Protegida Montilla-Moriles.

En el capitulo 2, “Caracterizacién fenoélica y antioxidante de las uvas
durante su pasificaciéon”, se ha analizado el contenido en compuestos fendlicos
y se han realizado diversos ensayos in vitro e in vivo para evaluar el potencial

antioxidante de las uvas pasificadas.

En el capitulo 3, “Elaboraciéon de vinos dulces de uvas Tempranillo
pasificadas”, se ha querido valorar la aptitud de la variedad Tempranillo
pasificada para obtener vinos dulces tanto por el método tradicional de la
D.O.P. Montilla-Moriles, como por la fermentacién parcial de los mostos con

la flora autéctona o con levaduras seleccionadas.

Cada capitulo se divide en una serie de apartados en los que se indican

la hipétesis de partida, los objetivos perseguidos, un esquema con la



Presentacion

metodologia basica, los articulos publicados y pendientes de publicacién de los
que se derivan los resultados expuestos y las conclusiones obtenidas. Ademas,
se describe la contribucién de estas ultimas a la industria vitivinicola, asi como

las perspectivas de futuras investigaciones derivadas de esta Tesis Doctoral.



RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se estudian la pasificacién de las variedades Pedro
Ximénez (blanca) y Tempranillo (tinta), y la obtencién de vinos dulces de uvas

Tempranillo pasificadas.

Durante la pasificacién aumentan en ambas variedades el pH, la acidez
titulable y la acidez volatil, ademads del contenido en azucares. El andlisis de los
compuestos del aroma pone de manifiesto que a medida que avanza la
pasificaciéon disminuye el contenido en compuestos con aroma herbaceo,
mientras que aumentan los volatiles con descriptores asociados a la fruta
madura. En el caso particular de la variedad Tempranillo, también aumentan
los aromas relacionados con la hierba seca y las especias. La composicion volatil
de los mostos se ha relacionado con la respuesta emitida por la nariz
electrénica, reveldndose esta ultima como herramienta de andlisis rdpida y
sencilla para decidir el punto éptimo de pasificacién en funcién del contenido
en compuestos del aroma de la uva. El conjunto de los resultados expone que
parece existir un éptimo de pasificacion que se alcanza cuando el porcentaje de

deshidratacion de la uva es aproximadamente del 25%.

Por su parte, la composiciéon fenélica y la actividad antioxidante de
mostos aumentan en ambas variedades con la pasificaciéon, mientras que
disminuyen en los extractos de hollejos. Los valores de estas dos variables son
claramente superiores en Tempranillo. El analisis de las fracciones fenoélicas de
mostos y hollejos indica que en la variedad Tempranillo son los antocianos los
que mds contribuyen a la actividad antioxidante. En la variedad Pedro

Ximénez la fraccién mas influyente varia durante la pasificacion, siendo al final



Resumen

de la misma la correspondiente a las procianidinas poliméricas. Los ensayos in
vitro con la variedad Pedro Ximénez han demostrado que tanto los mostos
como sus extractos fendlicos protegen al ADN, a lipidos, a aztcares y a
proteinas de la oxidacién provocada por distintos radicales libres. Los ensayos
de actividad antioxidante 7z vivo manifiestan que la incubacién de las células
de levadura con los mostos de uvas Pedro Ximénez y Tempranillo pasificadas,
les confiere un claro efecto protector frente al estrés oxidativo. Este efecto
aumenta con el grado de pasificacién. Los extractos de hollejos de la variedad

Tempranillo se han mostrado mas efectivos que los mostos en esta proteccion.

Por ultimo, al evaluar la composicién volatil de los vinos obtenidos a
partir de mostos de uvas Tempranillo pasificadas por el método tradicional y
por fermentacién parcial, se observa que el contenido en compuestos volatiles
es mayor en estos ultimos. Los vinos mejor valorados organolépticamente han

sido los fermentados parcialmente con levaduras seleccionadas.



INTRODUCCION

La deshidratacién de uvas de vinificacién por exposicién directa al sol o
pasificacion, tiene como objetivo aumentar la concentraciéon de azucar para
elaborar vino dulce. Esta pasificacién requiere un clima caluroso o semidrido
como el que caracteriza a los paises del area mediterranea Grecia, Chipre,
Italia, Turquia y Espafia (Franco et al., 2004). Este hecho no impide que otras
regiones elaboren vinos dulces a partir de otros métodos, todos encaminados a
aumentar el contenido en aztcares de los mostos. Asi, en Francia y Hungria se
benefician el desarrollo en forma noble del hongo Botrytis cinerea, en
Alemania, Austria y Canadd se aprovechan de la congelacién de la uva y en

Alsacia y algunas regiones de Espafia practican una vendimia tardia.

En Espafa solamente tres zonas vitivinicolas practican la pasificacion,

Montilla-Moriles, Malaga y Jerez, siendo la primera de ellas la de mayor
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produccién de este tipo de vino dulce por sus ideales condiciones tanto para el
cultivo de la uva empleada, la variedad blanca Pedro Ximénez, como para su

pasificacion (Lépez et al., 1992).

LOCALIZACION GEOGRAFICA DE LA D.O.P. MONTILLA-MORILES

La zona Montilla-Moriles posee la indicacién de Denominacién de
Origen Protegida y se extiende por buena parte del sur de la provincia de
Cérdoba, entre los paralelos 37°11° y 37°40’, a una altitud que varia entre 125y
600 metros sobre el nivel del mar, en el area de la campina del Valle del
Guadalquivir. Abarca 10.082 hectdreas de superficie de vifiedo plantado y
7.520 hectareas de vifias en producciéon. Ademds, cuenta con 170 bodegas
productoras. La orografia se caracteriza por terrenos ondulados poco
montafiosos con pendientes suaves. Los rios Genil y Guadajoz limitan sus
fronteras oriental y occidental, en tanto que el Guadalquivir, al Norte, y las

Sierras de la Subbética, al sur, delimitan su contorno.

La zona de produccidén de los vinos protegidos por la Denominacién de
Origen Montilla-Moriles esta constituida por los terrenos ubicados en los
términos municipales de Montilla, Moriles, Dofia Mencia, Montalban,
Monturque, Nueva Carteya y Puente Genil en su totalidad, y en parte los de
Aguilar de la Frontera, Baena, Cabra, Castro del Rio, Espejo, Fernan-Nufiez, La
Rambla, Lucena, Montemayor y Santaella. Dentro de la zona de produccién se
distingue la subzona de calidad superior con 2.680 hectdreas, constituida por
terrenos delimitados y seleccionados por sus especiales cualidades edafolégicas:
son los “alberos” de la Sierra de Montilla, formados en el Creticeo, y de Los
Moriles Altos, procedentes del Oligoceno. La zona de elaboracién es la misma
que la de produccién y la zona de crianza incluye la zona de produccién y

parte de Cordoba capital.
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Zona de produccion

Zona de calidad superior: Montilla Albero o Sierra de Montilla

CARACTERISTICAS EDAFOCLIMATICAS DE LA D.O.P. MONTILLA-MORILES

Zona de calidad superior: Moriles Albero o Moriles Alto

Las albarizas son suelos ricos en carbonato célcico, con suelo y subsuelo
formados por margas blandas, pobres en materia organica natural, poco fértiles,
de composiciéon mineralégica simple, practicamente caliza y silice, con
estructura hojaldrada o grumosa, con escasa proporcién de cloruros y sulfatos y
cuyo subsuelo tiene un alto poder retentivo de la humedad que oscila alrededor
del 30%. Los alberos de primera calidad son capaces de retener hasta el 33% de
su peso en agua, humedad que iran cediendo lentamente a la cepa durante el
largo, seco y caluroso verano cordobés. Asi, las tierras ideales para obtener
vinos de calidad, especialmente los tradicionales finos cordobeses, son aquellas

cuyos suelo y subsuelo son calizos. A partir de los setenta centimetros de
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profundidad el contenido en carbonato cdlcico debe ser, al menos, del 40% e
irda en aumento al ahondar, hasta sobrepasar el 50% e, incluso, el 60%. El suelo
de color mds o menos blanquecino es, por lo expuesto, suelo de primera calidad
para la vid. En segundo lugar se situan aquellos de tonos mads oscuros que

cubren subsuelos ricos en carbonato de cal.

Menos adecuados para la obtenciéon de racimos de primera calidad,
aunque muy aptos para la elaboracién de otros tipos de vinos, son los
denominados Ruedos. La composicién de los Ruedos va de calizo arcilloso a
arcilloso calizo, en funciéon de la proporciéon de cada uno de estos dos
elementos. La realidad es que dentro de los pagos clasificados como Ruedos, se

pueden encontrar desde excelentes alberos a tierras franco-arcillosas.

En el marco de Montilla-Moriles se encuentran también terrenos con
alto contenido en silice en los términos municipales de Montemayor y Puente
Genil, en los que se cultiva la variedad Pedro Ximénez. Provoca este mineral
una intensa refraccién de la luz que adelanta en varios dias la madurez de la
uva con respecto al resto de la zona, proporcionando mostos, a finales de

agosto, con una riqueza en azucares en torno a los 240-250 gramos por litro.
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Estas uvas se dedican, a la pasificacién para elaborar después el singular vino

dulce denominado Pedro Ximénez.

Es conveniente plantar en ladera y, a ser posible, con orientacién sur. La
pendiente va a permitir un drenaje natural del agua sobrante, ademas de
aumentar la longevidad del vifiedo y mejorar la calidad de la uva. La correcta

orientacién conseguird, ademas, la mejor maduracion del fruto.

El clima que encontramos en el drea de la D.O.P. Montilla-Moriles se
clasifica en general como semi-continental mediterrdneo, con veranos calidos,
largos y secos e inviernos cortos y relativamente suaves. En esta zona central
de Andalucia se registran las temperaturas mas elevadas en los meses de julio y
agosto de toda la peninsula ibérica, con maximas histdricas que superan los
46 °C. Las horas de sol efectivo se sitian en torno a las 3.000 por afio. La
pluviometria anual oscila entre 500 y 1.000 mm, caracterizada por su

irregularidad tanto en el reparto anual como interanual.

Desde el punto de vista viticola el clima de Montilla-Moriles se clasifica
entre los mas cadlidos del mundo, con escasas precipitaciones y una elevada

insolacion, lo que incide en el desarrollo de la vid y en su ciclo fenoldgico, en

11
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la rdpida maduracién del fruto que marca su composicién y las caracteristicas
de todos los vinos resultantes, e indirectamente en la fermentacién y crianza de

los vinos.

El efecto directo de esta climatologia tan severa durante la maduracidn,
asi como su influencia a través de las caracteristicas de los suelos, es
determinante para poder obtener los vinos de la D.O.P. con sus
particularidades especificas, marcando tanto el estilo de los vinos blancos
jovenes o con envejecimiento, como de los vinos generosos con su elevada

graduacion alcohélica natural y de los vinos dulces a partir del asoleo.

