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l. RESUMEN, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Esta tesis se ha realizado en la Escuela de Ingenierias Agrarias de Palencia y se enmarca dentro de la linea
de investigacion del grupo UVaMOX con el principal objetivo de mejorar la calidad de vinos tintos de Castilla y
Ledn mediante el empleo de nuevas practicas enolégicas como la microoxigenacién y la permanencia de los
vinos en contacto con diferentes maderas de roble (tamafio, origen y tostado). Se ha centrado especialmente
en su efecto sobre la mejora del color y la estructura de los vinos a lo largo de su periodo de crianza en
madera y su estancia en botella, a fin de mejorar la estabilidad y por consiguiente, la vida util de los vinos.

Entre los parametros que definen la calidad de un vino se encuentran aspectos como el color y la estructura,
ya que sensorialmente son atributos evaluados en la degustacién, convirtiéndose en pardmetros
fundamentales en la valoracion final del vino. Estos criterios han propiciado un aumento espectacular de la
investigacion en este campo para conocer los compuestos responsables de tales mejoras organolépticas, y
asi dominar los factores que condicionan el color y la estructura de los vinos. Esto ha conducido al desarrollo
de nuevas practicas enologicas que permiten obtener vinos con mayor contenido en compuestos
responsables de la estabilidad del color y del aumento de la estructura para lograr asi vinos con una larga
longevidad.

Los estudios realizados a lo largo de los ultimos diez afios, ponen de manifiesto que los compuestos fenolicos
son los principales responsables de las caracteristicas cromaticas y estructurantes de un vino tinto,
participando en procesos de hidrolisis, condensacion, polimerizacion y copigmentacion, procesos vinculados a
la calidad de los vinos. En estas reacciones juega un papel fundamental la incorporacién de sustancias
fendlicas provenientes de la madera y el aporte de oxigeno, procesos habituales ocurridos en un vino durante
su estancia en barrica. Sin embargo, cuando se pretende simular la permanencia de un vino en barrica, es
fundamental conocer las sustancias que entran en juego en el proceso y la cantidad de oxigeno necesario,
porque de lo contrario el efecto puede ser negativo sobre las caracteristicas sensoriales del vino final, debido
a un aumento excesivo de sustancias aportadas por la madera o por potenciar fenémenos de degradacién
oxidativa.

La coexistencia en el mercado de vinos criados en barrica y de vinos tratados con trozos de madera y aportes
de oxigeno ha sido autorizada por la Union Europea en el reglamento (CE) N° 2165/2005 de 20 de Diciembre
de 2005 donde se regula la utilizacién de trozos de madera de roble en la elaboracién de vinos, y en el
reglamento (CE) N° 1507/2006 del 11 de Octubre de 2006 donde se definen las normas para la utilizacién de
trozos de madera en la elaboracion de vinos y las condiciones de etiquetados de los mismos. La aparicion en
el mercado de estos sistemas de envejecimiento hace que sea necesario estudiar su evolucidn y aportacién a
los vinos para conocer la influencia del sistema empleado sobre las diferentes caracteristicas del mismo.
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Por todo ello, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar las caracteristicas de los vinos tintos
y sus modificaciones cuando son sometidos a envejecimiento alternativo (productos de roble y dosis de
oxigeno) frente al tradicional envejecimiento en barricas de roble, analizandose vinos elaborados de variedad
Tinto del Pais y Tinta de Toro.

Para lograr este objetivo principal se han establecido una serie de objetivos parciales entre los que destacan:

o Estudiar la influencia del tipo de madera (tamafio de los trozos y origen geografico con o sin aporte
de oxigeno) en los componentes fendlicos de varios vinos tintos de la variedad Tempranillo; principal
en Castilla y Leon.

e Supervisar la variacion de algunas caracteristicas cualitativas y cuantitativas de vinos tintos
envejecidos en distintos sistemas’, frente al empleo de barricas.

o Evaluar las diferencias fenolicas y organolépticas existentes en el vino envejecido bajo los distintos
sistemas, centrados en el control de las diferentes astillas empleadas.

e Se pretenden encontrar las variables analiticas que permitan diferenciar a los vinos envejecidos en
sistemas alternativos frente a barricas y también definir, de entre los sistemas de envejecimiento
alternativo estudiados, el que mejor permite alcanzar las caracteristicas propias de un vino
envejecido en barrica, pero en un tiempo menor y con menores costes.

La consecucion de estos objetivos continué mediante el estudio de la evolucién de los vinos durante su
estancia en botella.

' Entendiendo como sistema de envejecimiento a aquel que se lleva a cabo en depésitos de acero inoxidable con trozos

de madera (astillas o tablones) con o sin oxigeno.
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Il. PLAN DE EXPOSICION

Esta Tesis Doctoral se plantea bajo el formato de capitulos independientes que abordaran aspectos
importantes del envejecimiento de vinos tintos con sistemas alternativos a la barrica de roble. De manera
general para enlazar todos los capitulos se incluye una introduccién que sitta el estado del conocimiento,
analizando en profundidad los estudios de otros investigadores y justificando la experimentacion realizada.
También se incluye una descripcion de los experimentos desarrollados, con una breve exposicién de las
conclusiones y la bibliografia consultada. Cada capitulo recoge la presentacién y discusion de los resultados
mas relevantes, y al final se muestran los articulos publicados y la participacién en congresos fruto de este
trabajo.

CAPITULO 1: Importancia del sistema de envejecimiento (barricas, astillas y tablones de roble americano,
francés y hingaro) en la composicion antocianica y color de los vinos tintos. Evolucion en madera y en
botella. Capitulo centrado en la evaluacion del efecto del tamafio del producto y su origen en las propiedades
del vino tinto de la DO Cigales, en comparacién con el mismo vino envejecido en barricas fabricadas con las
mismas maderas que los alternativos.

CAPITULO 2: Efecto de la dosificacion de oxigeno en las caracteristicas fendlicas de los vinos elaborados con
la variedad tempranillo y tratados con astillas de roble francés. Capitulo centrado en el analisis del efecto de la
adicion o no de oxigeno en las propiedades de los vinos tintos tratados con astillas de roble francés y tostado
medio.

CAPITULO 3: Efecto del tipo de tostado y momento de adicién de las astillas junto a microoxigenacion en las
caracteristicas fendlicas de los vinos tintos. Capitulo centrado en evaluar la importancia de la gestién de la
adicion de las astillas al vino, tanto en la eleccion de la mezcla de astillas de diferentes tostados para
conseguir un tipo de tostado como el momento de la adicién al vino, su efecto en las propiedades de los vinos
tintos tratados con astillas y microoxigenacion.

La parte experimental se ha desarrollado en la E.T.S. Ingenierias Agrarias, concretamente en la sala de
crianza en la que se han envejecido vinos tintos de diferentes denominaciones de origen de Castilla y Ledn
bajo diversas condiciones. Se han empleado sistemas alternativos de envejecimiento (trozos de madera de
diferentes origenes geogréficos, tamafios y tostados), en algunos casos se ha afiadido oxigeno y en otros no,
pero todos ellos se han comparado con el envejecimiento tradicional de cada vino en barricas de diferentes
origenes geograficos y tostados. El montaje y control de los sistemas de envejecimiento ha sido posible
gracias a la colaboracion del profesor Ignacio Nevares del departamento de Ingenieria Agricola y Forestal. El
seguimiento y andlisis de los vinos se ha llevado a cabo en el Departamento de Quimica Analitica de la
misma Escuela perteneciente a la Universidad de Valladolid.



Plan de exposicién



Antecedentes

lll. ANTECEDENTES



Antecedentes

10



Antecedentes

lll. ANTECEDENTES

Actualmente, los criterios de calidad buscados por el consumidor y los expertos vitivinicolas han llevado a
los vinos tintos a un profundo cambio demandandose vinos con mas color, cuerpo y estructura. Ello
implica cambios en el proceso de elaboracion y envejecimiento de los vinos, realizando nuevos procesos
con el conocimiento de las reacciones quimicas que tienen lugar durante la conservacion del vino. Lo
fundamental es ser capaz de adaptar el producto a cambios que permitan elaborar vinos con menor coste
y méxima calidad, mas competitivos en épocas de crisis econdmica en las que el consumidor es més
exigente con la calidad y el precio del producto adquirido.

ll.1. D.O. CIGALES Y D.O. TORO

Los vinos estudiados en el proceso de envejecimiento y conservacion procedieron de la DO Cigales y la
DO Toro. El Reglamento que dio origen a la Denominacién de Origen Cigales fue aprobado en 1991. Esta
denominacion se localiza a ambos margenes del rio Pisuerga. Con una altitud media de 750 metros y
comprende desde parte del término municipal del Pago El Berrocal (Valladolid), hasta el palentino de
Duefias. Presenta un clima continental con influencia atlantica, con fuertes oscilaciones térmicas, tanto
durante el dia como a lo largo del afio. Caracterizado por su irregularidad pluviométrica y su fuerte sequia
estival. Los inviernos son prolongados con heladas y nieblas frecuentes y predominio de vientos Poniente
y Abrego. La precipitacion media anual es de aproximadamente 400 mm. El suelo tiene una estructura
granular débil, de fina a media, con escasa pedregosidad y carente de materia organica (0,7-1,6 %).
Apoyandose sobre arcillas, margas y a veces arenas y gravas, con contenido en caliza muy variable. La
principal variedad tinta presente en la Denominacion es la denominada Tinto del Pais o Tempranillo que
alcanza el 83 % del total de produccién, empleada tanto para la elaboracion de vinos tintos como para la
elaboracién de rosados de calidad, estos segundos han llevado a la fama a esta Denominacién por su
potencial aromatico y color. La variedad Garnacha ocupa un 10,5 % del volumen total, seguida de
Verdejo con un 2 %, y Albillo con un 1 %. EI 3,5 % restante corresponde a una mezcla de variedades.

La ORDEN AYG/1197/2011, de 22 de septiembre de 2011, por la que se aprueba el Ultimo Reglamento
de la denominacién de origen Cigales y de su Consejo Regulador ha determinado el método de
envejecimiento de los vinos asi como los tiempos reconocidos para las diferentes menciones,
estableciendo que los vinos deberan envejecerse en barricas de madera de roble con capacidad méxima
de 330 L. Pudiendo emplearse la mencién Crianza para vinos con un minimo de 6 meses en barrica y un
tiempo total minimo de 24 meses de envejecimiento. Para la mencion Reserva deberan permanecer los
vinos un tiempo minimo de 12 meses en barrica con un periodo de 36 meses como minimo de
envejecimiento total y se permite emplear la mencion Gran Reserva cuando el vino permanece un tiempo
minimo de 24 meses en barrica, siendo su estancia minima total entre barrica y botella de 60 meses.
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La denominacién de origen Toro fue reconocida como tal en 1987. Se encuentra situada al sudeste de la
provincia de Zamora, y comprende parte de las comarcas naturales de Tierra del Vino, Valle del Guarefa
y Tierra de Toro y linda con los paramos de Tierra del Pan y Tierra de Campos. Esta caracterizada por un
clima continental extremo con influencias atlanticas, de caracter arido. Las precipitaciones anuales son
escasas oscilando entre los 350 y 400 mm. Estas condiciones climéticas, junto con el extremado frio en
invierno, el gran numero de horas de sol, impregnan el caracter de la zona en los vinos. El efecto de 4
rios (Rio Duero, el mas importante, Rio Guarefia, Rio Talanda y Rio Hornija) ha producido un terreno
suavemente ondulado con pendientes muy ligeras, oscilando la altitud entre 620 y 750 metros y sin
problemas de orientacion en las altiplanicies donde se asientan las plantaciones. El suelo esta formado
por sedimentos de areniscas, arcillas y pudingas calizas pliocénicas, que en superficie originan suelos
pardos calizos sobre material no consolidado. Son suelos arenosos y ligeros aumentando en profundidad
el contenido en elementos finos, faciles de trabajar, calientes (buen drenaje), bien aireados y que ayudan
a adelantar la madurez. La estructura de estos suelos permite facilmente la penetracion en profundidad
de las raices, compensando la escasez de precipitaciones. La variedad autéctona es la denominada Tinta
de Toro, cuyas caracteristicas ampeleograficas se asemejan al Tempranillo o Tinto Fino, pero que
enclavada en la zona desde hace varios siglos, la identifican como una variedad propia y diferente a sus
semejantes.