La elaboracién de los vinos dulces protegidos por la D.O.P. Montilla-
Moriles se realiza principalmente con la variedad Pedro Ximénez. Otras
variedades autorizadas procedentes del area de produccién son Airén, Baladi,
Verdejo, Moscatel de grano menudo, Moscatel de Alejandria, Torrontés,

Chardonnay, Sauvignon Blanc y Macabeo.

La variedad Pedro Ximénez es considerada como principal y ocupa

practicamente el 75% de la superficie viticola de la
D.O.P. Es autdctona de la zona y su origen es
controvertido. La versién mds divulgada es la de Pero

Ximén, soldado de los tercios de Flandes que la trajo

en su zurrdn desde el vitifero valle del Rhin, adonde

cuentan que habia llegado desde las islas Madeira y a éstas desde Grecia. Tres
ciudades, al menos, se discuten la cuna del guerrero viticultor: Montilla,

Madlaga y Villanueva del Ariscal (Sevilla).
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FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias | Alamis, Alamis de Totana, Pedro o Pero Ximénez, Pedro
o Pero Jiménez y Pero Ximén.

Cepa | Porte de la vegetacion rastrero y tronco vigoroso.

Hoja | Tamaio entre mediano y grande, forma pentdgona, senos
laterales profundos, haz verde fuerte con poco brillo y
envés acerado.

Racimo | Tamafio mediano, compacidad media, forma cdnica larga,
alado.

Baya | Tamafio mediano, forma eliptica corta y color amarillo
verdoso. Piel fina y pulpa blanda.

Periodo vegetativo | Brotacién media y madurez media-temprana.
Rendimiento | 3,5 a 4 kg/cepa.
Vulnerabilidad | Sensible a mildiu y Botrytis y medianamente al oidio.

Otros datos | Altamente resistente a la sequia. Fructifica correctamente

con podas muy cortas ya que la yema ciega es fértil.

La variedad Airén es la uva blanca mais
cultivada en Espafia y una de las mas antiguas. Como
el resto de las variedades autorizadas, se ha utilizado

desde antiguo en el Marco para reducir el porcentaje

glucométrico de los mostos de Pedro Ximénez que, a

finales de la vendimia, llegan a alcanzar cotas tan altas que hacen dificil el
trabajo de las levaduras. Aporta escasos aromas a fruta verde y flores amarillas

y su acidez es moderada.
FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias | Aidén (Albacete), Lairén (Cordoba), Manchega
(Albacete), Valdepeiiera y Valdepeiia (Ciudad Real).

Cepa | Porte muy rastrero y tronco vigoroso.
Hoja | Tamafio mediano, forma pentagonal, senos laterales
inferiores menos marcados que los superiores, haz color
verde oscuro sin brillo y superficie lisa, envés arafoso.
Racimo | Tamaiio grande, suelto, forma de dos tipos: cilindrica y
conica larga.
Baya | Tamafio mediano, forma esférica y color amarillento.
Hollejo de color verde amarillo, con pruina, de
consistencia media. Pulpa no coloreada y blanda.
Periodo vegetativo | Brotacién temprana.
Rendimiento | 4,5 a 6 kg/cepa.
Vulnerabilidad | Sensible al mildiu y Botrytis y medianamente al oidio.

Otros datos | Muy resistente a la sequia. Fructifica correctamente con

podas muy cortas ya que la yema ciega es fértil.

13
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La variedad Baladi admite bien la pasificacion,
por lo que también se usa para elaborar vinos dulces
mezclada con Pedro Ximénez. Sin pasificar se trata de
una variedad neutra que proporciona vinos poco

aromaticos, por lo que se usa habitualmente para

mezcla en finos o blancos jévenes. Posee buen poder alcohdlico, con acidez

mads bien baja, pero no tiene gran longevidad. Debido a sus racimos grandes y

sueltos en ocasiones se usa para uva de mesa.

FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias

Cepa
Hoja

Racimo

Baya

Periodo vegetativo

Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

Otra de las variedades autorizadas es la
Verdejo. Su introduccién en Espafia se debi6 a los
mozarabes, que en el siglo XI, reinando Alfonso VI,
vinieron a repoblar la cuenca del Duero, junto con

cantabros y vascones. Parece ser que los mozarabes

Amor Blanco, Aujubi, Baboso Blanco, Bastardo Blanco,
Calagraiio, Jaén, Jaén Blanco y Valadi.

Porte rastrero y tronco vigoroso.

Tamafo grande, forma pentagonal, poco lobulada, haz
color verde oscuro sin brillo y superficie lisa, envés
arafioso.

Tamano grande, compacto, forma piramidal.

Tamano grande, forma esférica ligeramente alargada y
color amarillento. Hollejo de color verde amarillo. Pulpa
no coloreada y blanda.

Brotacién y maduracién tempranas.

3 a5 kg/cepa.

Sensible al oidio, a los dcaros y al corrimiento.

Necesita mucho sol aunque soporta bien los cambios de
temperatura. Prefiere terrenos que drenen bien, sueltos,
aireados y arenosos. Admite podas cortas.

trajeron el Verdejo del norte de Africa. Proporciona vinos moderadamente

alcohodlicos, de acidez media-alta, y elevada relacién 4cido tartarico/acido

malico. Los vinos son estructurados y glicéricos, suaves, sabrosos y retrogusto

amargo persistente .

14
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FICHA AMPELOGRAFICA
Sinonimias | Verdeja, Verdejo/a Blanco/a, Verdéelo, Gouveio.
Cepa | Porte de la vegetacién semirrastrero. Tronco vigoroso.
Hoja | Tamafo pequeiio, pentagonal y orbicular, poco lobulada,
haz verde intenso.
Racimo | Tamafio pequefio, compacto y piramidal. Peddnculo
muy corto y duro.
Baya | Tamafio pequefio-mediano, forma eliptica, color verde

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

intenso plomizo, piel gruesa.

Brotacién media, madurez media-tardia.

4 a 6 kg/cepa.

Muy sensible al oidio y sensible a las polillas del racimo.

Mejor fertilidad con podas largas. Tolera bien la sequia
moderada y se adapta a suelos poco fértiles y pedregosos.

La variedad Moscatel de Grano Menudo es la
segunda mas cultivada en la D.O.P. Montilla-Moriles
seguida por la de Alejandria. Estd considerada una de
las mds antiguas. Los ampeldgrafos la han identificado

con la uva Anathelicon moschaton, que usaron los

griegos. Fue probablemente introducida primero en Francia por los griegos a

través del puerto comercial de Marsella, y mds tarde se extendié por la regién

romana de la Narbonense en la conquista de la Galia. Esta variedad se

caracteriza por sus aromas tipicos a piel de naranja, melocotén, fruta tropical,

florales y jengibre.

FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias

Cepa
Hoja

Racimo

Baya

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad

Otros datos

Moscatel de grano pequeilo, comun, castellano, fino,
morisco, gallego, Muscat de Frontignan, Moscato.

Porte de la vegetacién semirrastrero.

Tamafo medio, pentagonal, seno peciolar en v cerrado,
haz verde intenso.

Cilindrico, compacto, a veces deforme.

Tamafo pequeiio-mediano, cilindrica, de color amarillo
caoba con pecas, hollejo fino.

Brotacién y maduracién tempranas.
5 a 6,5 kg/cepa.

Sensible al entrenudo corto, oidio, mildiu, prodredumbre
gris, gusanos y a la sequia.

Vegeta bien en suelos secos y calcdreos. Prefiere podas
cortas.

15
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La variedad Moscatel de Alejandria es una de
las que quedan sin modificar genéticamente. Tiene su
origen en el Norte de Africa y el nombre deriva de su
asociacién con los antiguos egipcios que la usaron para

hacer vino. En la D.O.P. se emplea en mezcla con

Pedro Ximénez para aportar aromas..

FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias

Cepa
Hoja

Racimo

Baya

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

La uva Montepila es de origen incierto aunque
se localiza en la provincia de Cérdoba. Da vinos poco
aromaticos, neutros y de baja graduacién por lo que

en la D.O.P. se utiliza en mezcla para elaborar vinos

blancos jovenes.

Moscatel, Moscatel de grano gordo, de Alexandria, de

Maélaga, Moscatel6n.

Porte de la vegetacién erguido.

Tamafio medio, pentagonal, poco lobulada, haz verde

intenso, envés glabro.

Tamafio grande, muy largo y suelto.

Tamafio grande, eliptica, acuminada, amarillo caoba,

hollejo muy grueso.

Brotacién y maduracion tardias.

4 a 5kg/cepa.

Sensible al mildiu, oidio y al corrimiento.

Muy resistente a la sequia, poda larga.

FICHA AMPELOGRAFICA
Sinonimias | Torrontés, Monastrell blanco y Mantepila.
Cepa | Porte de la vegetacion semierguido.
Hoja | Pentagonal, con abundantes pelos cortos en el envés y
débil hinchazén en el haz.
Racimo | Mediano, compacto, pedinculo muy corto.
Baya | Esférica, longitud media y didmetro grande, epidermis

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

16

verde-amarilla.

Brotacién y maduracién tardias.
2,5 a 3 kg/cepa.

Sensible a Botrytis.

Resiste la sequia y caliza activa. Poda corta.
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Otra de las variedades recientemente
autorizadas en la D.O.P. es la Chardonnay. Presenta
amplias posibilidades de vinificacién dando vinos

muy equilibrados y elegantes, con aromas a manzana,

durazno, pera, citricos, melén y miel.

FICHA AMPELOGRAFICA
Sinonimias | Chardonnay Blan, Morrién Blan, Beaunois, Auvernat.
Cepa | Tronco vigoroso.
Hoja | Tamafio mediano, pentalobulada, orbicular, haz verde
claro.
Racimo | Tamafio mediano-pequefio, cdnico.
Baya | Tamafio mediano, esférico, hollejo fino y amarillo-

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

dorado.

Brotacién y maduracién tempranas.

2,5 a 3 kg/cepa.

Sensible a Oidio, Mildiu, Botritys, corrimiento y sequia.

Suelos margosos. Podas largas. Resistente a la clorosis.

La variedad Sauvignon Blanc combina muy
bien con Verdejo, aunque sola da excelentes vinos
blancos secos muy aromadticos. Tiene sus origenes en

Francia, en las regiones de Loira y Bordeaux Burdeos.

Se trata de una variedad muy adaptable a nuevos

climas, y prueba de ello es su presencia en la D.O.P.

FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias

Fume Blanc, Muskat Sylvaner, Sauvignon blanco,

Sauvignon petit.

Cepa | Tronco vigoroso.
Hoja | Tamafio mediano, pentalobulada, orbicular, haz verde
claro.
Racimo | Tamafio pequeflo, co6nico o cilindrico, compacto,
pedtnculo corto.
Baya | Tamafio pequefio, ovoide, hollejo de consistencia media

Periodo vegetativo
Rendimiento
Vulnerabilidad
Otros datos

amarillo-dorado.

Brotacién y maduracién tempranas.

2 a 3 kg/cepa.

Muy sensible a Botrytis y sensible a oidio y a la polilla.

Resistente a mildiu, suelos no muy fértiles, sensible a la
sequia y a la sobremaduracién, poda larga.

17
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Por dltimo, la variedad Macabeo tiene su

origen en Espafia. Se cree que procede de la cuenca

del Ebro, aunque hay expertos que colocan sus

origenes en la zona de Valencia. Es una de las

variedades mas extendidas por toda Espafia. Se utiliza
para elaborar vinos blancos secos ligeramente dcidos. Es mas bien neutra en
aromas por lo que precisa su mezcla con otras variedades de mayor potencial
aromatico y mayor contenido en extracto. Los aromas tienden a ser vegetales,
de heno o hierba (con vinificaciones a altas temperaturas) y también a fruta

sobremadura como melocotones o manzana pasada.

FICHA AMPELOGRAFICA

Sinonimias | Alcafiol, Alcaiién, Blanca de Daroca, Charas Blanc,
Forcalla, Gredelin, Lardot, Macabeu, Perpignan, Viuna y
Viura.

Cepa | Porte de la vegetacion erguido, tronco vigoroso.

Hoja | Tamafio grande, pentalobulada, ondulada, seno en u
cerrada, haz verde brillante.

Racimo | Tamafio grande, compacto, piramidal irregular,
pedunculo corto.

Baya | Tamafio mediano, esférica, hollejo fino amarillo-verdoso.
Periodo vegetativo | Brotacién temprana y maduracién intermedia.
Rendimiento | 5 a 6,5 kg/cepa.

Vulnerabilidad | Muy sensible a Botrytis y polilla del racimo, sensible a
heladas.

Otros datos | Funciona bien con podas cortas.

La elaboracién del vino dulce Pedro Ximénez comienza recolectando las
uvas en su punto ideal de maduracién, en torno a los 13-14 °Bé. Estos racimos
se almacenan momentaneamente en cajas perforadas de unos 15 kilos,
minimizando su rotura por aplastamiento y permitiendo el drenaje del mosto
que pueda liberarse. Posteriormente se transportan a las paseras, zonas arenosas

de gran extension orientadas al sur y con una ligera pendiente, donde se
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disponen en filas sobre mallas de plastico o esteras de esparto (Franco et al,,
2004; Chaves, 2006). Para que la pasificacién sea homogénea a los tres dias
aproximadamente se procede al “volteo” manual de los racimos. Dependiendo
de las condiciones climaticas del afio el proceso puede durar entre 7 y 10 dias,

durante los cuales las temperaturas diurnas superan ampliamente los 40 °C.

La pérdida de agua que tiene lugar durante la pasificaciéon afecta al
metabolismo primario de las células de la uva, de forma que éstas evolucionan
de una respiracion aerobia a anaerobia, y también al secundario (Constantini et

al., 2006; Chkaiban et al., 2007, Bellincontro et al., 2009).

Recoleccion 13-14° Bé Paseras

Con la deshidratacién se producen modificaciones profundas en las
membranas celulares alterando drasticamente su funcionalidad. Las ATPasas
transmembrana, al verse dafiadas, no pueden hidrolizar el ATP para obtener

energia ni eliminar sustancias dafiinas para la célula (Alzamora et al., 2000;
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Ramos et al., 2004). Ademas, se reduce de forma importante la difusién gaseosa
(Ben-Yehoshua, 1993; Kays, 1997), impidiendo la fosforilacién oxidativa en la
mitocondria para regenerar los ATPs y el mantenimiento del gradiente de
protones, ocasionando acidosis (Perata y Alpi, 1993). El mecanismo empleado
por la célula para mantener el potencial redox es entrar en metabolismo
anaerobio, comenzando asi una intensa actividad fermentativa. Para ello se
activan la piruvato descarboxilasa (Aubert et al.,, 1996) y la alcohol
deshidrogenasa (Flanzy et al., 1974; Sauvage et al., 1991), que transforman el

acido piruvico en etanol, el cual contribuye a la degradacién de las membranas.

FOSFORILACION
OXIDATIVA

(D Aerobiosis

@ Anaerobiosis

FADH, ATP
NADH

Transp. e
Transporte e P

T

FADH,

HRR NADH

Glucosa —>» —> Ac. Pirtvico
GLICOLISIS

NADH + H*
NAD*

Etanol

Uno de los efectos en el metabolismo secundario de las uvas se

manifiesta en el pardeamiento, tanto por via enzimatica como no enzimadtica.
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Es dificil evaluar la contribucién de cada tipo de via durante el proceso de
pasificacion, pero Radler (1964) afirma que en los ultimos estadios las uvas
presentan elevadas concentraciones de azicares reductores que podrian inhibir
el pardeamiento producido por las polifenoloxidasas. Ademads, estas enzimas se
inactivan por las elevadas temperaturas y la ausencia de oxigeno. El
pardeamiento no enzimatico o reacciones de Maillard, se produce de forma
efectiva a temperaturas mayores de 50 °C y se favorece en un rango de pH
entre 4y 7 (Morales y Jiménez-Pérez, 2001). Tiene lugar entre compuestos con
grupos carbonilo (monosacaridos) y aminos libres (aminoacidos). Su eficacia
depende de varios factores tales como la proporcién y el tipo de aminodcidos y
azucares implicados, asi como por la actividad del agua (Lingnert y Hall, 1986).
La secuencia de reacciones conduce a la formacién de compuestos coloreados,
entre los cuales son interesantes sus polimeros de alto peso molecular, las
melanoidinas (Rivero-Pérez et al., 2002). Estos compuestos y otros secundarios
no sdlo afectan al pardeamiento sino que también a las propiedades sensoriales
e incluso a las bioldgicas, ya que poseen actividad antioxidante (Moreno et al.,

2007).

h1drox1lac1on ox1dac1on pohmenzacmn Polimeros
no enznnatlca PaI'dOS

fenol 1ncolor0 o—dlfenol incoloro o-quinona coloreada — _
: polifenoloxidasa
proteina R R R
R N NH NH
NH . : ! .
! CH CH CH melanoidinas
+ —_— | — R —— 1 —_ — — —>
(CHOH), COH Cc=0 pardas
1 | ! |
(CHOH), CH,0H (C'JHOH)3 (CHOH),
| |
CH,OH CH,OH CH,OH
glucosa  base de Schiff producto de Amadori
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La uva Pedro Ximénez en su punto o6ptimo de maduracién posee un
contenido en terpenos muy inferior a 1 mg/L, por lo que desde el punto de
vista aromatico se considera una variedad neutra. Es el proceso de pasificacion
el responsable de que esta uva alcance gran calidad aromdtica dentro del

contexto de los vinos dulces.

En los primeros dias de pasificacién se ha descrito una mayor actividad
de la enzima lipooxigenasa, que cataliza la oxidacién de los 4cidos de la
membrana linoleico y linolénico a hidroperéxidos, los cuales evolucionan hacia
la formacién de alcoholes y aldehidos de 6 4dtomos de carbono con aromas
herbéceos. Esta oxidacién de los dcidos grasos facilita la progresiva degradacion
de la membrana celular. La actividad de esta enzima depende del oxigeno por

lo que disminuye cuando la uva entra en metabolismo anaerobio (Costantini et

al., 2006).

Lipidos de membrana
| }

Ac. linoléico Ac. linolénico

II lipooxigenasa

Per6xido-9 Perdxido-13  Perdxido-13  Perdxido-9
| |

v ¥
Hexenal E-2-hexenal Z-3-hexenal
|

Vv
Hexenol E-2-hexenol Z-3-hexenol

La pared celular también se degrada como consecuencia del proceso de
pasificacion. Un efecto directo en la composicion voldtil de esta degradacion es
la liberacion de metanol por la demetoxilacién de las pectinas catalizada por las

pectinesterasas. El contenido en metanol puede alcanzar valores que incluso
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superan los 80 mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2003). La pared celular es una capa
rigida que se localiza en el exterior de la membrana plasmatica y protege los
contenidos de la célula, da rigidez a la estructura celular, otorga soporte a los
tejidos y muchas mas partes de la célula, funciona como mediadora en todas las
relaciones de la célula con el entorno y actia como compartimiento celular. Es
por ello que su degradacién va a favorecer la difusién de los compuestos

fendlicos y aromaticos del hollejo a la pulpa.

Otra consecuencia del cambio de metabolismo aerdbico a anaerdbico es
la produccién de etanol, en primer término por la transformacién de los
azucares y en segundo término a expensas del acido madlico (Flanzy et al,

1974). Este etanol contribuye a su vez a la degradacion celular.

El estrés hidrico sufrido por las células de la uva y la entrada en
metabolismo anaerobio provocan la sintesis de glicerol, el cual actia como
osmolito. Esta sintesis requiere NADH por lo que para equilibrar el potencial
redox se desvia el acido pirtvico hacia la formacién de acido acético y otros
volatiles como la acetoina, el 2,3-butanodiol, los &cidos carboxilicos, el

acetaldehido, etc.

Los compuestos voldtiles caracteristicos del metabolismo anaerdbico no
difieren cualitativamente de los que pueden producirse durante la
fermentacién alcohdlica. Cuantitativamente, destaca la produccién de y-
butirolactona, acetoina y acido cinamico, asociandose el cinamato de etilo a
vinos obtenidos por maceracién carbdnica. Los alcoholes superiores y los
ésteres propios de la fermentacién también se han detectado en cantidades
anormalmente elevadas en mostos de uvas sometidas a anoxia. Por dltimo, la
formacidén de acido shikimico durante el metabolismo anaerobio justificaria la
presencia de derivados aromadticos como el 2-feniletanol, alcohol bencilico,

vinilguaiacol, guaicol y vainillato de etilo (Flanzy et al., 1974).
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Los compuestos fendlicos son moléculas orgdnicas que se sintetizan
durante el metabolismo secundario de las plantas. Su estructura bésica consiste
en un grupo benceno y en un grupo hidroxilo, y pueden ser de tipo no
flavonoide o de tipo flavonoide, los mas abundantes en los alimentos.
Generalmente, se encuentran en las plantas en forma conjugada con uno o mas
residuos de azuicar siendo solubles en agua y solventes organicos (Shahidi et al.,
1995). En la uva, estos compuestos se localizan mayormente en el hollejo por lo
que su concentracion en el vino va a depender del tiempo de maceracién. Esta
es la razén fundamental de que los vinos tintos posean mayor cantidad de

fenoles que los vinos blancos, constituyendo los flavonoides el 85% del
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contenido fendlico total (>1000 mg/L) en tintos y menos de un 20% del

contenido fenolico total (<50 mg/L) en blancos.
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Se ha visto que durante la pasificacién de Pedro Ximénez se incrementa

el contenido en estos compuestos fendlicos contribuyendo al aumento del

pardeamiento enzimatico y de la actividad antioxidante (Moreno et al., 2007).