El Consejo Regulador ha establecido unos tiempos de envejecimiento en barrica de roble de 6 meses
para los vinos amparados bajo el concepto de Crianza, completando su envejecimiento en botella hasta
los 24 meses, de 12 meses en barrica de roble y un total de 36 meses para la mencion Reserva y de 18
meses de envejecimiento en barrica de roble y un total de 60 meses para el concepto de Gran Reserva.
La escasa permanencia de los vinos en barrica para la mencién Crianza ha sido motivada por la gran
concentracion en componentes como el color y la estructura que presentan los vinos elaborados con la
variedad Tinta de Toro, permitiendo acortar los tiempos de permanencia en barrica y prolongando el
tiempo en botella hasta un tiempo global establecido para todas las denominaciones de origen de Castilla
y Ledn. Esta teoria ha sido abalada por la mayoria de los elaboradores para suavizar el efecto astringente
de los vinos, ayudado por los fenémenos de condensacion y polimerizacién de los taninos en un medio
reductor, como es la botella.

Hay que destacar que ambas denominaciones, Cigales y Toro, no han contemplado en sus reglamentos
el empleo de sistemas alternativos al envejecimiento de los vinos, en los que no participe como envase la
barrica de roble, aunque tampoco han mencionado cémo gestionar su empleo.

lil.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos son de particular importancia en las caracteristicas y calidad del vino tinto,
permitiendo dar respuestas a los procesos que se dan en el envejecimiento de los vinos considerandose
esenciales en la evolucion de los mismos. Por ello, el estudio de estos compuestos, unido al desarrollo de
técnicas precisas, han permitido su identificacion, cuantificacion y evolucién, pero antes de determinar las
caracteristicas de dichos compuestos, a continuacién se ha establecido una breve clasificacion de los
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mismos, asi como su estructura quimica y las posibles interacciones que surgen a lo largo de su
evolucién.

lll.2.1.Localizacion y asociaciones de los compuestos fenélicos en la naturaleza

La forma mas frecuente de encontrar los compuestos fenélicos en los vegetales es en forma de
mondmeros, oligomeros y polimeros, mientras que su presencia en tejidos animales esta relacionada con
el consumo e ingestion de alimentos vegetales (Andary, C. et al., 1997). Las principales funciones de
estos compuestos en las células vegetales son, por una parte, la de actuar como metabolitos esenciales
para el crecimiento y reproduccion de las plantas y, por otra, como agentes protectores frente a la accién
de patogenos, siendo secretados como mecanismo de defensa (Butler, L.G., 1992).

Los polifenoles se han encontrado en las plantas en forma conjugada con uno o0 mas residuos de azlcar
unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se han podido producir uniones directas entre
una molécula de azucar y un carbono aromatico. Por ello, la forma mas comin de encontrarlos en la
naturaleza ha sido en forma de glucésidos, siendo solubles en agua y solventes organicos (Shahidi, F. et
al., 1995). Los azlcares asociados a los polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso
oligosacaridos. Destacando uniones con glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa y é&cidos
glucurdnico y galacturénico. También pueden encontrarse unidos a gcidos carboxilicos, acidos organicos,
aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos. (Bravo, L., 1998).

ll.2.2.Estructura quimica

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo benceno
con uno o0 mas grupos hidroxilos (-OH) y una cadena lateral funcional (-R), que incluye derivados como
ésteres, metilésteres, glucosidos, etc (Tsimidou, M., 1998) que resultan de las sustituciones de la
estructura base (Flanzy, C., 2000) figura 1.

OH

R

Figura 1: Estructura basica de los compuestos fendlicos (Sanchez, M., 2007)

La naturaleza de estos compuestos varia desde moléculas simples, como los acidos fenolicos, hasta
compuestos altamente polimerizados, como los taninos. En su mayoria son potentes antioxidantes debido
a su estructura quimica, ya que son excelentes donadores de protones o electrones (Kinsella, J.E., 1993).
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l1l.2.3.Clasificacion, propiedades quimicas y localizacion

Su clasificacion incluye tanto a los compuestos originales de la uva, que persisten en el vino, como a
nuevos compuestos generados como resultado del proceso de vinificacion y envejecimiento en barrica y
botella. Existen diversas clasificaciones, pero la mas habitual es la que designa a los compuestos por su
estructura. En esta tesis se ha optado por seguir la clasificacion adoptada por Frankel, E.N. et al. (1996) y
Hertog, L. et al. (1993), basada en la distincion entre compuestos no flavonoides y flavonoides,
constituida cada una de ellas por diferentes subfamilias de compuestos. Asi entre los compuestos
fendlicos no flavonoides se han clasificado los acidos fendlicos, los estilbenos y los taninos
hidrolizables. Para el grupo de los compuestos fenélicos flavonoides la clasificacion se hace mas
compleja en funcion del nimero de unidades flavanol elementales, pudiendo clasificarse en flavonoles,
flavanonoles, flavonas, antocianos o antocianidinas, flavanoles, flavan-3-oles o catequinas, procianidinas
diméricas, oligoméricas o poliméricas (taninos condensados).

.2.3.1.  Compuestos fendlicos no flavonoides

El grupo de compuestos no flavonoides abarca a los &cidos fendlicos, pero también a otros derivados
como los estilbenos y los taninos hidrolizables. Suelen formar combinaciones de tipo éster o éter, y a lo
largo del proceso de maduracién de la uva, elaboracién y conservacién del vino sufren fendmenos de
hidrélisis, por lo que se pueden encontrar tanto en estado libre como combinado (Gil, M. et al., 1997)

.2.3.1.1. Acidos fendlicos

La estructura basica de los acidos fendlicos es un anillo aromatico con un grupo carboxilico sustituido en
las dos posiciones, meta- (respecto al grupo acido) y en posicién para- (figura 2). Se distinguen dos
familias distintas de &cidos fendlicos, la serie benzoica (si el grupo carboxilico esta directamente enlazado
al anillo aromatico) y la serie cinamica (si el grupo carboxilico estd enlazado a él a partir de un

sustituyente 2—propanilo).
| |o
R
Rs oH s X7 OoH

R R Ry R,
Figura 2: Estructura quimica de los &cidos fendlicos

En el caso de los &cidos benzoicos, sus combinaciones son poco frecuentes, al contrario de lo que ocurre
con los &cidos cinamicos, que se han encontrado combinados con oftras moléculas, hidroxiacidos,
azlcares y otros compuestos fenélicos (como antocianos y otros flavonoides) formando heterdsidos
(Pefia-Neira, A., 1998). Los acidos fendlicos son importantes desde el punto de vista del color, ya que
éstos pueden oxidarse y como consecuencia pardear el vino. Ademas, estos compuestos pueden
participar como copigmentos (Brouillard, R. et al, 1991; Darias-Martin, J. et al, 2001), y por tanto contribuir
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al fendmeno de la copigmentacion. Estos acidos se pueden encontrar en el vino bajo formas
esterificadas, combinaciones heterosidicas y libres, como consecuencia de la hidrélisis de sus formas
esterificadas durante la vinificacion (Cheynier, V. et al, 2003) o como consecuencia de la degradacion de
las antocianinas bajo la accién del calor (Galvin, C., 1993).

Como ya se ha indicado anteriormente, los derivados del acido benzoico son fenoles sencillos con un
grupo carboxilo como sustituyente. Se conocen siete acidos benzoicos (figura 3), entre éstos los
principales son el gélico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico, vanillinico, siringico, salicilico y gentisico.
Segun Alonso, M. (1995), el acido p-hidroxibenzoico, vanillinico, siringico y gentisico pueden derivar de
los acidos galico, protocatéquico y salicilico, asi por ejemplo, el acido vanillinico puede derivar del acido
protocatéquico por accion de una ortometiltransferasa.

R: R3 R4 Rs
Acido galico H OH OH OH
ﬁ Acido p-hidroxibenzoico H H OH H
Rg OH Acido protocatéquico H OH OH H
Acido vanillinico H OCHs OH H
R; R, Acido siringico H OCHs OH OCHs
Rs Acido salicilico OH H H H

Acido gentisico OH H H OH

Figura 3: Estructura quimica de los acidos benzoicos

A diferencia de los anteriores los derivados del acido cinamico son portadores de una cadena lateral
insaturada. Se pueden presentar en las dos formas isémeras cis y trans, debido al doble enlace que
poseen en esa cadena lateral (Pefia-Neira, A., 1998). Las formas cis son susceptibles de ciclarse para
dar cumarinas, mientras que los isdmeros trans son mas estables, por esta razon aparecen en la
naturaleza en mayor proporcién (Flanzy, C., 2000). Raramente se encuentran libres, ya que por regla
general se hallan presentes en forma de derivados. Normalmente se encuentran esterificados con
azlcares, acidos organicos, diferentes alcoholes (Sanchez, C., 2001), antocianos y acido tartarico. Asi
por ejemplo, el acido caféico se encuentra esterificado con el acido quinico dando lugar a los acidos
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico (Belitz, D. et al., 1988). Las cumarinas y
las isocumarinas se encuentran generalmente en forma de glicosido (Bravo, L., 1998), los acidos p-
cumarico y caféico, estdn muy implicados en la acilacion de los sustitutos glucosidos de los antocianos
(Flanzy, C., 2000), mientras que los cromonoles son menos conocidos y se forman a partir de las
antocianidinas ante incrementos del pH del medio (Belitz, D. et al., 1988). Los &cidos cindmicos mas
conocidos son p-cumarico, caféico, ferdlico y sinapico, mostrados en la figura 4.

(0] Rz R3 R4 Rs
Rs I Acido p-cumarico  H H OH H
N OH Acido caféico H OH OH H
Acido ferdlico H OCHs OH H

R4 R, L
Acido sinapico H OH OH OH

Figura 4: Estructura quimica de los acidos cinamicos
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.2.3.1.2. Estilbenos

Se han descrito unas 200 estructuras diferentes de estilbenos. Estas estructuras se encuentran en gran
numero de especies vegetales, localizandose principalmente en la médula del tronco de especies
arbéreas. En las uvas se encuentran mayoritariamente en la piel y pepitas de las mismas. Estan formados
por dos anillos bencénicos unidos por una cadena etanol o eventualmente etileno. La forma molecular
mas extendida de este grupo es el resveratrol, muy caracteristico de las familias Pinaceae y Vitaceae y
cuya estructura se representa en la figura 5, junto con el resto de los compuestos estilbenos conocidos en
estas familias.

R R: Rs

Resveratrol OH H OH

Piceida OGlc H OH

Astringina 0OGlc OH OH
Resveratrolosido OH H OGlc

Picetanol OH OH OH

OH
Figura 5: Estructura quimica de los estilbenos

.2.3.1.3. Taninos hidrolizables

El estudio de este grupo ha tenido un gran avance en quimica y bioquimica desde 1989 con los trabajos
de los grupos de Haslam, E. (1989) de manera que hoy se han elucidado las estructuras de mas de 750
nuevos taninos hidrolizables (figura 6). Su obtencién es mayoritariamente de la madera de roble.