En este sentido Zamboni et al. (2008) han observado una mayor expresién de
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los genes relacionados con la sintesis de estilbenos y con la polimerizacién de
los compuestos fendlicos, y en general un aumento de las vias de sintesis de
fenoles. Estos hechos han sido también puestos de manifiesto por Versari et al.
(2001) al describir un aumento en la sintesis de trans-resveratrol en uvas cv.

Corvina sometidas a un proceso de deshidratacién post cosecha.

En el caso especial que nos ocupa, los vinos dulces, podria decirse que el
elevado contenido en aztcar puede provocar efectos adversos para la salud
humana, como resistencia a la insulina y estrés oxidativo a través de la
glicosilacién de proteinas. Sin embargo, la presencia de los polifenoles

contrarresta considerablemente estos efectos (Al-Awwadi et al., 2005).

Los efectos fisioldgicos asociados a los compuestos fendlicos se deben a
su estructura, siendo sus principales propiedades la formacion de complejos con
proteinas, la formacién de quelatos con iones metdlicos y la capacidad para
eliminar radicales libres (capacidad antioxidante), efectos sobre el metabolismo
glucidico, lipidico y mineral, efectos sobre la fluidez de la membrana, efecto
antiinflamatorio y antihistaminico, efecto cardioprotector y cardiovascular,
efecto antivirico, antibacteriano y antifungico, efecto sobre el tracto

gastrointestinal y efecto antimutagénico (Garcia, 2005; Rahman et al., 2006).

Es de sobra conocido que los polifenoles de la dieta son capaces de
disminuir los efectos indeseables de los radicales libres sobre ADN, lipidos y
proteinas, por sus acciones antioxidantes y complejantes de metales de
transicién. Estas acciones se basan en estabilizar a los radicales libres al
donarles un electrén y en estabilizarse ellos mismos por deslocalizacién del
electrén en sus anillos aromaticos. La principal fuente de radicales libres en el
organismo es la respiracién mitocondrial. En la formacién de ATP el oxigeno
se reduce hasta agua, sin embargo, el transporte electréonico mitocondrial es
imperfecto y en esta reducciéon se generan especies reactivas de oxigeno (ERO)

como el radical superdxido (O2), el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical
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hidroxilo (HO*), que se caracterizan por su reactividad, especialmente el
radical hidroxilo (Ardestani y Yazdanparas, 2007). Se estima que entre 1-3%
del oxigeno consumido por el organismo no llega a formar agua y acaba
generando ERO. El oxigeno también interviene en la formacién de otros
radicales libres, como por ejemplo al reaccionar con los dcidos grasos
poliinsaturados, por medio de la lipooxigenasa, se forman lipoper6xidos
(ROOH) que pueden derivar en el radical libre organico peroxilo (ROO-)
(Zennaro et al., 2007). Otra fuente de radicales libres en el organismo son las
células fagociticas del sistema inmune (neutrdéfilos, monocitos, macroéfagos y
eosindfilos) que en su mecanismo de defensa contra la agresiéon de agentes
extrafios producen grandes cantidades de radicales libres. Ademas, existen
numerosas fuentes exdgenas de radicales libres como las radiaciones ionizantes,

la contaminacién industrial, el humo del tabaco.

Hay que tener en cuenta que la capacidad antioxidante del mosto o vino
no viene dada por la suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus
componentes, sino que depende del microambiente en el cual se encuentra el
compuesto. Los compuestos interactiian entre si, pudiendo producirse efectos

sinérgicos o inhibitorios (Garcia, 2005).

En cuanto a las fracciones fendlicas obtenidas de distintos vinos, se ha
comprobado que las que contienen compuestos de menor peso molecular
tienen mayor capacidad antioxidante que las que poseen compuestos de mayor
peso molecular. En vino tinto, la fraccién que contiene antocianinas es la mas
activa, seguida de la que contiene catequinas, procianidinas, flavonoles y acidos
fendlicos (Garcia, 2005). En este sentido, se ha visto que la ingestién de vino
tinto como parte de la dieta mediterranea mejora el estatus antioxidante del
plasma en humanos (Serafini et al., 1998; Carbonneau y Léger, 1998; Urquiaga,

et al., 2010).
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Uno de los polifenoles mas estudiado por sus efectos sobre la salud es el
resveratrol. Este estilbeno muestra una capacidad preventiva contra el cancer
al inhibir los procesos responsables de la formacién y dispersién de tumores
cancerigenos, y previene o reduce en un 98% el nimero de tumores de piel en
ratones propensos a contraer cancer (Jang et al., 1997). Ademads, actia como
antiinflamatorio al inhibir la ciclooxigenasa, como activador de los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas, que participan en la regulacién de
la diferenciacién celular, el desarrollo y el metabolismo basal, y como inductor
de la d6xido nitrico sintasa endotelial, que estd involucrada en la regulacién de

la funcidén vascular (Nakata et al., 2012).

Por otro lado, se ha visto que los mondmeros de catequina y
epicatequina activan el sistema de enzimas antioxidantes en higado de rata
(Arola et al., 1997). También se ha observado que un extracto de procianidinas
de la semilla de uva ejerce un efecto protector en hepatomas sometidos a estrés
oxidativo, modificando la expresiéon de las enzimas antioxidantes (Cu,Zn-
superoxido dismutasa, glutatidon peroxidasa, glutatiéon reductasa y glutatién S-
transferasa), asi como un efecto protector de la integridad del DNA (Llépiz et

al., 2004).

Existen diversos estudios que demuestran que el vino entrafla una
proteccidn superior a otras bebidas alcohodlicas en materia de enfermedades
cardiovasculares. Uno de los mecanismos implicados en este efecto protector de
los polifenoles consiste en elevar las lipoproteinas de alta densidad, inhibir la
oxidacién de la lipoproteinas de baja densidad, inhibir la agregacién

plaquetaria y en su capacidad antioxidante (Renaud et al., 1998).

Los estudios tienden a mostrar que el riesgo de accidentes vasculares
cerebrales disminuye con un consumo de 1 a 2 vasos al dia hasta un mdximo de

4 a 5 vasos al dia de consumo regular. La cantidad de vino que puede beberse
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diariamente con el fin de aprovechar el maximo de sus efectos beneficiosos, sin

resultar perjudicial para la salud, es la pregunta clave.

Una vez que las uvas se encuentran en su momento Optimo de
pasificacion, se someten a un doble prensado para aumentar el rendimiento en
mosto. Este mosto se alcoholiza o encabeza hasta el 8% de etanol (v/v) para
impedir la fermentacién, debido a que la elevada concentracién de azicares
ocasiona numerosos inconvenientes asociados al estrés osmotico al que se
encuentran sometidas las levaduras. Las dificultades mas frecuentes son i)
problemas en el arranque de la fermentacién por la baja velocidad de
crecimiento de las levaduras, ii) paradas de fermentaciéon por muerte celular
aumentando el riesgo de contaminacién microbiana y iii) complicaciones a la
hora de detener la fermentacién en el momento deseado (Salmon y Mauricio,

1994; Zuzarregui y del Olmo 2004).

En este punto merece la pena destacar que Garcia-Martinez et al. (2011)
han aislado cepas de S. cerevisiae de mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas
que presentan gran resistencia a elevadas concentraciones de azucar y alta
capacidad de producir etanol. Estas cepas han sido capaces de llevar a cabo
fermentaciones parciales de mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas sin los
problemas asociados a la fermentacién de mostos dulces anteriormente
mencionados. Los mecanismos de adaptacion de las levaduras al estrés
osmotico son similares a los mencionados para el caso de la uva. Por una lado,
se produce un aumento de la sintesis de glicerol intracelular (Tofalo et al.,
2009), de forma que se ha observado en algunas levaduras . cerevisiae bombas
de glicerol activas (Hohmann, 2002). La enzima glicerol-3-
fosfatodeshidrogenasa, que cataliza la transformacién de dihidroxiacetona-3-
fosfato en glicerol-3-fosfato, posee dos isoformas codificadas por los genes

GPD1, fuertemente inducido en condiciones de estrés osmotico (Larsson et al.,
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1993), y GPD2, responsable de mantener el equilibrio redox en condiciones
anaerobias (Eriksson et al., 1995). Por otro lado, también se ha observado una
sobreexpresion de los genes que codifican la enzima piruvato descarboxilasa,
que transforma el acido pirdvico en acetaldehido, y de los que codifican la
aldehido deshidrogenasa, que oxida el acetaldehido a 4cido acético (Erasmus et

al., 2003).

Retomando la elaboracién tradicional del vino dulce Pedro Ximénez, el
mosto encabezado hasta el 8% (v/v) de etanol se deja reposar y decantar para
obtener lo que se conoce como vino base. A partir de éste se puede elaborar el
vino dulce de Afiada joven si se vuelve a encabezar el vino base hasta un
minimo del 15% y un maximo del 22% (v/v) de etanol, o el vino dulce de
Afada con crianza si el encabezado es posterior a la crianza oxidativa del vino
base. El tiempo minimo de crianza es de doce meses salvo que se utilicen
barricas de madera nueva, en cuyo caso sera de seis meses. El vino joven, es un
vino muy fragante, con excelentes aromas primarios tales como la miel, las
pasas, higos secos. Las notas que recuerdan a raspén deben de ser uno de los
aromas que aparece en un PX de calidad, ya que en la elaboracién es
fundamental su intervencidn, tal y como se ha explicado anteriormente. En
boca resulta dulce, suave, con retronasal a pasas y miel. El vino con crianza

posee ademads aromas tostados y torrefactos.

Para elaborar el vino dulce de Soleras el vino base debe someterse a un
proceso de crianza oxidativa mediante el tradicional sistema de Criaderas y
Solera. En este sistema las botas de madera de roble se disponen en filas unas
sobre otras de manera que la fila que se sitia sobre el suelo se denomina solera,
la fila de botas que se dispone encima de la solera se denomina 12 criadera, las
botas sobre la 12 criadera constituyen la 22 criadera y asi sucesivamente. Las
botas son de madera muy vieja, ya que no se desea que aporte taninos ni
excesivos aromas, sino que actie de envase por cuyos poros penetre el oxigeno

del exterior. Las botas se pueden llenar por completo o bien hasta



Introduccidon

aproximadamente en sus 5/6 partes para que quede una superficie libre donde
el oxigeno oxide lentamente al vino, modificando asi sus caracteristicas
organolépticas. El vino que se va a comercializar se extrae de la solera en la
operacion denominada “saca del vino”. Este vino se encabeza hasta un minimo
del 15% y un maximo del 22% (v/v) de etanol, segiin la normativa vigente
(Boja numero 249 de 22/12/2011). El vacio creado en la solera se repone o
“rocia” con vino de la primera criadera, homogeneizado previamente, ésta con
el vino de la segunda y asi sucesivamente hasta la dltima criadera, la cual se
rocia con el vino del afio. Estas operaciones se conocen como “correr la escala”
y se hacen entre dos o tres veces al afio, teniendo en cuenta que la normativa
de la D.O.P. Montilla-Moriles indica que los vinos deben de tener al menos dos
afos de envejecimiento por este sistema. En este reglamento también se indica
que solamente se puede extraer anualmente el volumen de vino
correspondiente al 40% de las existencias iniciales declaradas al comienzo de la
campana al 31 de Julio. Como puede deducirse, este sistema de Criaderas y
Solera se caracteriza por la mezcla de vinos con distintos grados de crianza,
favoreciéndose asi la obtenciéon de un vino homogéneo en sus caracteristicas

organolépticas, independientemente de las diferencias entre cosechas.
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Tras largos afios de crianza se obtiene un vino de color negro azabache
con ribetes yodados, de dificil movimiento en copa debido a la gran
concentracién en azucares. Sus aromas son torrefactos y tostados, con notas a
pasas, pan de higos y datiles. En boca es dulce, de textura suave y aterciopelada,

y algo amargo.

Esta forma tan especial de elaboracién es producto de una tradicién
centenaria ya que parece claro que Montilla fue una de las primeras areas
vinicolas de Andalucia (su origen se remonta al siglo VIII a.C.). Hasta la época
medieval los vinos se embarcaban para su exportacién por el Guadalquivir.
Después de que los descubriera Felipe IV, se consumieron también en la corte.
La Denominacién de Origen, tal cual es hoy, empez6 a adquirir notoriedad a
partir de 1.891, con motivo de celebrarse el Arreglo de Madrid, revisado en
Washington en 1.911 y ratificado en La Haya en 1.925, cuyos principios se
incorporaron a la legislacién espafiola en el afio 1.932. Concretamente fue el
Estatuto de la Vifa y el Vino de 1.932, que mediante la Ley de 26 de mayo de
1.933, publicada el 4 de junio en la Gaceta de Madrid, adquirié fuerza de Ley,
el que otorg6 el reconocimiento oficial a sus vinos, protegiendo como
denominaciones de origen los nombres geograficos de las localidades de
Montilla y Moriles para que pudieran ser usados en exclusiva por los
elaboradores y criadores de los pueblos ubicados en su zona de produccién y
crianza. No en vano uno de los propdsitos del Estatuto del Vino era defender
las denominaciones de origen universalmente acreditadas, contra toda
usurpacién de fuera o dentro del pais. La Guerra Civil y algunos problemas
burocraticos retrasaron la fundacién del Consejo Regulador que no se hizo
efectiva hasta diciembre de 1.944, aprobandose su primer Reglamento en
octubre de 1.945. Desde 1.999 se le ha permitido usar en Europa los términos

tradicionales utilizados por los viticultores. Asi pues, los términos fino, oloroso,
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e incluso amontillado, que estaban reservados a los vinos de Jerez, han
aparecido en las botellas de esta Denominaciéon de Origen por primera vez

desde los anos sesenta.

Actualmente la Denominacién de Origen cuenta con la indicacién de
Protegida por Orden de 30 de noviembre de 2011 (Boja numero 249 de
22/12/2011), puesto que la calidad y las caracteristicas tipicas de sus vinos
vienen marcadas por su vinculacién con los factores humanos y naturales del
drea geografica, asi como por la compleja interaccién entre estos. La situacién
geografica de la zona delimitada de la D.O.P. Montilla-Moriles condiciona su
climatologia, y junto con la orografia y los suelos, y la interaccion de estos con
el resto de factores naturales y con los factores humanos, marcan muy
significativamente el vinculo con el medio geogréfico de la zona. Los factores
humanos se deben a una tradicién centenaria que ha dado lugar a un saber
hacer reconocido. Las materias primas utilizadas, las practicas enoldgicas
empleadas en la crianza y el buen hacer de los bodegueros, expertos
conocedores de su producto, interactuan durante todo el proceso ofreciendo
unos productos genuinos y singulares. La influencia humana se refleja también

en el propio disefio arquitectéonico de las bodegas, en los suelos de albero, en las
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vasijas de elaboracidén y las botas de roble tradicionales, con sistemas que estdn
adaptados al clima muy calido y seco de la zona, de forma que la temperatura
del local donde se lleva a cabo el envejecimiento no supere los 20 °C, con una
adecuada ventilaciéon y una humedad entre el 60 y el 80%. Las modalidades
propias de crianza en botas de madera son tnicas en el mundo y afiaden una
riqueza singular y buena parte de su tipicidad a los vinos, que bajo las
condiciones de la zona expresan el saber hacer de los bodegueros de Montilla-
Moriles, dando como resultado las caracteristicas organolépticas tipicas de cada

tipo de vino con crianza.

A pesar de su gran tradicion, Montilla-Moriles es otra de las
denominaciones que intenta abandonar su clasica imagen con la apuesta por
nuevas variedades de uva y nuevos sistemas de produccién que la ayuden a una
mejor comercializacién de sus vinos y a reducir los excedentes, que podrian
incluso hacer peligrar la conservacién del patrimonio vinicola de la zona. Es
por esto que la zona vitivinicola de Montilla-Moriles no ha sido ajena al
aumento de la demanda de vinos tintos y ha sustituido gran parte de su vifiedo
Pedro Ximénez, la variedad mayoritaria, por diversas variedades tintas como
Tempranillo, Merlot, Syrah o Cabernet Sauvignon. No obstante, la gran
diversidad de vinos tintos existente en el mercado dificulta la comercializacién
de los mismos, por lo que una alternativa para dar salida a los vinos elaborados
con variedades tintas ha sido someterlas a los procesos de pasificacién
tradicionales. Las bodegas que ya han realizado pruebas de pasificaciéon de uvas
tintas han manifestado que una de las variedades que mejor se comporta es la

Tempranillo.
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m Hipdtesis

Se puede establecer el momento 6ptimo de pasificacién de las uvas a

partir de dos factores, el contenido en aztcar y la composicién volatil.

m Objetivos
1) Caracterizar la pasificaciéon de uvas blancas Pedro Ximénez en base
a las variables enoldgicas y la composicién volatil.

2) Relacionar la composicién volatil determinada por CG-EM con los

datos aportados por la nariz electrénica.

3) Estudiar la viabilidad de la pasificacién de uvas tintas Tempranillo.
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Articulos publicados (Anexo I.a)

Lépez de Lerma, N.; Bellincontro, A.; Mencarelli, F.; Moreno, J.; Peinado, R.A.
Use of electronic nose, validated by GC-MS, to establish the optimum
off-vine dehydration time of wine grapes. Food Chemistry, 130, 447-452.
2012.

Articulos pendientes de publicacién (Anexo I.b)

Lépez de Lerma, N. y Peinado, R.A. Volatile composition of must from
Tempranillo grapes throughout the sun drying process. Relation with E-

nose analysis.
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m Andlisis de resultados

» Pedro Ximénez

Articulo “Use of electronic nose, validated by GC-MS, to

establish the optimum off-vine dehydration time of wine grapes”

1. Pardmetros enoldgicos

El grado de deshidratacién de la uva Pedro Ximénez no es constante en
el tiempo (tabla 1). La pérdida de agua es mas rapida al inicio de la pasificacion,
de forma que se llega al 11% de deshidrataciéon en los dos primeros dias,
mientras que en los tres tltimos tan sélo se deshidrata un 6%. Esta cinética
depende del grosor del hollejo y de otras caracteristicas fisicas de la uva (Rolle

etal., 2011).

La concentracién de solidos solubles aumenta con el tiempo de
pasificacién hasta duplicar su contenido incial (tabla 1). De la misma forma que
para la deshidratacién, el mayor incremento vuelve a observarse en los dos

primeros dias y el menor en los tres tltimos.

Debido a Ila deshidratacién los iones se van concentrando
progresivamente, originando con ello una mayor salificacién de los 4cidos de la
uva. Este efecto da lugar a un aumento tanto del pH como de la acidez titulable
(tabla 1). Por otra parte, como consecuencia del estrés hidrico y osmético
sufrido por las células se produce un aumento en la concentracién de 4cido
acético (Caridi et al., 1999), provocando a su vez un incremento en la acidez

volatil y la titulable.

2. Compuestos voldtiles del aroma

Otra consecuencia del proceso de pasificaciéon es que la estructura
celular de la uva se modifica profundamente, dando lugar a la liberacién de

enzimas cuyo efecto sobre la composicién volatil es similar al observado en el
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prensado de la uva. En este sentido, se ha observado que el cambio en el
metabolismo de la uva de aerobio a anaerobio también tiene una gran

influencia en la composicién volatil de los mostos (Costantini et al., 2006).

La mayoria de los compuestos voldtiles aumenta su concentracién
durante la pasificaciéon (tabla 2). Por el contrario, algunos compuestos
relacionados con los aromas herbaceos disminuyen. Estos aromas se forman por
la oxidacién de los acidos linoleico y linolénico (Ribéreau-Gayon et al., 2003;
Moreno y Peinado, 2010) y la evolucién de sus contenidos se ha relacionado
con el cambio de metabolismo aerdbico a anaerdbico (Costantini et al., 2006;

Chkaiban et al., 2007).

Dentro del grupo de volatiles que aumenta su concentracién, casi la
totalidad alcanza su contenido mdximo entre los cuatro y seis dias de
pasificacion, siendo los compuestos isobutanol, alcoholes isoamilicos, 2-
feniletanol, 1-pentanol, alcohol bencilico, lactato de etilo y 1,1-dietoxietano los

que mas aumentan al final del proceso en relacién con su contenido inicial

(tabla 2).

El elevado niumero de compuestos volatiles determinado asi como las
variaciones en su concentracién, hacen que sea dificil clasificar las muestras en
funcién de las concentraciones individuales. Por el contrario, el andlisis de
conglomerados de los voldtiles agrupados en familias quimicas (figura 1),
evidencia de forma muy clara la existencia de diferencias entre las muestras
obtenidas al inicio de la pasificacién (0 y 2 dias) y el resto. A su vez, las
muestras con 4 y 6 dias de deshidrataciéon guardan mayor similitud entre si que
con la muestra tomada a los 9 dias. Posiblemente, las diferencias observadas
entre muestras al inicio y al final del proceso se deban a la transicién del

metabolismo aerobio a anaerobio.