Se caracterizan por la acumulacién, en una misma molécula de tamafio moderado, de un ndmero
substancial de grupos fendlicos, algunos de los cuales estan asociados con orientacién O—dihidroxi 0 O-
trihidroxi dentro del anillo fendlico (Haslam, E., 1989). Tienen como nucleo central un alcohol polihidrico
como la glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o completamente, bien con el
acido galico o bien con el acido elagico, formando galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Tras la
hidrolisis con acidos, bases o ciertas enzimas, los galotaninos proporcionan glucosa, acido galico (Chung,
KT. et al, 1998), y &cido eldgico. Los taninos elagicos o elagitaninos son ésteres del &cido
hexahidroxidifénico y un poliol, generalmente glucosa. Se llama asi porque tras hidrélisis en medio &cido
y alcalino produce &cido elagico, insoluble en agua.
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Figura 6: Estructura quimica de los taninos hidrolizables

.2.3.2.  Compuestos fendlicos flavonoides

Se puede considerar como el grupo méas importante en las caracteristicas del color de un vino. Los
flavonoides estan caracterizados por un esqueleto a base de 15 atomos de carbono (C6-C3-C6) con 2
anillos aromaticos (A y B) unidos por una cadena de 3 atomos de carbono que forman parte, junto con un
atomo de oxigeno, de un anillo heterociclico C (pirano heterociclico), condensado con el anillo A (Kovac,
V. etal., 1994), que pueden poseer varios grupos hidroxilo (OH) unidos a esta estructura de anillos (figura
7).

Figura 7: Esqueleto com(n del difenilpirano de los flavonoides (Sanchez, M., 2007)

Se han descrito mas de 4000 flavonoides (C6-C3-C6) diferentes ubicados en el metabolismo secundario
de las plantas que se clasifican en varias familias segiin cambios en su estructura basica. Se distinguen
por el grado de oxidacién de su nucleo primario (C3), (Merken, H.M., 2000) pudiendo ser divididos en las
siguientes subclases: flavonoles y flavonas, flavononoles y flavononas, antocianos o antocianinas y
flavanoles los cuales se pueden subdividir en catequinas, procianidinas dimeras, oligoméricas y
leucoantocianos. Dentro de cada familia los compuestos se diferencian por el numero y la localizacion de
los grupos hidroxilos y metoxilos presentes en el anillo B. Ademas, estas estructuras basicas pueden
presentar O-glicosilacion, y estos glicdsidos a su vez pueden encontrarse acilados o no.
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.2.3.2.1. Flavonoles y flavonas.

Estos compuestos pueden ser identificados claramente por la existencia de un grupo carbonilo en C4. El
estado de oxidacion, la sustitucion del anillo heterociclico y la posicién del anillo B son importantes para
clasificar los compuestos que pertenecen a este grupo (Garcia, B., 2005) (figura 8). Los flavonoles se
pueden encontrar libres o esterificados con glucosa. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos se
encuentran como C—glicosilados en posicion 6 u 8. A su vez, los azlcares pueden ser sustituidos por
residuos acilo (malonato, 4-cumarato, cafeoato, ferulato) (Garcia, B., 2005).

R1 R: Rs

Miricetina OH OH OH
Quercetina OH H OH
Kaempferol H H OH

Isoramnetina OCHs H OH

Figura 8: Estructura quimica de los flavonoles y flavonas

1.2.3.2.2. Flavononoles y Flavononas.

Estos compuestos presentan una estructura muy similar a la de los flavonoles (Cheynier V., 2000b),
Unicamente difieren en su estructura quimica en el doble enlace que no poseen los flavononoles y
flavononas en el heterociclo. Segun el grado de oxidacién de la molécula pueden distinguirse diferentes
tipos de compuestos, entre los cuales puede haber interconversidn (figura 9).

Figura 9: Interconversion entre un flavononol y una flavonona

11.2.3.2.3. Antocianos o antocianinas

La diferencia principal entre los antocianos y los flavonoles es que los primeros no poseen ningin grupo
carbonilo en posicion C4. Su estructura corresponde a dos ciclos bencénicos unidos por un heterociclo
oxigenado, insaturado y catiénico (el cation flavilium) que deriva del ndcleo 2- fenil-benzopropilo
(Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). La estructura basica de los antocianos se ha presentado en la figura
10, donde también se han indicado los diferentes nombres que reciben estos compuestos segun sean las
sustituciones Ry y Ro. Los antocianos se diferencian entre si por sus niveles de hidroxilacién, y de
metilacién, por la naturaleza, el nimero y la posicién de las osas unidas a la molécula, asi como de los
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acidos que esterifican los azucares (Flanzy, C. 2000). Esa esterificacion de los azucares es en su
posicion 6 y los diferentes &cidos son principalmente acido acético, p-cumérico, y caféico (Cheynier, V.,
2000b). También pueden encontrarse estructuras que estén esterificadas en otros carbonos diferentes al
C3, y combinarse con los taninos (Escribano, M. T., 1993). Estos compuestos son pigmentos vegetales
que representan una parte importante de los flavonoides de la uva tinta. Son responsables del color rojo
azulado del hollejo de las uvas tintas y por tanto contribuyen de manera importante al color del vino tinto
(Ribéreau-Gayédn, P., 1964; Glories, Y., 1984a).

Bajo la forma heterosidica (antocianina) estas moléculas son mas estables que bajo su forma aglicona
(antocianidina) (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Rs R: Rs
Delfinidin-3-glucésido OH OH H
Cianidin-3-glucosido OH H H
Petunidin-3-glucésido ~ OCH3 OH H
Peonidin-3-glucdsido OCH3 H H
Malvidin-3-glucésido OCH3 OCH3 H
OH Acido p-
Cumaratos .
cumarico
OR3 Acetatos Acido acético
Cafeoatos Acido caféico

Figura 10: Estructura quimica de los antocianos.

En las uvas de Vitis vinifera y en los vinos correspondientes, se han identificado antocianos
monoglucosidos y acilados, por medio de la esterificacién de la glucosa con el &cido p-cumarico, con el
acido caféico y con el &cido acético (Gonzélez, M. L. et al., 1990; Mazza, G. et al., 1993) (figura 10).
Ademas, se ha continuado con la identificacion de nuevos pigmentos derivados de las reacciones de
condensacion, polimerizacion y cicloadicion de los antocianos con otros compuestos (Bakker, J. et al,
19973a; Revilla, I. et al., 1999b; Mateus, N. et al., 2001; Atanasova, H. et al., 2002; Vivar-Quintana, A. M.
etal., 2002; Wang, H. B. et al., 2003).

El color de los compuestos antocianicos depende principalmente de pardmetros exégenos como el pH, el
nivel de SO, la temperatura, la presencia de iones metalicos, los niveles de oxigeno, o los de acido
ascérbico; asi como de otros intrinsecos como el azucar unido a la aglicona, las sustituciones del anillo B
(hidroxilacion y metoxilacion), la acilacion, etc. Ademas, es influenciable por la presencia de otros
compuestos que pueden actuar como copigmentos o con los que interaccionan dando lugar a
compuestos mas estables (Sanchez, M., 2007), incluso ejercen un efecto protector sobre ciertos tioles
volatiles afrutados (Murat, M. et. al., 2003).
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11.2.3.2.4. Flavanoles.

Los flavanoles representan una familia compuesta por las diferentes formas isoméricas de la catequina y
sus polimeros (Cheynier V., 2000b) (figura 11). Teniendo en cuenta la gran reactividad de los flavanoles
se sabe que éstos se condensan entre si y aunque no existen formas glicosiladas como las antocianinas,
los flavanoles pueden estar unidos en la uva a polisacaridos y ser extraidos como tales en el vino
(Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Dentro de este grupo se encuentran los flavan 3-oles o catequinas, las
procianidinas dimeras, oligémeras y los taninos condensados.

OH
OH R
Flavan-3-ol o catequina H
HO 0 Flavan-3,4-diol o procianidina monémero OH

OH

OH R
Figura 11: Estructura quimica de los flavanoles y procianidinas mondmeras

111.2.3.2.5. Flavanos 3-oles (monémeros flavanoles), Catequinas o Flavan-3-
oles

Existe una amplia manera de nombrar a estos compuestos aunque su clasificacion se basa en que su
estructura basica posee dos ciclos bencénicos unidos por un heterociclo oxigenado saturado (Ribéreau-
Gayon, P. et al. 1998). La presencia de numerosos grupos hidroxilo fenélicos confiere a estas moléculas
diversas propiedades de interés: forman quinonas por oxidacion; sus grupos funcionales interaccionan
con otros grupos funcionales polares de proteinas y de oligosacaridos formando complejos con ambos;
forman quelatos con cationes metalicos si la molécula posee un ortodifenol en el anillo B; ademas, debido
a su caracter nucledfilo las catequinas pueden sufrir reacciones de condensacion con aldehidos en medio
acido (Kovac, V. et al., 1994).

R, R1 R2 R3
OH (+)-Catequina H H OH
(-)-Epicatequina H OH H

OH (+)-Galocatequina OH H OH
(-)-Epigalocatequina OH OH H

Figura 12: Estructura quimica de los flavanoles monémeros de la uva
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La (+)-catequina, la (-)-epicatequina, la (+)-galocatequina y la (-)-epigalocatequina representadas en la
figura 12, son los flavan—-3-oles més comunes y suelen ser denominados como catequinas, aunque en el
vino como en la naturaleza, predominan las dos primeras. Constituyen la base de los principales grupos
de taninos condensados (de los procianidoles o procianidinas las dos primeras catequinas y de los
prodelfinidoles las dos Ultimas) (Escribano, M. T., 1993). El resto de compuestos con estructura flavan—-3—
ol presentan una distribucién mas restringida. Generalmente, las catequinas monoméricas no son
incluidas dentro del grupo de los taninos, ya que casi no interaccionan con proteinas o0 no poseen esta
propiedad (Lea, A. G. H., 1979; Gonzalez, M. L., 1989; Escribano, M. T., 1993).

Por catequina se entiende el 5, 7, 3', 4’ tetraoxiflavan-3-ol con férmula bruta CsH140s. EI compuesto
presenta dos centros de asimetria y, por tanto, puede dar lugar a cuatro formas opticamente activas y a
dos formas racémicas: se tiene la serie de las catequinas y de las epicatequinas (Bourzeix, M., 1986;
Gonzalez, M. L., 1989).

En cuanto a la distribucion espacial de estos compuestos, el heterociclo central de los flavanos esta
saturado y no esté en el plano. El oxigeno en posicidn 1y el C4 estan en el plano el anillo bencénico A. El
C2 puede estar por encima o por debajo de este plano. Los espectros de infrarrojos confirman que hay
fuertes uniones hidrégeno entre el OH en posicion 3 (axial) y el oxigeno del heterociclo en el caso de la (-
)-epicatequina y de la (+)-catequina (Ribéreau-Gayon, P., 1968).

111.2.3.2.6. Procianidinas diméricas o dimeros

Los dimeros son las procianidinas mas sencillas, siendo Utiles para definir el estudio de estructuras de
mayor grado de polimerizacion. Existen dos tipos de dimeros, segun el tipo de enlace existente entre las
unidades de condensacién. Los dimeros mas distribuidos en la naturaleza y mas abundantes en la uva y
el vino son aquellos formados por la condensacién de dos unidades de catequina unidas por enlaces C4-
C6 6 C4-C8 (dimeros del tipo B). En este tipo de dimeros, cuya estructura se representa en la figura 13,
el enlace interflavanico de tipo C4-C8 esta favorecido respecto al C4-C6. La estructura presentada por el
dimero muestra cinco centros de asimetria que pueden dar lugar tedricamente a 32 formas dpticamente
activas. Los primeros dimeros caracterizados han sido la procianidina B1, B2, B3 y B4 (Haslam, E.,
1989).

Ademas de estas procianidinas diméricas de tipo B, existen otras denominadas de tipo A, en las que junto
con el enlace C4-C8, presentan un segundo enlace interflavanico de tipo éter C2—-C7, como se aprecia
en la figura 14. Estos dimeros, por tratamiento en medio acido, ademas de cianidina, forman un segundo
pigmento antocianico, debido a la rotura de la unidad flavan-3- ol superior (Escribano, M. T., 1993;
Martinez, . et al., 2000).
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OH R,
OH
+
HO 0]
AN R,
OH = HO
e} OH
OH
OH © OH
ORj
OH
Figura 13: Estructura de una procianidina de tipo B. Figura 14: Estructura de una procianidina tipo A.
1.2.3.2.7. Procianidinas oligoméricas

Se conocen mas de 30 compuestos oligoméricos que constan de 3 a 5 unidades. Los compuestos de
grado de polimerizacién mas elevado que han podido aislarse y caracterizarse son los hexameros, que
estan formados por unidades de (+)-catequina y (—)—epicatequina y suelen presentar en general, una sola
unién entre cada unidad flavanica (que usualmente suele ser C4-C8, como ya se ha comentado
anteriormente). Debido a esta caracteristica, suelen ser compuestos esencialmente lineales, aunque
también pueden encontrarse enlaces interflavanicos de tipo A (C4-C6) e incluso pueden darse casos en
los que coexisten todos los tipos de enlace (Morimoto, S. et al., 1985; Balde, A. M. et al., 1991), que
darian lugar a ramificaciones del compuesto. Se han descrito otras estructuras menos frecuentes, como
es el caso de compuestos que contienen unidades flavan-3-ol con configuracién 2S, oligdmeros con
enlaces mixtos tipo B y A, oligbmeros que presentan unidades flavan—3-ol con un patrén de hidroxilacion
en el anillo B diferente y procianidinas que contienen unidades de procianidol y prodelfinidol (Gonzalez,
M. L., 1989; Haslam, E., 1989; Cai, Y. et al., 1991; Martinez, I. et al., 2000).

A pesar de que no existe un criterio unanime entre los autores para definir el nimero de unidades
monomeéricas que forman un oligémero o un polimero, la mayoria de ellos han definido un oligémero
como una procianidina que consta de entre tres y diez unidades monoméricas enlazadas entre si, tal y
como muestra la figura 15, que seria la unidad mas sencilla correspondiente a este grupo. Cuando el
ndmero de unidades monoméricas que forman la procianidina sobrepasa las diez unidades, se habla de
polimeros (Haslam, E., 1989; Escribano, M.T. 1993; Rohr, G. E., 1999; Martinez, I. et al., 2000).

22



Antecedentes

OH

OH

OH

Figura 15: Estructura de la procianidina de tipo C

Los polimeros son generalmente mas abundantes que los oligémeros. Sin embargo, los oligdmeros son
los principales responsables de las reacciones atribuidas a los taninos condensados (como son el efecto
astringente). La dificultad de extraccion de estos polimeros sin alterarlos dificulta su caracterizacién
(Haslam, E., 1989). Los polimeros raramente presentan una estructura homogénea constituida
Unicamente por unidades procianidol o prodelfinidol. Lo mas habitual es la conformacion mixta con
acilaciones y glucosilaciones. Como ya se ha indicado anteriormente, se ha observado un mayor
predominio de unidades (-)-epicatequina en ellos (Porter, L. J., 1989). En los tejidos vegetales, la
conformacion espacial predominante es la 2R, aunque también se han detectado casos (minoritarios) de
vegetales que contienen enantiomeros 2S (Hemingway, R. W., 1996).

Las unidades estructurales basicas de los oligdmeros se nombran segun la denominacion trivial de los
monémeros flavan-3-ol. Los nombres de catequina, epicatequina, epigalocatequina, etc.,
convencionalmente se han reservado para las unidades de configuracién 2R, mientras que los flavan-3-
ol de configuracion 2S se han distinguido por el prefijo enantio-. Por otra parte, la direccién del enlace
interflavanico se indica entre paréntesis con una flecha y la configuracion del enlace interflavanico del C4
mediante a o B (Escribano, M. T., 1993).

11.2.3.2.8. Flavanos-3, 4 dioles. Leucoantocianos. Taninos condensados

Los flavanoles polimeros reciben el nombre de taninos condensados y corresponden a cadenas de
diferente numero de unidades de los diversos flavanoles mondmeros mediante enlaces C4-C8 o C4-C6
(Ricardo, J. M. et al., 1991). Es decir, como era previsible por los criterios anteriormente mencionados,
poseen la misma geometria que las catequinas pero se diferencian de éstas en la posicion 4 del grupo
hidroxilo. También se les puede denominar proantocianidinas o procianidinas debido a que tienen la
propiedad de liberar antocianinas (cianidina), en medio &cido y en caliente, por la ruptura de las uniones
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intermonoméricas. En caso de que el polimero esté formado por galocatequina o epigalocatequina se
obtendria, por hidrélisis acida delfinidina y hablariamos de prodelfinidinas. De todos modos, y con el
propésito de simplificar la nomenclatura, la mayoria de los autores han incluido dentro del término
procianidina a todos los taninos condensados, es decir, tanto a las procianidinas como a las
prodelfinidinas (Zamora, F., 2003b).

R3

@OH Proantocianidina tipo B
H OH Procianidina Prodelfinidina
R H, OH, O-galato H, OH, O-galato
Rz H, OH H, OH
Rs H OH

Figura 16: Estructura de la proantocianidina de tipo B

Los taninos condensados son sustancias capaces de dar combinaciones estables con las proteinas y con
otros polimeros vegetales como polisacaridos. En el plano quimico, los taninos son moléculas
polifendlicas relativamente voluminosas, resultantes de la polimerizacién de moléculas elementales de
funcion fenol. Deben tener un volumen suficiente como para dar combinaciones estables con las
proteinas; pero si aumentan mucho puede no ser capaces de acercarse a los sitios activos de las
proteinas para reaccionar (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Se caracterizan por ser un grupo
heterogéneo de sustancias fendlicas. Se forman por la condensacién de mas 10 unidades de flavan-3-ol
6 de 5—desoxiflavan—3-ol, por tanto se puede decir que la unidad basica, es el flavan-3, 4-diol, pero su
inestabilidad hace que se transforme répidamente en flavan-3—ol (Bourzeix, M. et al., 1986; Haslam, E.,
1989; Hagerman, A. et al., 1991).

Reiterando que poseen la propiedad de liberar antocianidinas por calentamiento en medio &cido,
distinguiendo dos grupos de proantocianidinas dependiendo de la naturaleza de la antocianidina liberada:
procianidinas (polimeros de (+)-catequina y (-)- epicatequina) y prodelfinidinas (polimeros de (+)-
galocatequina y (-)- epigalocatequina); las primeras se caracterizan por liberar cianidina, y las segundas
por liberar delfinidina.; esta liberacion de antocianidinas es debido a la ruptura de los enlaces
interflavanicos, lo que permite ademés diferenciar estos compuestos en funcion del tipo de enlace
interflavanico, en procianidinas de tipo B (figura 16), mondmeros unidos por el carbono 4 de la unidad
superior y el carbono 6 0 8 (menos comun) de la unidad inferior; y procianidinas de tipo A, que presentan
un enlace tipo éter entre el carbono 2 de la unidad superior y los grupos hidroxilos de los carbonos 5 o0 7
de la unidad inferior.

Su peso molecular esta comprendido entre 500 y 3000 Daltons (Bate-Smith, E. C., 1975; Hagerman, A. et

al., 1991; Escribano, M. T., 1993; Martinez, |. et al., 2000). La solubilidad de estos compuestos en agua
depende de su peso molecular; las formas mas grandes poseen una solubilidad y extrabilidad limitada en
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cualquier solvente (Hagerman, A. et al., 1991). Estos compuestos se caracterizan por dar las reacciones
tipicas de los fenoles, aunque sus principales caracteristicas son la capacidad para ligarse a proteinas (y
otros polimeros como los polisacaridos) y su capacidad antioxidante debido al gran numero de grupos
hidroxilo (Hagerman, A. et al., 1991; Escribano, M. T., 1993; Martinez, . et al., 2000). También pueden
ligarse a alcaloides, gelatinas y otros materiales, aunque parece que son las interacciones tanino—
proteina la base de las actividades biologicas de los taninos, tales como su influencia en la seleccién de
alimentos, la defensa de las plantas contra los herbivoros y el uso de sus propiedades en el curtido de las
pieles haciéndolas imputrescibles al reaccionar con el coldgeno y explicaria también su astringencia,
causada por las precipitaciones de las glucoproteinas de la saliva (Martinez, I. et al., 2000).

lII.3. ORIGEN DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO

El vino es el resultado de la fermentacién alcohélica del mosto, obtenido de un racimo sano y maduro. En
esta fermentacién aparecen infinidad de productos mayoritarios y minoritarios, que juntamente con los del
racimo de origen y, en funcién de la tecnologia empleada en la bodega, tipo de envejecimiento, etc.,
modulan el resultado del vino final. EI conocimiento sobre la composicién quimica, tanto de la uva como
del vino, ayuda a conocer los procesos que tienen lugar a lo largo de su obtencién. Se han encontrado en
el vino hasta 500 compuestos diferentes (Soleas, J., 1997). Generalmente, los vinos contienen 0.8-1.2
g/L de compuestos aromaticos, la mayoria de los cuales son alcoholes, &cidos volatiles y acidos grasos
esterificados. Otros compuestos, que a pesar de estar presentes en pequefias concentraciones,
contribuyen a las caracteristicas sensoriales del vino son los carbonilos, fenoles, lactonas, terpenos,
acetales, sulfuros y los compuestos nitrogenados. Para determinar la importancia de cada compuesto en
el vino es imprescindible conocer cdmo se origina, cual es su evolucion, transformacion y como incide en
el vino, sin embargo, aunque se han mejorado las técnicas de identificacion y algunas etapas de sus
reacciones, aln no se puede asegurar su total conocimiento. Por eso en este apartado se ha definido la
procedencia y caracteristicas organolépticas de cada grupo de compuestos fendlicos.

Entre los compuestos fendlicos no flavonoides, los acidos fendlicos en el plano organoléptico; aunque
en solucién modelo; presentan sabor acido, amargo y astringente, en el vino no tienen un impacto real
sobre el sabor (Zamora, F., 2003b), no presentan olores particulares pero son precursores de fenoles
volatiles, después de la accion de varios microorganismos (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Los acidos benzoicos proceden de los hollejos y de las pepitas de las uvas, donde se encuentran
principalmente como glicésidos y ésteres (taninos hidrolizables); sin embargo, en vinos se encuentran en
su mayor parte como &cidos libres, debido a la hidrélisis de las formas esterificadas y a la ruptura de
moléculas mas complejas, principalmente antocianos (Ribéreau-Gayon, P. et al, 1998). En el vino oscilan
entre 50 y 100mg/L para tintos y de 1 a 5 mg/L para blancos. (De la Calle, C., 2001). En lo referente a
este tipo de compuestos, la uva contiene principalmente acido galico en la forma de éster de flavonol
(Flanzy, C., 2000). El 4cido gélico es el mas soluble en agua. Pequefias variaciones en los factores que
intervienen en el proceso de extraccién del mosto (presién, tiempo, temperatura, acidez) provocan
sensibles cambios en las concentraciones de los vinos resultantes. Ademas los acidos galico y elagico
forman parte de los taninos hidrolizables procedentes mayoritariamente de la madera, de manera que
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estaran presentes en vinos envejecidos en madera de roble (Zamora, F., 2003b). De igual forma, el acido
protocatéquico que procede fundamentalmente de los hollejos, es también muy oxidable y por tanto su
concentracion depende mas de factores tecnoldgicos de elaboracion que de diferencias varietales (Gil, M.
etal., 1997).