Por otro lado, los compuestos volatiles se han agrupado en base a sus

descriptores del aroma en siete series aromaticas: quimica, floral, fruta madura,
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grasa, lactea, tostada y herbacea. El estudio de los valores relativos de dichas
series pone de manifiesto que mientras la serie herbacea disminuye, por la
menor actividad lipooxigenasa, el resto aumenta su valor en relacién al punto
cero de pasificaciéon (figura 2). Destacan las series fruta madura y ldctea, que
alcanzan su maximo al cuarto dia, momento a partir del cual superan a la serie
herbacea. Sobresale el hecho de que el valor de las series aromaticas disminuye
entre los dias 6 y 9. En este punto, debemos tener en cuenta que el parametro
utilizado habitualmente por los endlogos para controlar la pasificacion es el
contenido en azucares. Dado que éste aumenta sdlo alrededor de 40 g/L en el
ultimo estadio del proceso (tabla 1) y que ademds hay una disminucién en el
valor de las series aromadticas, podiamos pensar que el tiempo 6ptimo de

pasificacion se alcanza cuando el porcentaje de deshidratacién ronda el 26%.

3. Nariz electrénica

Los mostos también se han analizado con la nariz electrénica y los
resultados han sido sometidos a un analisis discriminante que los ha clasificado
en base al tiempo de pasificacién, con dos funciones que explican un 97% de la
variabilidad (tabla 3 y figura 3). Con objeto de relacionar los resultados
obtenidos por nariz electrénica con la composicién volatil de los mostos se han
efectuado dos andlisis de regresion multiple. En ambos como variable
independiente se han utilizado los centroides de los distintos dias de
pasificacion obtenidos en el andlisis discriminate. Como variables dependientes
en el primer caso se han utilizado las familias quimicas (tabla 4), y en el
segundo las series aromadticas que mejor se ajustan al modelo (fruta madura,
floral, lactea y herbacea) (tabla 5). En los dos andlisis el valor-p del modelo es
inferor a 0,05 por lo que se puede afirmar que existe una relacién significativa
con un nivel de confianza del 95%. El estadistico R-cuadrado indica que ambos
modelos explican mds de un 99% de la variabilidad asociada al porcentaje de

deshidrataciéon. Ambos casos ponen de manifiesto que se puede establecer una
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relacién entre los datos aportados por la nariz electrénica y la composicion

volatil de los mostos.

4. Andlisis organoléptico

El analisis organoléptico se ha realizado en base a cinco parametros que
caracterizan a los mostos de uvas pasificadas: acidez, dulzor, aroma herbaceo, a
uva pasa y a raspon. Como se muestra en el grafico adjunto, los mostos de uvas
hasta el 11% de deshidratacion son acidos y con aromas herbaceos. Los mostos
de uvas deshidratas un 18,9%, aunque menos acidos, todavia no han alcanzado
el dulzor tipico atribuido a mostos de uvas pasificadas. Los mostos de uvas
Pedro Ximénez con un 25,8% de deshidrataciéon poseen un buen equilibrio
acidez-dulzor y caracteristicas notas de uva pasa y raspéon. Por dltimo, los

mostos de uvas deshidratadas hasta el 30,3% resultan poco acidos y muy dulces.
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30,3%
Uva pasa Raspon

» Tempranillo

Articulo “Volatile composition of must from Tempranillo grapes
throughout the sun drying process. Relation with E-nose

g b
analysis

1. Pardmetros enolégicos

Al igual que ocurre con la variedad Pedro Ximénez, la pasificacién de la

uva tinta Tempranillo no es homogénea en el tiempo aunque por el contrario,
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la deshidrataciéon es mas rapida conforme avanzan los dias, siendo de un
13,66% a los 8 dias y de un 38,10% a los 13 (tabla 1). Este comportamiento
opuesto se debe a las diferencias en las caracteristicas fisicas del hollejo (Rolle

et al., 2011), mas grueso en Tempranillo.

La tendencia de los parametros enoldgicos durante la deshidratacién de
Tempranillo es similar a la observada para Pedro Ximénez. El contenido en
sélidos solubles al final de la pasificacién duplica el inicial, siendo el
incremento mas acusado a partir del octavo dia (tabla 1). El pH aumenta en
ambas variedades en 0,59 unidades, sin embargo, la acidez total alcanza un
valor muy superior en Tempranillo. Este hecho puede explicarse por varias
causas: i) por su mayor porcentaje de deshidratacidn, ii) por su mayor valor de
acidez volatil, que afecta al de acidez titulable y iii) por su mayor capacidad de
acumular potasio (Ruiz-Herndndez, 2001), el cual disminuye la degradacién

del 4cido maélico influyendo al valor de acidez titulable.

En esta variedad se observa un aumento significativo del contenido en
glicerol a partir de los 8 dias de pasificacién (tabla 1), sintetizado en respuesta
al estrés, siendo ademds un indicador de la transicién del metabolismo aerobio
a anaerobio. Un aumento en la produccién de glicerol origina una necesidad de
NADH, la cual es parcialmente satisfecha por un aumento en la oxidacién de
acetaldehido a acido acético (Moreno y Peinado, 2010), lo que se refleja en el
alto valor de acidez volatil. Otros compuestos implicados en mantener el
equilibrio redox son la acetoina y la 2,3-butanodiona los cuales alcanzan

concentraciones muy elevadas al final de la pasificacion.

2. Compuestos voldtiles del aroma

Entre los voldtiles analizados tinicamente el 3-etoxi-1-propanol y el
metionol presentan contenidos similares al final y al inicio del proceso (tabla

2). Los alcoholes y aldehidos de seis dtomos de carbono disminuyen sus
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contenidos a partir del quinto u octavo dia de pasificacidén, y sélo el hexenal lo
hace de forma continua desde el inicio. Como ya se ha comentado, la sintesis
de estos compuestos estd relacionada con la actividad de la enzima
lipooxigenasa (Moreno y Peinado 2010), cuya actividad aumenta con el estrés
hidrico pero disminuye cuando el porcentaje de deshidratacién alcanza el 11%
(Costantini et al. 2006; Chkaiban et al., 2007). La formacién de los fenoles
volatiles se ha relacionado con la liberacién de enzimas implicadas en la
degradacién de la pared celular (Ganga et al., 2001), y con el metabolismo
anaerdbico de la uva (Flanzy, Flanzy y Benard 2010). Destaca el aumento en
alcoholes superiores, el cual tiene relaciéon con los procesos de muerte celular
(Santonico et al., 2010) y con el mayor catabolismo de aminodacidos y proteinas
debido al estrés hidrico (Davies y Robinson 2000; Bellincontro et al., 2004). En
definitiva, la concentracién de los compuestos voldtiles depende en gran
medida del cambio de metabolismo aerobio a anaerobio y de los procesos

asociados.

Al agrupar los compuestos voldtiles en funcién de sus descriptores del
aroma se obtienen nueve series aromadticas: quimica, fruta madura, grasa,
lactea, floral, hierba fresca, tostada, hierba seca y especiada (figura 1). La serie
hierba fresca experimenta un descenso durante la pasificacién, mientras que el
resto aumenta alcanzando su maximo bien a los once dias, bien a los trece dias.
La serie fruta madura es la que alcanza el valor mds elevado y lo hace a los 11

dias. A los 13 dias destaca el aumento de las series hierba seca y especiada.

El andlisis de conglomerados realizado segin el método de Ward,
utilizando como variables clasificadoras las series aromaticas, distingue los
mostos de uvas deshidratadas por debajo del 14% del resto (figura 2). Esta
diferencia es posible que coincida con el cambio del metabolismo aerdbico a

anaerdbico.
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El andlisis de componentes principales, tomando como variables
clasificadoras las series aromaticas, apoya estos resultados y ademads establece
que la serie hierba fresca es la mas influyente en la diferenciacién de los mostos
de uvas sin pasificar y deshidratadas hasta un 13,66% (figura 3). El mosto de
uvas con un 25,3% de deshidratacién estd influenciado por las series fruta
madura y lictea, mientras que el de uvas deshidratadas hasta un 38,10% lo esta

por las series hierba seca, especiada y floral.

3. Nariz electénica

Por tultimo, los datos del andlisis mediante nariz electrdnica de los
mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas se han relacionado con los valores
de las series aromaticas fruta madura, floral y herbicea de Tempranillo a través
de un andlisis de regresion multiple, ajustdndose el modelo en un 99,27% (tabla

3).

4. Analisis organoléptico

El andlisis organoléptico de los mostos de uvas Tempranillo pasificadas,
segun el grafico adjunto, arroja unos resultados similares a los obtenidos para
Pedro Ximénez, siendo los mostos de uvas con un porcentaje de deshidratacién
del 25,3% los que poseen el mejor equilibrio acidez-dulzor y aromas

caracteristicos de la pasificacién.
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m Conclusiones

- La variedad tinta Tempranillo se adapta perfectamente al proceso de
pasificacion, mostrando un comportamiento similar al de Pedro Ximénez pero

con particularidades propias de la variedad.

- Durante la deshidratacién de las uvas se produce una modificacién en
la composicién volatil que se traduce, basicamente, en un descenso del aroma

herbéaceo y en un aumento del aroma a fruta madura.

- Los datos aportados por la nariz electrénica muestran una relacién con
la composicién volatil de los mostos y, por tanto podria emplearse como

herramienta de gran rapidez analitica para el seguimiento de la pasificacién.

- La valoracién organoléptica junto con la composicién volatil sugieren
que el momento 6ptimo de la pasificacién podria coincidir con un porcentaje

de deshidratacion alrededor del 25%-26%.

m Alcance y contribucién del capitulo

La caracterizacién de la pasificacién permite determinar los procesos
particulares que tienen lugar en las uvas, de modo que se pueden diferenciar
claramente de los ocurridos con otros métodos también encaminados a
aumentar la concentraciéon de aztucar de los mostos. Ademads, aporta un
conocimiento de vital importancia a la hora de controlar y optimizar la técnica.
Es aqui donde se ha visto que un punto de mejora podria ser pasificar la uva
hasta aproximadamente un 25%-26% de deshidratacién, en lugar de alcanzar
valores superiores al 30% como se viene practicando de forma habitual. Con
ello se conseguiria un mayor rendimiento en mosto por kilogramo de uva
pasificada sin que existiera una disminucién de la calidad aromadtica. Por su

parte, la nariz electrénica proporciona una herramienta rdpida y sencilla para
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controlar la pasificacién ya que los datos aportados por esta estan relacionados

con la composicion volatil de la uva.

Los buenos resultados obtenidos en la variedad Tempranillo ofrecen la
posibilidad de elaborar vinos dulces por el método tradicional con lo que se

daria salida al actual excedente de produccién en la zona de estudio.

m Perspectivas futuras

Los ensayos realizados con la variedad Tempranillo podrian extenderse
a otras variedades tintas e incluso a las blancas recientemente autorizadas en el

nuevo reglamento de la D.O.P. Montilla-Moriles.

Debido a la capacidad mostrada por la nariz electrénica se quiere
confirmar mediante un estudio mds amplio la relacién existente entre la
composicién volatil de los mostos y los datos ofrecidos por la nariz electrdnica,
con objeto de que se pueda implantar como una herramienta de trabajo
rutinara y de facil manejo en las bodegas productoras de mostos de uvas

pasificadas.
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CAPITULO 2

m Hipdtesis

Las uvas pasificadas son ricas en compuestos fendlicos por lo que

pueden poseer una elevada actividad antioxidante.

m Objetivos

1) Estudiar la evolucién del contenido fenélico y de la actividad
antioxidante in vitro de las uvas y de las fracciones fenélicas obtenidas

durante su pasificacion.

2) Ensayar in vivo la actividad antioxidante de las uvas durante su

pasificacion.
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m Andlisis de resultados

» Pedro Ximénez

Articulo 1 “Antioxidant activity of different phenolics fractions
isolated in must from Pedro Ximénez grapes at different stages of

the off-vine drying process”

Articulo 2 ‘Synergistic antioxidant interaction between sugars

and phenolics from a sweet wine”
Articulo 3 “Phenolics from dried Pedro Ximénez grapes protect

yeast cells against oxidative stress and increase cell survival”

1. Contenido fendlico y actividad antioxidante in vitro
a) Muestras sin fraccionar

Durante la deshidrataciéon de las uvas Pedro Ximénez se produce un
aumento del contenido en compuestos fendlicos de los mostos, sobre todo a
partir de los 3 dias de pasificacion (tabla 1 articulo 1). Esto se debe
fundamentalmente a tres factores, el primero es el efecto de concentracién por
la pérdida de agua. Otro factor es el fendmeno de difusién de los polifenoles del
hollejo hacia la pulpa, que se ve favorecido por la pérdida de estructura y
posterior muerte de las células del hollejo (Bellicontro et al., 2009). El tercero
es la sintesis de nuevos compuestos fendlicos en respuesta a diversos agentes de
estrés abidtico como la elevada temperatura, la progresiva concentracion de los
azucares y la radiacion ultravioleta (Brovillard et al., 1997). Esta sintesis se ha
realacionado con un aumento en la expresion de los genes que intervienen en
el metabolismo fenilpropanoide, lo cual genera gran cantidad de precursores de

los distintos tipos de compuestos fendlicos (Mencarelli et al., 2010; Zamboni et

al., 2008).

La actividad antioxidante de los mostos también aumenta a lo largo de

la pasificacién, en mayor medida a partir de los 3 dias, lo que podria
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relacionarse con el aumento en el contenido fendlico (tabla 1 articulo 1)
(Parker et al., 2007). No obstante, Moreno et al., (2007) sugieren que los
productos de la reaccion de Maillard formados durante la pasificacion

contribuyen también a este incremento de la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante también se ha evaluado a través de ensayos
consistentes en medir la proteccidn que ejercen los mostos frente a la oxidacion
de distintas biomoléculas, como ADN, lipidos, aztcares o proteinas. Estos
ensayos han puesto de manifiesto que los mostos de uvas Pedro Ximenez
protegen de la oxidacién por el radical hidroxilo al ADN (figura 5 articulo 2) o
a la desoxirribosa (figura 4 articulo 2). También se ha comprobado que inhiben
la accién del radical linoil-hidroperoxilo sobre el B-caroteno (figura 3 articulo
2). Por ultimo, los mostos provocan una menor glicosilacién de la albimina de
suero bovino que si se emplea una concentracién de azucar similar a la
presente en mostos, lo cual indica el efecto protector de los compuestos

fendlicos (tabla 2 articulo 2).

b) Muestras fraccionadas

En mostos de uvas sin pasificar, la fracciéon I (dcidos fendlicos y
compuestos polares) es la que posee mayor contenido fenélico y mayor
actividad antioxidante (figura 3.A articulo 1). A los 3 dias de pasificacién son
las fracciones I y III (catequinas y procianidinas de bajo peso molecular) (figura
3.B articulo 1). En el caso de la fraccién I se ha observado un incremento en el
contenido de los acidos c-caftdrico, cafeico y fertlico, y en la fraccién III de
procianidina B2 y epicatequina (tabla 1 articulo 2). La mayor actividad de la
enzima polifenoloxidasa, responsable de reacciones de
oxidacién/polimerizacién, en estadios intermedios de pasificacion (Mencarelli
et al., 2010; Zamboni et al., 2008) podria tener relaciéon con el aumento del
contenido fendlico observado en la fraccién IV (procianidinas poliméricas) a

los 7 dias, lo que a su vez contribuye a su elevada actividad antioxidante (figura
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3.C articulo 1). No obstante, en este tltimo punto, la fraccién III es la que mas
actividad antioxidante posee por unidad de concentracién de compuesto

fendlico. Este mismo comportamiento ha sido descrito por Ruso et al., (2001).

Entre mostos y hollejos a los 7 dias de pasificacién existen diferencias:
mientras que la fraccién III posee en los mostos mas actividad antioxidante por
unidad de concentracién, la fraccidén IV lo hace en los hollejos (figura 3.D
articulo 1). Asi se pone de manifiesto la relacién entre la actividad antioxidante
de los compuestos fenodlicos y su estructura, mds que con su contenido

(Ka"hko"nen et al., 1999; Satue-Gracia et al., 1997).

2. Actividad antioxidante in vivo

Para estudiar la actividad antioxidante in vivo de los mostos de uvas
Pedro Ximénez se han realizado diversos ensayos consistentes en someter a

cepas MML44 de levaduras Saccharomyces cerevisiae a estrés oxidativo con

H>0o.

En el primero se ha utilizado el marcador 2,7-diclorofluoresceina que
emite fluorescencia cuando se oxida. Las levaduras muestran una tasa de
oxidacién basal que se ve incrementada en presencia de H20: (figura 1A
articulo 3). La adicién a las levaduras durante su crecimiento del extracto
fendlico de uvas pasificadas disminuye la sefial fluorescente como consecuencia
de una menor oxidacién basal (figura 1A articulo 3) y de la proteccién frente al
estrés oxidativo creado por el HxO: (figura 1B articulo 3). Este efecto es
dependiente de la concentracién de polifenoles (figura 2A articulo 3) y de la

concentracion de perdxido de hidrégeno (figura 2B articulo 3).

En el segundo ensayo se ha visto que la proporcién de proteinas
oxidadas en levaduras aumenta en presencia de H2O2 y que el extracto fendlico
de los mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas protege de esta oxidacion

(figura 3 articulo 3).
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En la dltima prueba se ha medido el efecto del extracto fenoélico de los
mostos de uvas pasificadas en la supervivencia de levaduras sometidas a estrés
oxidativo, aumentando ésta considerablemente si las levaduras se crecen en
presencia de mostos (figura 4 articulo 3). Este efecto es dependiente de la
concentracién de fendlicos afiadidos y del tiempo de incubacién con los

mismos.

» Tempranillo

Articulo “Actividad antioxidante in vitro e in vivo de mostos,
hollejos y sus fracciones fendlicas de uvas Tempranillo

pasificadas”

1. Contenido fendlico y actividad antioxidante in vitro
a) Muestras sin fraccionar

La pauta seguida por la composicion fendlica y la actividad antioxidante
de la variedad Tempranillo durante su pasificacién es similar a la descrita para
las uvas Pedro Ximénez. Hay que destacar que la variedad tinta supera en
términos de concentracién fenoélica y de actividad antioxidante a Pedro

Ximénez, diferencia que se va acentuando a medida que avanza la pasificacién.

El contenido en compuestos fenélicos del mosto aumenta con la
pasificaciéon (tabla 2), sobre todo en los primeros estadios por la mayor
actividad del metabolismo fenilpropanoide (Mencareli et al., 2010; Zamboni et
al., 2008), por el efecto de concentracién y por la difusiéon de fenoles del
hollejo. Este tltimo hecho justificaria, en parte, la disminucién paralela

observada en los hollejos.

Igualmente, mientras que la actividad antioxidante aumenta en los
mostos disminuye en los hollejos (tabla 2). Destaca sin embargo, que la relacién
actividad antioxidante/concentracién de compuestos fendlicos se incrementa
en ambas muestras a partir del dia 8 de pasificacién. Este hecho podria deberse
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a que los polifenoles presentes al final del proceso poseen mayor capacidad

antioxidante.

Para comparar la concentraciéon de compuestos fenoélicos y la actividad
antioxidante entre mostos y hollejos, las dos variables se han expresado por kg
de uva (figura 1). Al principio de la pasificacién el contenido fendlico aumenta
en ambas muestras, posiblemente por efecto de los fendmenos de
concentracion y sintesis en respuesta al estrés hidrico y térmico. A partir de los
8 dias (13,7% deshidratacién) de pasificacién dicho contenido disminuye en los
hollejos y aumenta en los mostos, debido probablemente a la difusiéon de los
polifenoles. La actividad antioxidante de mostos y hollejos sigue tendencias
opuestas desde el inicio, aumentando en los primeros y disminuyendo en los
segundos. Destaca que los valores de actividad antioxidante de hollejos superan
a los de los mostos, aun cuando el contenido en compuestos fendlicos llegue a
ser inferior. Este hecho confirma que la respuesta antioxidante de los
polifenoles depende mds de su estructura quimica que de su concentracion

total (Ka"hko"nen et al., 1999; Satue-Gracia et al., 1997).

b) Muestras fraccionadas

En las fracciones obtenidas de los mostos (figura 2), se observa un claro
incremento del contenido fendlico a lo largo de la pasificacidn, a excepcion de
la fraccién IV (procianidinas poliméricas y pigmentos poliméricos) que
disminuye al final de la misma. La fraccién V (antocianos) es la que muestra el
mayor incremento en relacién a su valor inicial. La concentracién de
antocianos depende de distintos factores: 1) mecanismos bioquimicos de
respuesta al etileno (Rizzini et al., 2009); 2) regeneracién de algunos
compuestos con elevada capacidad antioxidante como la malvidina-3-glucésido
y, en menor extension de la peonidina-3-gludsido, a partir de la catequina
(Rossetto et al., 2002); 3) mayor expresion del gen responsable de la sintesis de

la dihidroflavonol reductasa, (Gallop et al., 2002).
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Los valores de actividad antioxidante muestran una evolucién similar a
la descrita para el contenido fendlico de las fracciones (figura 2). Las que mas
contribuyen a la capacidad antioxidante de los mostos son las fracciones V y
IV, respectivamente. Ambas fracciones son las que presentan mayores valores

en la relacién actividad antioxidante por gramo de compuesto fendlico.