Los acidos cinamicos se han encontrado en las vacuolas de las células del hollejo y de la pulpa
(Ribéreau-Gayon, P., 1965), en las semillas y raspdn y son faciimente extraibles durante el prensado de
la uva (Galvin, C., 1993). La concentracion de estos compuestos en el vino tinto oscila entre 100 y 200
mg/L, bajo forma libre pero sobre todo aparecen esterificados con el cido tartarico (Ribéreau-Gayon, P.,
1965), también pueden combinarse con azlcares, antocianos, acidos organicos y alcoholes. Son
incoloros cuando se encuentran en solucién en una mezcla hidroalcohélica pero pueden tomar un color
amarillo después de la oxidacién. Destacan los acidos cafeoil tartarico (caftarico), p-cumaroil tartarico
(cutarico) y feruloil tartarico (fertarico) (Abril, 1. et al., 1999).

Los estilbenos se localizan en los hollejos de la uva de donde son extraidos facilmente en el proceso de
vinificacién, en el vino y en la madera. Aunque no se les atribuye ninguna incidencia en las caracteristicas
organolépticas del vino, el resveratrol juega un rol importante en la resistencia de ciertas bayas de uva al
ataque de enfermedades flngicas como la Botrytis cinérea (Langkcake, P. et al., 1976). Por esta accion
fungicida, su presencia y niveles son muy variables segun el grado de induccién de la infeccion. En la uva
se ha encontrado el resveratrol bajo su forma libre (cis y trans) y glicosilada (Cheynier, V. et al., 1998). El
resveratrol esta presente en la pelicula solamente en valores del orden de 20 pg/g de peso fresco en uvas
maduras. Esta concentracion varia segun el cepaje, el Pinot Noir es particularmente rico en trans-
resveratrol (Goldberg, D. et al., 1995). En el vino, la concentracién de cis y trans-resveratrol puede variar
entre 0,2- 3 mg/L en vino tinto y entre 0,1 y 0,8 mg/L en blancos (Goldberg, D. et al. 1995; Lamuela, M., et
al., 1995). Sin embargo, la concentracion de trans- y cis-piceido (resveratrol 3-O-b-glucosidos) alcanzan
niveles maximos de 26 mg/L y 24 mg/L en vinos tintos respectivamente (Vitrac, X. et al., 2002), incluso se
ha llegado a descubrir valores de trans-piceido de 45 mg/L en vinos del norte de Africa. Debido al estrés y
a las condiciones climaticas tan severas durante el verano y a la escasa pluviometria en esta zona.
(Amira, H. et al., 2006).

Los taninos hidrolizables estan presentes en la madera y llegan al vino procedentes,
fundamentalmente, del tipo de madera en la que envejece el vino (Escribano, M. T., 1993) durante su
contacto, por lo que son de gran importancia en el envejecimiento de los vinos. Por su oxidabilidad y sus
propiedades gustativas los taninos hidrolizables tienen un papel muy importante en el curso del
envejecimiento de los vinos en barrica (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Uno de los grupos principales de
taninos son los elagitaninos, que agrupa a polimeros y oligdmeros del acido elagico. Los elagitaninos son
obtenidos principalmente de la corteza y troncos de arboles como el roble (Quercus sp) de diferentes
variedades, tales como: alba Missouri, alba Virginia, garrayana, petraea, primus, asi como de estas
mismas, pero de distintas regiones como Francia, Checoslovaquia y Norteamérica, Quercus robur y
petraea, también de castafio (Castanea dentata), con una extraccion de acido elagico de entre 0,63 a
2,55 % en base seca (Bath, T. K. et al, 1988). Los elagitaninos vescalagina, castalagina y roburina D son
frecuentemente encontrados en estas variedades de arboles.
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En el grupo de los compuestos fendlicos flavonoides, constituyen el 85 % del contenido fendlico total
(>1000 mg/L) en los vinos tintos. Para los vinos blancos, éstos representan menos de un 20 % del
contenido fenodlico total (<50 mg/L) (Martinez, I. et al., 2000). Durante la vinificacién, la cantidad de
flavonoides extraidos esta influenciada por muchos factores, entre los cuales podemos destacar la
temperatura, tiempo de contacto con la piel de la uva, proceso de fermentacion, proceso de mezcla y la
concentracion de etanol, anhidrido sulfuroso, levadura, pH y enzimas pectoliticas. Ademas, la extraccién
depende de la concentracion de los compuestos fenolicos del racimo de la uva que varia con el tipo de
cultivo, el proceso de envejecimiento, las condiciones climaticas regionales y el proceso de vinificacién
(Soleas, J. et al., 1997). En los vinos destacan los flavonoles, antocianidinas (sobre todo en vinos tintos),
catequinas (polihidroxiflavan-3-ol) y sus polimeros (taninos condensados).

Dentro de este grupo, podemos destacar los flavonoles por su importancia en el vino. En las uvas de
Vitis vinifera se presentan como glicésidos de cuatro agliconas importantes: miricetina, quercetina,
kanferol e isoramnetina, procedentes principalmente de las pieles de la uva. En el vino los flavonoles se
pueden encontrar como agliconas en estado libre como consecuencia de la hidrélisis de las formas
glicosiladas durante la vinificacién, la maduracion y/o el envejecimiento del vino (Alonso, E. et al., 1986;
Revilla, E. et al., 1986; Garcia, C. et al., 1995; Price, S. F. et al., 1995; McDonal, M. S. et al., 1998;
Vanhoenacker, G. et al., 2001; Ibern, M. et al., 2002; Zou, H. et al., 2002; Zafrilla, P. et al., 2003). El
contenido de flavonoles es muy variable en los vinos tintos. Estas diferencias se deben
fundamentalmente a factores como la variedad de uva, clima, grosor del hollejo y momento de la
recoleccion, pero también depende del proceso de vinificacion. El contenido de flavonoles no contribuye
mucho al contenido total de compuestos fendlicos en el vino (Alonso, E. et al., 1986). Son pigmentos
amarillos que participan directamente, aunque no de forma importante en el color del vino, ya que
solamente contribuyen a una pequefia parte de la componente amarilla (Wulf, L. W. et al., 1980). Sin
embargo, influyen notablemente de modo indirecto en el color de los vinos tintos, ya que son capaces de
actuar como copigmentos de los antocianos modificando su color (Gémez, C. et al., 1995). La
concentracion de los flavonoles en el vino es de 1mg/L bajo forma aglicona procedente de la hidrélisis de
los heterdsidos que tiene lugar durante la vinificacidn (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Las antocianidinas proceden principalmente de las pieles de la uva proporcionando la coloracion
caracteristica a las uvas tintas, mientras que las catequinas y los flavan-3,4-dioles provienen de las
semillas y del tallo de los racimos de uva. Todos estos compuestos se pueden encontrar libres o
polimerizados con otros flavonoides, azucares (glicosidos), no flavonoides (derivados acilo) o una
combinacién de éstos. Se encuentran también en la uva otros grupos de menor importancia, como los
dihidroflavonoles (flavanonoles), y en las hojas, las flavonas. Normalmente se encuentran como
glucésidos. Al igual que los flavonoles son pigmentos amarillos pero de color mucho mas pélido. Las
flavonas solamente se han identificado en las hojas de Vitis vinifera y no en vinos. Los flavanonoles se
han encontrado en la madera en forma de agliconas libres, en uvas Vitis vinifera, en vinos blancos y tintos
e incluso en orujos y raspones. Entre los flavanonoles més caracteristicos estd la astilbina
(dihidroquercetin-3-O-ramndésido) y la engeletina (dihidrokanferol-3-Oramndsido).
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Los antocianos (del griego anthos flor y kyanos azul) y antocianinas tienen un peso importante en el
vino, ya que son los responsables del color rojo azulado de las uvas tintas y en consecuencia también lo
son del vino (Glories, Y., 1984 a; Hertog, L., et al., 1993). Estos compuestos representan una parte muy
importante de los flavonoides de la baya de uva tinta, se localizan en el hollejo y en las tres o cuatro
primeras capas celulares del hipodermo. Excepcionalmente pueden encontrarse en la pulpa de algunas
cepas tintoreras. (Martinez, . et al., 2000). A nivel subcelular, se encuentran en la vacuola, donde pueden
estar incluidas en los organulos especializados como los antocianoplastos (Flanzy, C., 2000). También
estan presentes en cantidades importantes en las hojas, sobre todo al final del ciclo vegetativo (Ribéreau-
Gayon, P. et al., 1998). Sus agliconas las antocianidinas del género Vitis vinifera son delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, dependiendo de sus niveles de hidroxilacién y metilacién.
Ademas en la Vitis vinifera Unicamente una molécula de glucosa se une a las antocianidinas y lo hace en
la posicién 3; mientras que los antocianos de otras especies de Vitis son preferentemente diglucosidos
(en posiciones 3 y 5 del fenilbenzopirilo) y bajo esta forma se encuentran mayoritariamente en los
hibridos. También aparecen derivados acilados en la posicién 6 de la glucosa, es decir, formas en las que
una molécula de un &cido es esterificada a un hidroxilo del azcar; se trata del acido cinamico y, mas
generalmente, del &cido p-cumérico o p-oxicinamico, principalmente con los acidos acético, caféico y p-
cumarico (Revilla, 1. et al., 1999b; Cheynier, V. et al., 2000b), aunque se siguen identificando nuevos
pigmentos derivados de las reacciones de condensacion, polimerizacion y cicloadicion de los antocianos
con otros compuestos (Bakker, J. et al., 1997a; Reuvilla, I. et al., 1999b; Mateus, N. et al., 2001;
Atanasova, H. et al., 2002; Mateus, N. et al., 2002; Vivar- Quintana, A. M. et al., 2002; Wang, H. B. et al.,
2003).

La concentracién de los antocianos en vino varia desde valores de 100 a 1.500 mg/L después de la
vinificacién, y hasta valores de 0 a 50 mg/L después del envejecimiento del vino. Estos datos se
corresponden con la concentracion de antocianinas en estado libre. Sin embargo la mayoria de estos
pigmentos se asocian; una parte se condensa con los taninos para dar moléculas de color mas estable y
otra parte desaparece por degradacion debido a la accion de agentes exteriores. Como ya se ha indicado,
estos compuestos experimentan diferentes reacciones de oxidacion, condensacion y polimerizacion,
causando cambios de tonos rojizos hasta tonos anaranjados. Tales alteraciones se intensifican durante el
envejecimiento oxidativo (en madera), decelerando durante el envejecimiento en la botella (Gil, M. et al.,
1997). El antociano mayoritario en el género Vitis vinifera es el monoglucésido de malvidina que varia,
segun afiadas, entre el 50 y el 90 % del total asi como sus derivados acilados, sin embargo la variabilidad
debida a la diversidad estructural para cada baya, permite discriminar variedades y especies (Mazza, G.
et al., 1993; Ortega, E. et al., 2006). Hay factores que pueden incidir en el nivel de antocianos en uvas
como son la temperatura, las condiciones de insolacién y del terreno (Larice, J. L. et al., 1989; Esteban,
M. A. et al., 2001; Arozarena, I. et al., 2002) y las préacticas viticolas: el sistema de conduccion, la
fertilizacion o el riego (Castia, T. et al., 1992; Keller, M. et al. 1998; Sipiora, M.J. et al., 1998; De la Hera,
M. L. et al., 2002 y 2005). Aun asi, diversos trabajos han mostrado que el perfil de antocianos es bastante
estable para una determinada variedad, lo que permite su utilizacion taxonémica (Arozarena, I. et al.,
2000 y 2002; Kosir, . J. et al., 2004; Von Baer, D. et al., 2005; Casavecchia, C. et al., 2007). De tal
manera que en funcion del perfil antocianico y de la concentracién, que varia entre 500 y 3000 mg/Kg, es
posible clasificar estadisticamente vinos elaborados con distintas variedades (Gonzalez, M. L. et al,
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1990; Katalinic, V. et al., 1997; Holbach, B. et al., 1997; Hesford, F. et al., 1997; Kallithraka, S. et al.,
2001; Garcia, E. et al., 2002).

Los contenidos en flavanoles de las semillas son siempre mayores que en los hollejos en cualquiera de
las formas; mondmeros, oligdmeros o polimeros. (Cheynier, V. et al., 2000a). Aun asi, su concentracion
es abundante en la uva y en el vino, donde se encuentran como monémeros o flavan-3—-oles, dimeros
(unién de dos moléculas de flavan—3-oles), oligémeros (union desde 3 hasta 10 moléculas de flavan—3-
oles) y polimeros o taninos condensados (unién de mas de 10 moléculas de flavan-3-oles). En la uva los
flavanoles mayoritarios son la (+)-catequina, la (-)-epicatequina y el 3-galato de (-)-epicatequina aunque,
teniendo en cuenta la gran reactividad de los flavanoles, se sabe que éstos se condensan entre siy
aunque no existen formas glicosiladas como las antocianinas, los flavanoles pueden estar unidos en la
uva a polisacaridos y ser extraidos como tales en el vino (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Los flavan 3-oles estan presentes principalmente en el seno de la baya de la uva (Flanzy, C., 2000). La
(+)-catequina y su isdmero la (-)-epicatequina constituyen la base de los principales grupos de taninos
condensados (de los procianidoles o procianidinas las dos primeras catequinas y de los prodelfinidoles
las dos Ultimas) (Escribano, M. T., 1993). La presencia de los enantiémeros (+)—epicatequina y (-)-
catequina se debe normalmente a procesos de isomerizacién durante el proceso de extraccion. Existen
también flavan—3—-oles metilados, ésteres de flavan—-3—oles y flavan-3—-oles glicosilados, generalmente en
el anillo C. También son frecuentes los ésteres galicos de las catequinas donde el &cido esta fijado al
hidroxilo en posicién 3 del heterociclo (Lea, H. et al., 1979). En la baya, los taninos condensados estan
localizados principalmente en las semillas y en el hollejo. Los taninos son sintetizados durante la primera
etapa del crecimiento de la baya o crecimiento herbaceo y su sintesis finaliza poco después del envero.
Los contenidos de taninos de las semillas son siempre netamente superiores a aquellos del hollejo, ya
sea de mondmeros, oligémeros o polimeros. En las semillas se localizan tanto en formas mondmeras
como en formas mas o menos polimerizadas, aunque se han localizado también trazas de monémeros y
dimeros en la pulpa (Bourzteix, M. et al., 1986; Ricardo da Silva, J. M. et al., 1992). En el hollejo de las
uvas, se han identificado tres tipos de taninos:

e Taninos presentes bajo forma libre en el jugo vacuolar (localizados en forma condensada en las
células préximas a la epidermis y como granulaciones difusas en las células internas del
mesocarpio, aumentando de tamafio a medida que su localizacién es mas proxima a la
superficie del hollejo,

e Taninos unidos fuertemente a la membrana proteofosfolipidica (tonoplasto).

e Taninos ligados a los polisacaridos de la pared celular y a las proteinas constitutivas de la cara
interna de las membranas vacuolares de las células del hollejo (Amrani, K. et al., 1994).

Park, S. (1995) mostré la presencia de taninos en la vacuola de ciertas células de las capas externas de

la hipodermis. Durante el crecimiento de la baya de uva, ciertas células de la hipodermis se transforman
en células de pulpa y sus taninos vacuolares desaparecen totalmente (Fougere, M. et al. 1996).
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Los leucoantocianos proceden de la semilla y del raspon de la uva y existen en vinos tintos en pequefas
concentraciones. Su importancia radica en que se polimerizan junto con las catequinas para dar lugar a
las proantocianidinas (Jackson, S., 2000). En los mostos y en los vinos jovenes las procianidinas
presentan pesos moleculares medios en torno a 500-700 (dimeros, trimeros), mientras que en los vinos
viejos se producen condensaciones con pesos moleculares medios en torno a 2000-3000 (diez
moléculas condensadas) (Martinez, I. et al., 2000). Las procianidinas presentes en las partes sélidas del
racimo, se solubilizan en el vino durante la fase de maceracién. Su concentracion en el vino depende de
la afiada y de las condiciones de vinificacion, oscilando finalmente entre 1y 4 g/L (Ribéreau, P. et al,,
1998). Son los responsables del sabor amargo y de la astringencia del vino, pero también de parte de la
componente amarilla del color, de la sensacién de estructura o cuerpo del vino y de la capacidad del vino
para envejecer, entendiendo por ello la capacidad de mantener el color a lo largo del tiempo (Zamora, F.,
2003b). Pueden provenir no sélo de la uva, sino también de la madera; en el primer caso sintetizado a
partir de la fenilalanina y en el segundo a partir de acido acético.

Las proantocianidinas son importantes por ser las responsables de la astringencia y amargor del vino
(Lea, H. et al., 1978; Haslam, E. et al., 1980; Noble, C., 1990; Robichaud, J. L. et al., 1990; Glories, Y.,
1999). Ademas, debido a su participacion en reacciones de pardeamiento oxidativo quimico y enzimatico
contribuyen en parte a la componente amarilla del color (Glories, Y. 1984b; Junquera, B. et al., 1992;
Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). También son responsables de la sensacién de estructura o cuerpo del
vino (Montedoro, B. et al., 1988; Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998; Fischer, U. et al., 1999) y de la
capacidad del vino para envejecer (Zamora, F. et al., 1994; Saucier, C. et al., 1997; Fischer, U. et al.,
1999), es decir, la capacidad de mantener el color a lo largo del tiempo. Ademas, pueden participar en
interacciones con proteinas y formacion de turbidez (Cheynier, V. et al., 1991b), asi como en numerosas
reacciones de condensacion durante la maduracion y el envejecimiento del vino (Haslam, E. et al., 1980).

Las formas poliméricas representan la mayor parte de los 3-flavonoles. En los hollejos de algunas
variedades se han encontrado fracciones con grado de polimerizacién superiores a 80 unidades
(Souquet, J. et al., 1996b). Los valores de concentracién de las procianidinas se sitian generalmente en
valores alrededor de 200-700 mg/kg de uva. Existe una amplia variabilidad en las concentraciones de
catequinas y proantocianidinas en raspones, pieles y semillas, en relacién con la variedad de uva. Asi, las
uvas Pinot Noir presentan valores globales muy altos de catequinas y proantocianidinas (Kovac, V. et al.,
1990). La variedad Cabernet Sauvignon también ha sido descrita como una variedad con contenidos
elevados de catequina y proantocianidinas (Auw, J. M. et al., 1996). Thorngate, J. H. et al. (1994) ha
sugerido que la extraccién en la vinificacion de los taninos de la semilla; cuando ésta no sufre rotura
durante el prensado; puede ser debida a que los taninos se encuentran localizados en las capas
superficiales de la misma. Estos compuestos ocupan una posicion de defensa del embrién en las
envolturas externas e internas y su difusion al medio exterior depende de la solubilizacién de la cuticula.
Los taninos de los hollejos difieren de los de las semillas por la presencia de prodelfinidinas, mayor grado
de polimerizacion (Di Stefano, R., 1995) y menor porcentaje de subunidades galoiladas.
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l11.3.1.Efecto de los compuestos en la calidad organoléptica

Los compuestos fenolicos intervienen en las caracteristicas organolépticas de la mayoria de las
sustancias vegetales, entre las que destacan las uvas, al intervenir en gran medida en el color natural y
en el sabor que éstas poseen. En el vino tienen un papel clave, siendo los responsables directos de
manera general, de las diferencias existentes no solo entre vinos tintos y blancos, concretamente en el
origen del color, sino también las diferencias en el sabor y la astringencia se ven afectadas por la
existencia en el medio de los polifenoles. Este conocimiento ha ayudado a comprender sus efectos sobre
el vino y su intervencion en el medio para modificar el comportamiento de estos compuestos y mejorar
sus caracteristicas organolépticas.

Contribucioén al color. Los flavonoides son los responsables del color natural de las uvas. Entre ellos las
antocianinas son los responsables de los colores rosa, escarlata, rojo, malva, azul y violeta de las uvas y
los vinos (Mazza, G. et al., 1994) y se presentan en forma de glicdsidos como antocianos. Las
antocianinas son compuestos muy inestables, por lo que la pérdida de su color se puede producir durante
el procesado y almacenamiento (Shahidi, F. et al., 1995). Por tanto, los factores que influyen mas
directamente sobre estos compuestos y, sobre el color del vino, son diversos a lo largo de todo el proceso
de su obtencién: la variedad de la uva, el clima, el grado de madurez, la maceracion en cuanto a
porcentaje y tiempo de contacto del mosto con las partes sélidas, la temperatura durante la elaboracion,
la estabilizacion, la conservacion, el envejecimiento y la crianza (Gémez, C. 1997).

Las coloraciones amarillas o marfiles pueden ser debidas a la presencia de flavonoles, flavonas,
calconas, flavononas e isoflavononas (Belitz, D. et al., 1988). Sin embargo, se ha observado que muchos
de estos compuestos carecen de color en estado natural pero pueden convertirse en compuestos
coloreados bajo determinadas condiciones en la manipulacion y procesado de los vinos (Belitz, D., 1988:
Shahidi, F. et al., 1995). Los flavonoles (kaempferol, quercetina y miricetina) contribuyen al color del té
verde (Shahidi, F. et al., 1995), mientras que las flavonas y los flavonoles no intervienen claramente en
las coloraciones de las plantas a menos que estén presentes en altas concentraciones como ocurre en la
piel de la cebolla (Price K. R., et al., 1997; Price A. R., et. al. 1997).

Ademas, de forma general, los polifenoles pueden quelar metales modificando la coloracion natural de los
alimentos y del vino de manera que los quelatos de hierro son los responsables de coloraciones azules a
negras, mientras que los quelatos de aluminio proporcionan coloraciones amarillo brillante o marrones
(Belitz, D. et al., 1988).

Aunque los principales responsables de los cambios de color en vinos son los antocianos en los vinos
tintos, que sufren reacciones de oxidacion, condensacion y polimerizacién que normalmente provocan el
cambio de tonos azules a tonos naranjas (Gomez, C. et al., 1995).También los flavonoides, que sin tener
color propio influyen de una manera decidida en él. El color de los vinos jévenes se debe a las
combinaciones de los antocianos libres con catequinas y proantocianidinas, asi como al contenido de
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taninos condesados, todo con una gran influencia del pH y de la concentracion de sulfuroso (Gémez, C.,
1997).