Al contrario de lo observado en los mostos, el contenido fendlico de las
fracciones de los hollejos disminuye con la pasificaciéon por los fenémenos de
difusién (figura 3) (Mencarelli et al., 2010). Lo mismo ocurre con la actividad
antioxidante, siendo la fraccién de los antocianos la que contribuye en mayor
medida. La relacién actividad antioxidante/concentracién de compuestos
fendlicos de la fraccion II (catequinas y procianidinas de bajo peso molecular)
aumenta durante la pasificacién, probablemente por una mayor proporcion de
procianidinas, en especial la B2, con gran correlacién con la actividad
antioxidante (Scola et al., 2010). Este pardmetro disminuye en la fraccién V
hasta el dia 11 de pasificacidn, y aumenta hasta el final, lo que podria deberse a
una mayor concentracién de antocianos como la malvidina y la peonidina, con
elevada capacidad antioxidante (Rossetto et al., 2002). De forma paralela podria
aumentar la proporcién de pigmentos poliméricos, explicindose asi la mayor
actividad antioxidante por unidad de concentraciéon de compuesto fendlico de

la fraccién IV al final de la pasificacion.

2. Actividad antioxidante in vivo

Los resultados para los ensayos in vivo con cepas MML44 de levaduras
Saccharomyces cerevisiae sometidas a estrés oxidativo con H202, ponen de
manifiesto que la preincubacién de las células con los mostos y extractos de
hollejos de uvas Tempranillo pasificadas confiere un claro efecto protector. En
el caso de los mostos se observa mas proteccién a los 13 dias, al detectarse una
menor proporcién de proteinas oxidadas (figura 4) y una mayor supervivencia

de las células (figura 5). En el caso de los hollejos la mayor supervivencia
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también se observa con los extractos obtenidos a los 13 dias y la menor alos 5y
8 dias (figura 5). Estos hechos son acordes con los valores de las respectivas

relaciones actividad antioxidante/concentracién de compuestos fenoélicos.

m Conclusiones

- La pasificacion de las uvas provoca un cambio tanto en el contenido
como en la composiciéon de los compuestos fendlicos que se refleja en la
actividad antioxidante, aumentando ésta en los mostos y disminuyendo en los
hollejos. No obstante, la actividad antioxidante de los hollejos siempre es

mayor que la de los mostos.

- La actividad antioxidante de las uvas Pedro Ximénez pasificadas se
debe en mayor medida a las procianidinas poliméricas, aunque en mostos son
las catequinas y procianidinas de bajo peso molecular las que poseen mayor

capacidad antioxidante por gramo.

- Para la variedad Tempranillo pasificada son los antocianos los que mas

influyen en la actividad antioxidante.

- Los ensayos in vivo demuestran que las uvas pasificadas disminuyen la
oxidaciéon basal en levaduras y ademds las protegen del estrés oxidativo

inducido.

m Alcance y contribucidn del capitulo

Los resultados derivados de los ensayos in vitro e in vivo de la actividad
antioxidante de uvas pasificadas han puesto de manifiesto las propiedades

antioxidantes que posee el mosto a partir del que se elabora el vino dulce.

Ademas, existe la posibilidad de aprovechar los hollejos, un subproducto

de la elaboracidn de este tipo de vinos, como fuente natural de antioxidantes en
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la industria vitivinicola o en otras como la agroalimentaria, farmacéutica y

cosmeética.

m Perspectivas futuras

En base a las conclusiones obtenidas estd prevista la realizacién de una
serie de experimentos para continuar investigando el potencial antioxidante de

las uvas pasificadas al sol.

Uno de ellos consistira en obtener un extracto etandlico rico en
actividad antioxidante a partir de los hollejos de uvas pasificadas, para utilizarlo
en la operacién de encabezado tipica de la elaboracién de vinos dulces en la
zona Montilla-Moriles. Se obtendrd asi un vino dulce con elevada capacidad
antioxidante, quedando por determinar cdmo podria afectar este hecho a las

caracteristicas organolépticas.

También se pretenden realizar ensayos in vivo con levaduras con cada
una de las fracciones fenélicas de mostos y hollejos de uvas pasificadas, para
determinar qué fracciéon es la que posee mayor actividad antioxidante. Se
tratara de identificar qué familia de compuestos fenolicos es en mayor medida

responsable de dicha actividad.

Por ultimo, se quiere estudiar el efecto antioxidante, antidiabético y
antiinflamatorio de los mostos y hollejos de uvas pasificadas en ratones Mus
musculus macho de la estirpe recombinante consaguinea C57BL/6] DIO (Diet-

Induced Obesity).
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m Hipotesis

La fermentacion parcial de los mostos de uvas Tempranillo pasificadas
puede dar lugar a un vino dulce de mayor complejidad aromatica que el

elaborado de forma tradicional.

m Objetivos
1) Estudiar la composicién volitil de los vinos elaborados de forma
tradicional y los vinos elaborados por fermentacién parcial.

2) Evaluar sensorialmente los vinos dulces obtenidos por ambos

métodos de elaboracién.
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Lépez de Lerma, N. y Peinado, R.A. Use of two osmoethanol tolerant yeast
strain to ferment must from Tempranillo dried grapes. International Journal
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m Andlisis de resultados

Articulo “Use of two osmoethanol tolerant yeast strain to

ferment must from Tempranillo dried grapes”
1. Pardmetros enoldgicos

Los vinos elaborados a partir de uvas Tempranillo pasificadas segtin el
método tradicional (Franco et al., 2004), poseen las caracteristicas analiticas
tipicas de los vinos dulces de la zona Montilla-Moriles, elevada concentracion
de azucares, valores de pH por encima de 4 y baja acidez titulable (tabla 1).
Acorde con los resultados obtenidos por Garcia-Martinez et al. (2011), la
fermentacién parcial hasta 8% de etanol (v/v) da lugar a un aumento de la
acidez voldtil causado como respuesta al estrés osmotico que sufren las
levaduras al encontrarse en un medio fermentativo con una elevada
concentraciéon de azucares (Caridi et al., 1999). Este hecho se refleja en un
aumento de la acidez titulable. La fermentacién también provoca una
disminucion en el IPT causado por la precipitacién de compuestos fendlicos y

por la adsorcién de pigmentos coloreados por las levaduras.

2. Cinética de fermentacién

Seglin se observa en el grafico adjunto, las levaduras seleccionadas
inician la fermentacién antes que la flora autéctona, poniendo de manifiesto su

osmotolerancia.

La cinética de fermentaciéon es mds rapida también en los mostos
inoculados con levaduras seleccionadas, alcanzando en primer lugar un 8%
(v/v) de etanol los mostos fermentados con la cepa X5. La méxima produccién
de etanol con ambas cepas seleccionadas se alcanzé a los tres dias del inicio de

la fermentacion, mientras que con la flora autdctona fue a los cinco dias.
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3. Compuestos volitiles del aroma

La fermentacion parcial produce en general un aumento de todos los
compuestos del aroma, destacando la produccién de acidos carboxilicos por la
levadura X5 y la producciéon de fenoles voldtiles por la flora autéctona del

mosto (tabla 2).

El contenido en glicerina de los vinos parcialmente fermentados supera
los 15 g/L, esta elevada concentracién tiene su justificacidn en la respuesta de la
levadura al estrés osmotico (Nevoigt et al. 1997; Tofalo et al. 2009). Si bien es
destacable el hecho de que en los vinos elaborados de forma tradicional
presenta un valor medio de 6 g/L (tabla 1). Dado que las uvas estaban en
perfecto estado sanitario, el alto contenido puede deberse al estrés osmotico
sufrido por las células de la baya durante la pasificaciéon. Una consecuencia
indirecta de la sintesis de glicerina es la formacién de compuestos volatiles

como la acetoina, el 2,3-butanodiol y los acidos grasos de cadena corta.

En funcién de los descriptores del aroma de los compuestos volatiles
determinados se han establecido diez series aromadticas, balsimica, disolvente,
dulce, especiada, floral, frutal, grasa, herbacea, lactea y tostada. Para evaluar el

efecto de la fermentacion parcial sobre las series aromaticas y las diferencias
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entre los vinos asi obtenidos, se calcularon los valores relativos de las series
(figura 1). Las mayores diferencias se observan en las series dulce, frutal y
grasa, las cuales son superiores en los vinos obtenidos con las cepas X4 y X5.
Las series especiada y lactea presentan un menor valor en los vinos obtenidos
por fermentacién parcial. Por ultimo, la serie tostada aumenta en el vino
obtenido con flora autéctona y disminuye en los obtenidos con levaduras
seleccionadas. El resto de las series no presenta diferencias significativas entre

las levaduras utilizadas.

4. Analisis organoléptico

El andlisis sensorial de los vinos pone de manifiesto que las muestras
mejor valoradas son las obtenidas tras la fermentacion parcial de los mostos con
levaduras seleccionadas y, aunque estadisticamente no existan diferencias, el

vino mejor valorado es el obtenido con la levadura X4 (figuras 2-4).

m Conclusiones

- Los vinos dulces obtenidos por fermentacién parcial del mosto de uvas
pasificadas presentan un mayor contenido en compuestos volatiles, siendo mas

complejos aromaticamente que los elaborados de forma tradicional.

- Todos los vinos dulces son calificados organolépticamente al menos
como aceptables, siendo el obtenido por fermentacién parcial con la cepa X4 el

mejor valorado.

m Alcance y contribucién del capitulo

La elaboracién de vinos dulces a partir de la variedad Tempranillo
pasificada por el método tradicional podria dar salida al actual excedente de

produccién en la zona de estudio.
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Por otro lado, la fermentacién parcial de los mostos de uvas Tempranillo
pasificadas hasta un 8% de etanol (v/v) da lugar a vinos dulces con
caracteristicas organolépticas diferentes a los elaborados de forma tradicional,
con lo cual se podria ampliar la variedad de vinos dulces disponible en el
mercado. Esto serfa una marca de distincién de la D.O.P. Montilla-Moriles en
relacién con otras denominaciones que también producen vinos dulces a partir
de uvas pasificadas. Esta fermentacién parcial permitiria ademas calificar los

vinos resultantes como Vinos Dulces Naturales,

Por ultimo, dado que la elaboracién tradicional supone alcoholizar los
mostos hasta un 15% de etanol (v/v), permitiria disminuir el volumen de

alcohol a afiadir reduciendo los costes de produccion.

m Perspectivas futuras

Un vez que los resultados han puesto de manifiesto que la variedad
Tempranillo pasificada da lugar a vinos dulces de elevada calidad
organoléptica, el siguiente paso seria someterlos al sistema de crianza oxidativa
caracteristico de la zona Montilla-Moriles. En relacién a esto, podria estudiarse
una posible aceleracién de la crianza mediante tratamientos térmicos unidos a
la presencia de virutas de madera de roble. De esta forma, se reducirian los
costes ocasionados por la elevada mano de obra necesaria y la gran cantidad de

vino inmovilizado necesarios para mantener el sistema de criaderas y solera.
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