Sabor amargo. Se ha comprobado que las flavononas son los compuestos responsables del sabor
amargo, aislando los componentes causantes de esta sensacion en los citricos. Asi, la naringenina es el
componente amargo mayoritario del pomelo, mientras que la neohesperidina lo es de la naranja amarga y
con regusto a regaliz. Ademas, ciertos glicésidos flavanonicos amargos o insipidos pueden transformarse
por apertura del anillo en calconas (con sabor dulce), las cuales por hidrogenacion posterior se
transforman en dihidrocalconas, con poder edulcorante igual o superior al de la sacarina (Belitz, D. et al.,
1988). Otros compuestos fendlicos, entre los que destaca el &cido clorogénico, han sido asociados al
sabor amargo de la cerveza, el vino y la sidra (Shahidi, F. et al., 1995). Mientras que los acidos
hidroxicinamicos y sus derivados son responsables del sabor amargo de los arandanos (Marwan, J. et al.,
1982).

Astringencia. Las proantocianidinas o taninos condensados constituyen la principal fraccion fendlica
responsable de las caracteristicas de astringencia de los alimentos vegetales, aunque la intensidad de
estas sensaciones depende del peso molecular del compuesto presente en el alimento, observandose
que sdlo los taninos; con un peso molecular entre 500 y 3000; pueden desarrollar una sensacién de
astringencia. (Haslam, E. et al., 1988). Paneles de catadores han demostrado que las proantocianidinas
tetraméricas son mas amargas, mientras que las mas poliméricas son mas astringentes, cuando ambas
son adicionadas en la misma cantidad (Spanos, A. et al., 1992).

Ademas, Goldstein, J.L. et al. (1963) observaron que durante la maduracién se produce una pérdida en la
astrigencia de los frutos que estd asociada a una disminucion del contenido en taninos. Asi, el sabor
astringente es tipico de las manzanas inmaduras, mientras que las maduras, pobres en compuestos
fendlicos, no presentan este sabor (Belitz, D. et al., 1988). Distintos mecanismos han sido estudiados
para explicar esta pérdida de astringencia. Segun Goldstein, L. et al. (1963) este fenémeno se debe a la
polimerizacion de los taninos y su consecuente pérdida de capacidad para precipitar proteinas, mientras
que ofros autores lo han relacionado con la formacién de quelatos entre los taninos y distintas
macromoléculas.

Pardeamiento. El pardeamiento de las frutas y vegetales estd también relacionado con el contenido en
compuestos fendlicos. Asi, la formacion de pigmentos amarillos y marrones durante la manipulacién y
procesado de los alimentos vegetales, esta controlada por los niveles de polifenoles, la presencia de
oxigeno y la actividad de la polifenol-oxidasa (Mc Evily, J., et al., 1992). Esta enzima contiene cobre y
cataliza la reaccion entre un grupo fenol y el oxigeno para dar agua y quinona, compuesto responsable de
los pigmentos amarillos y marrones (Spanos, A. et al., 1992; Shahidi, F. et al., 1995).
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lil.4. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION FENOLICA DE LOS VINOS TINTOS

La composicién fendlica final de un vino depende principalmente de tres conjuntos de parametros;
primero, la composicion fenolica de los racimos que pueden estar en las semillas o en las pieles de la
uva, después ser producidos por el metabolismo de la levadura (Infante, R., 1997) o bien, ser extraidos
de las técnicas de vinificacion y finalmente, de las numerosas reacciones quimicas que tienen lugar
durante el envejecimiento (Abril, I. et al., 1999).

ll.4.1.Influencia de la variedad de uva

Dado que los compuestos fendlicos provienen mayoritariamente de los racimos de uvas, es de esperar
que su composicion final esté influenciada por la variedad de uva. Cada variedad presenta una capacidad
distinta para sintetizar antocianos y taninos. Asi, las variedades de grano pequefio presentan una mayor
relacién superficie/peso y por tanto presentardn una mayor superficie de intercambio durante la
vinificacion. Para la obtencion de vinos de calidad es necesario disponer de una materia prima que posea
una adecuada concentracién en compuestos fendlicos y que ademas sean facilmente extraibles durante
el proceso de vinificacion. Pero la proporcion de antocianos y flavanoles en la uva depende ademas de la
variedad, de otros factores como las condiciones medioambientales y los tratamientos culturales pueden
modificarla (Andrades, M. S. et al., 1995; Gonzélez, M. L. et al., 1995) y del grado de madurez de la uva,
tanto industrial (contenido de azucar y el nivel de acidez total), como fenoldgica (madurez de la piel y de
las pepitas), ya que estos tejidos contienen la mayor concentracién de los compuestos fenolicos
(Gonzalez, M. L. et al., 1991; Robredo, L. M. et al., 1991), aumentando la concentracion de antocianos y
modificAndose los niveles y tipos de taninos (Pérez, S. et al., 2005). Ademas, el grado de madurez influye
sobre la extractabilidad del color durante la vinificacion, dado que la capa de células de la cara interna de
la piel se vuelve mas fina en las uvas maduras (Sanchez, M., 2007).

lI.4.2.Influencia de la vinificacion

Los procesos de degradacion y de evolucidn de los polifenoles que se producen durante la vinificacién
son regidos por dos tipos de mecanismos; el primero hace intervenir reacciones bioquimicas catalizadas
por enzimas y el segundo lleva consigo fenémenos quimicos. Todas estas reacciones dan lugar a
productos nuevos por formacién o ruptura de uniones covalentes. Por lo que se refiere a los compuestos
fendlicos, a lo largo de la vinificacion experimentan modificaciones debidas a los enzimas endégenos o
exogenos de la uva. El principal enzima de la uva que degrada los polifenoles es la polifenol-oxidasa,
conduciendo a la formacién de pigmentos pardos, lo que provoca el pardeamiento de los mostos al
contacto con el aire. Los fendmenos quimicos son de distinta naturaleza pero conducen principalmente a
productos de adicién. Se trata por una parte, de las reacciones iniciadas por las O-quininas procedentes
de la oxidacion enzimatica; y por otra parte, se tienen las reacciones de combinacion de taninos y
antocianos en los vinos tintos (Flanzy, C., 2000). De forma simultanea los antocianos se extraen
relativamente rapido del hollejo en pocos dias, y después hay una tendencia a la disminucién debido a
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fendmenos de oxidacién (Brouillard, R., 1982), de precipitacion (Santos, C. 2001) y de formacion de
enlaces con las proteinas (Infante, R., 1997). La intensidad colorante disminuye debido a la aparicion de
etanol, a la reduccion de los fenémenos de copigmentacion y a las combinaciones entre antociano-
flavanol, algunas de las cuales son inicialmente incoloras. Ademas, los taninos se solubilizan, aunque
mas lentamente, ya que la formacion de etanol en las primeras fases de la fermentacién inicia la
solubilizacién de los taninos (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de técnicas enoldgicas orientadas a favorecer la
extraccion de los compuestos fendlicos, principalmente antocianicos y asi aumentar su estabilidad en el
vino, para asegurar una alta calidad del vino final. Estas técnicas se han basado en romper las
estructuras celulares del hollejo para extraer la méaxima cantidad de estos compuestos en un minimo
periodo de tiempo. Destacan la utilizacién de enzimas de maceracion, la técnica flash-détente, el aporte
de oxigeno y tanino enoldgico, y el delestage entre otras (Gonzalez, M. L. et al., 2005). Por otro lado, la
adicion de tanino enolégico en vinos tintos es una préactica que se ha utilizado para estabilizar su color e
incrementar su cuerpo y estructura (Pardo, F., 2001). El efecto sobre el color del vino tinto dependera del
tipo de tanino utilizado (condensado o hidrolizable). Asi, se sabe que contribuye a la estabilizacidn del
color facilitando las combinaciones antociano-tanino si se trata de tanino condensado, o protege a los
antocianos de la oxidacion, si se emplea taninos hidrolizables, ya que éstos son capaces de actuar
regulando los fendmenos de oxidoreducciéon (Vivas, N., 1997b) y también pueden favorecer la
condensacion entre antocianos y taninos via acetaldehido, e incluso, pueden contribuir a aumentar el
color del vino gracias al fenémeno de la copigmentacién (Lempereur, V. et al., 2002). Estudios realizados
por Bautista, B. (2005) han puesto de manifiesto que con la adicién de tanino enoldgico se consiguen
valores mas altos de indice de polifenoles totales durante el proceso de vinificacion, y se aumenta el valor
de la intensidad colorante.

También se ha comprobado (Bautista, A. B., 2005) que el tipo de levadura utilizada en la elaboracion
afecta al perfil cromatico de los vinos y a la estabilidad de los compuestos coloreados, debido a su
diferente capacidad para retener pigmentos en su pared celular y para liberar compuestos que
contribuyen a estabilizar el color, tales como manoproteinas, acido piravico y acetaldehido (Morata, A. et
al., 2003).

Dentro de las técnicas clasicas utilizadas en la elaboracion de vinos tintos, los remontados favorecen el
contacto de la pasta con el mosto/vino y por tanto la extraccion de los compuestos responsables del color,
cuerpo y parte del aroma del vino, ademas de evitar las acetificaciones y que las levaduras se queden sin
el oxigeno necesario para su multiplicacion. La frecuencia de los remontados y el tiempo de maceracion
del mosto/vino con la pasta (durante o después de la fermentacion) se establecen en funcién del color,
sabor y aroma que se quiera tener y del tipo de vino que se quiera elaborar, asi en vinos de crianza, la
maceracion debe ser mas larga para aumentar el color, la extraccion de compuestos fendlicos,
polisacaridos, proteinas y formaciéon de pigmentos poliméricos necesarios para estructurar el vino y
garantizar la estabilizacion del color (Auw, J. M. et al., 1996). Una maceracion corta sera utilizada para
obtener vinos jovenes, consiguiéndose en pocos dias una correcta extraccion de compuestos fendlicos y
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aromas afrutados; evitando asi obtener vinos muy tanicos (Gil, R. et al., 1999; Gémez, E. et al., 2001;
Zamora, F., 2003Db).

Asi mismo, hay que tener en cuenta que existen otra serie de factores fisico-quimicos (T2, COy, SO,
etanol y O2) que influyen en la extraccion de estos componentes y en su estabilidad. De ahi que se haya
establecido en vinificacion el uso de la microoxigenacion. Su aplicacién en el proceso de fermentacién
alcohdlica tiene la finalidad de favorecer el crecimiento de las levaduras para evitar fermentaciones largas
y lentas, asegurdndose el completo agotamiento de los azlcares, y evitando las reacciones secundarias
que pueden producir sustancias organolépticamente indeseables. La dosis de trabajo habitual durante
esta etapa se sitla en torno a los 6 mL/L de oxigeno total en vino, siendo el momento déptimo de
aplicacién durante la fase de crecimiento exponencial, que se corresponde con una bajada aproximada
de la densidad del 20 %. En este caso, la microoxigenacion se suele realizar durante 24 6 48 horas como
maximo (Anocibar, A., 2005). Otro momento Optimo de aplicacién se ha establecido después de la
fermentacion alcohdlica y antes de la fermentacion malolactica, en vinos tintos cuyo principal objetivo es
la estructuracion y estabilizacién del color. Con este proceso se ha favorecido la formacion de
acetaldehido, y este compuesto participaré en las reacciones de condensacién tanino-antociano que
daran lugar a nuevos pigmentos que aumentaran la intensidad colorante y la presencia de tonos
violaceos en el vino, asi como la polimerizacidn cruzada de los taninos, o o que es lo mismo, el paso de
los taninos verdes o duros a taninos més suaves y menos astringentes que los primeros, y que se
redondearan durante el envejecimiento en barrica 0 en botella. Los resultados obtenidos por diversos
autores (Parish, M. et al., 2000; Bosso, A. et al., 2000; Castellari, M. et al., 2000; Cabanillas, P. et al.,
2001; Nikfardjam, M. P., 2003, Pérez, S., 2002b; Gonzélez, M. L. et al., 2005; Sanchez, M., 2007) han
puesto de manifiesto que los efectos mas significativos y favorables de la aplicacién de la
microoxigenacion se obtienen cuando se aplica al finalizar la fermentacion alcohdlica y antes de la
fermentacion malolactica. Debido a la alta concentracion en el vino de antocianos y taninos, facilitando las
reacciones de condensacion y polimerizacion entre estos compuestos. Las dosis a aplicar dependeran de
la concentracion de compuestos fenolicos existentes en el vino variando de 10 a 60 mL/L/mes y el tiempo
de aplicacién varia entre 2 y 3 semanas. Ademas, el uso de lisozima ayuda a retrasar la fermentacion
malolactica, permitiendo microoxigenar sin riesgo y obteniendo vinos con un color més estable y mejor
equilibrado en boca (Gerland, C., 2005; Sanchez, M., 2007).

lIl.4.3.Condiciones del envejecimiento de los vinos

Es necesario distinguir dos tipos de envejecimiento que llevan a vinos con caracteristicas organolépticas
bien diferenciadas. El primer tipo de envejecimiento corresponde a vinos que adquieren sus
caracteristicas como consecuencia de fendmenos de oxidacién-reduccion, obtenida por una larga
conservacion en madera. Es el periodo comprendido entre el final de la vinificacion (marcada por la
finalizacion de las fermentaciones) y el embotellado. Su duracion es muy variable segun el origen, la
naturaleza y la calidad del vino considerado. Debe permitir estabilizar el vino y preparar a los grandes
vinos a un envejecimiento en botella mas o menos largo. Por tanto, se considera el segundo tipo de
envejecimiento a los vinos conservados al abrigo del aire y protegidos del oxigeno, desarrollando sus
caracteristicas organolépticas en botella (Usseglio, L., 1998). Dada la importancia que tiene este apartado
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en el envejecimiento de los vinos para la resolucién de esta tesis, a continuacién se describen ambos
procesos (envejecimiento en madera y botella) como apartados independientes y bien diferenciados.

Todo vino destinado a la crianza en barricas ha de reunir unas condiciones minimas; ya que tratar de
realizar una crianza con vinos que no posean unos parametros basicos minimos; originarad un producto
excesivamente oxidado y marcado por la madera. Una sala dedicada a la crianza de vinos ha de reunir
una serie de condiciones imprescindibles referidas a temperatura y humedad para tener una correcta
evolucion del vino y evitar las mermas excesivas. Estas mermas o pérdidas de volumen son debidas en
parte, a la evaporacién del agua y etanol y en parte, a la absorcién de vino que lleva a cabo la propia
madera. Las mermas por absorcién dependen de la edad de la barrica, asi una barrica nueva presenta
mayores pérdidas. Las mermas por evaporacion dependen basicamente de la temperatura y de la
humedad. La humedad de la sala de barricas es el otro factor de mayor importancia, ésta ha de ser la
maxima posible para disminuir las mermas por evaporacion, pero nunca ha de provocar condensaciones
de agua que favorecerian el desarrollo de hongos. De todo esto se deduce que el control de temperatura
y de humedad de la sala de crianza es imprescindible, para garantizar la correcta evolucién del vino
(Zamora, F., 2003b). Las mejores condiciones para evitar pérdidas excesivas es mantener el ambiente en
condiciones de humedad relativa entre el 70-80 %, y temperaturas constantes del orden de 12° a 15° C.
Una vez el vino ha sido embotellado, éste es particularmente sensible a la temperatura de conservacion
pero también puede ser perturbado por una pérdida de estanqueidad del tapon. Los fendmenos que
intervienen en un vino embotellado son normalmente lentos en medio reducido pero pueden ser
modulados por la temperatura (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

l11.5. ENVEJECIMIENTO DEL VINO EN BARRICAS DE ROBLE

Como se ha mencionado anteriormente durante la crianza de los vinos en barrica de roble se producen
una serie de fendomenos simultdneos que hacen evolucionar al vino. Segun Feuillat, F. (1996) la barrica
puede considerarse como una interfase entre un medio liquido (el vino) y un medio gaseoso (la atmdsfera
exterior), de manera que las propiedades fisicas de la madera de roble, determinaran los complejos
fendmenos de transferencia que tienen lugar entre ambas fases (Virot, C. et al., 1994). Esta técnica esta
ampliamente legislada en Espafa tanto por la normativa estatal integrada por la ley 24/2003 de 10 de
julio, de la Vifia y del Vino, como por la normativa europea, siendo competencia de los diferentes
Consejos Reguladores de las Denominaciones de Origen y las Asociaciones de los Vinos de Calidad
hacer un seguimiento del cumplimiento de la normativa legal. De manera que, las practicas de crianza en
barricas de roble en los paises vitivinicolas del marco econdémico europeo estan muy reguladas, sin
embargo hoy en dia se emplean técnicas de envejecimiento que sustituyen a la barrica por otro recipiente
al que se aporta la madera y el oxigeno necesario para tratar de lograr un resultado lo més similar posible
al contacto con las barricas. Esto ha hecho necesario conocer con detalle los diferentes procesos que
tienen lugar para lograr desmitificar o enaltecer el empleo de las barricas en el proceso de envejecimiento
de un vino.

Es bien sabido que el envejecimiento de un vino en barricas de madera de roble tiene efectos
determinantes en la calidad del producto final, favoreciendo el desarrollo de nuevas cualidades
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organolépticas, la reduccion de ciertos caracteres del vino, el aumento de la estabilidad, las
precipitaciones coloidales y las transformaciones quimicas (Del Alamo, M., 1997, Del Alamo, M., et al,
2000a). De forma general, se va a producir un incremento en el contenido en &cidos fendlicos atribuido;
en muchos casos a la hidrdlisis de galatos de catequina y epicatequina que se producen durante el
envejecimiento del vino, y a una disminucion en el contenido de antocianinas (Shahidi, F.et al., 1995).
Estos cambios se han atribuido a fenémenos de evaporacién, extraccion, oxido-reduccién y numerosas
reacciones, que se ven favorecidas por el aumento de la superficie de contacto liquido-sélido y el aporte
de oxigeno atmosférico a través de los poros de la madera. Por otra parte, durante el periodo de contacto
entre la madera y el vino, se produce una extraccion y disolucion de determinados compuestos solubles
de la madera en el vino, ligninas, taninos hidrolizables, acido galico, cido elagico, acidos carboxilicos
aromaticos, aldehidos y compuestos aromaticos, que le comunican colores, sabores y aromas
caracteristicos de calidad. Estas propiedades estructurales y quimicas son claramente dependientes de la
barrica utilizada, ya sea debido a la procedencia de la madera (especie botanica, origen geografico), a la
toneleria (relacionado con las practicas aplicadas en los procesos de secado y tostado), o a la edad de la
barrica asi como del tiempo y la superficie en contacto. (Del Alamo, M. et al, 2000 a, b y ¢, Cadahia, E. et
al., 2004),

l11.5.1.0rigen botanico y geografico del roble

Son muchas las especies forestales que se han utilizado a lo largo de los afios para la fabricacion de
barricas para envejecimiento de los vinos (roble, cerezo, fresno, castafio, acacia, pino, haya, encina, etc).
Sin embargo, se considera que la madera para la fabricacion de barricas debe cumplir una serie de
caracteristicas fisico-mecanicas como porosidad, permeabilidad, resistencia mecanica, efc., y
propiedades organolépticas que pueden ser muy diferentes de unas especies a otras (Martinez, J. et al.,
1997, Fernandez, I. et al., 1999). La especie de roble que cumple estos criterios con integridad en su
mayoria pertenece al grupo de robles blancos. El roble pertenece al género Quercus, en el que existen
unas doscientas cincuenta especies pero tan sélo tres (Quercus petraea o sessilis, Quercus alba y
Quercus robur o pedunculata) han tenido mayor significado enoldgico por constituir la base material de
barricas o las tres especies mas ampliamente utilizadas hasta el momento.

En Francia, los bosques llevan regulandose desde el siglo XVII, lo que ha permitido disponer de los
mejores bosques de toda Europa contando con mas de cuatro millones y medio de ejemplares de roble,
entre Quercur robur y Quercus petraea y considerados, por ser mas frondosos y de mejor calidad. Todos
ellos, casi la mitad son de explotacion publica (Office Nacional des Foréts) el resto, es propiedad privada.
Sélo un pequefio porcentaje de esta inmensa masa boscosa, que se divide en monte alto (los mas
abundantes y regenerados mediante sistema de siembre), monte bajo (regenerados por brotes del tronco)
y monte medio (admite ambos tipos de regeneracion) son vélidos para la creacion de barricas. Los
bosques son sometidos a trabajos de aclareos, podas uniformes y control de taras durante toda su vida
en crecimiento. Cuando los bosques son de dominio publico, cada afio la jefatura forestal edita una lista
de las extensiones de bosques con parcelas a la venta y marca aquellos arboles que pueden ser talados
vendiendo lotes completos. En el caso de la empresa privada, es el propietario del bosque el que ofrece
sus arboles sin talar al negociante para que los explote en su totalidad. Los troncos para barrica con su
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corteza se entregan a un especialista maderero (merrandier), encargado de cortar los troncos en
tablones, de los que se extraeran las duelas. Para conseguir una tabla de 1,10 metros de largo el tronco
ha de ser homogéneo y medir unos 40 centimetros de diametro. Una vez generadas las duelas pasan el
parque de curado donde se separa la madera por bosques.

La especie Quercus petraea es junto al Quercus robur la especie europea mas utilizada en toneleria, y se
encuentra repartida por todo el continente europeo, pero principalmente se encuentran en los bosques
franceses: Allier, Argonne, Borgofia, Trongais, Nevers, Vosges, Limousin, etc. La especie Quercus
petraea se cultiva segun la técnica de bosque alto, lograndose arboles mas delgados y altos, con una
mayor densidad de plantacion, y obteniéndose una madera de grano mas fino y con un menor contenido
de polifenoles. Suele estar plantado en lugares menos fértiles y con una mayor competitividad entre
arboles, dando lugar a betas y poros mas finos. Sin embargo, el Quercus robur utiliza la técnica de
bosque bajo, arboles de mayor didmetro, obteniéndose madera mas porosa de grano mas grueso y mas
rico en polifenoles. En la practica, muchos de los robles europeos son hibridos de ambos tipos y, como
resultado, los robles que se utilizan para el envejecimiento de los vinos se conocen con frecuencia con el
nombre de la localidad geografica de donde provienen (Haslam, E. et al., 1988).

La especie de roble que se encuentra en Estados Unidos interesante para la obtenciéon de madera con
fines enoldgicos es Quercus alba, definido también como roble blanco. Existiendo también un roble
denominado roble rojo (Quercus rubra o borealis), aunque este segundo tipo de roble es a veces utilizado
para elaborar grandes depdsitos de madera, pero nunca para la elaboracién de barricas debido a su
sabor relativamente duro y su falta de hermeticidad. Por tanto, los bosques americanos se ven
diferenciados por una seleccion de robles blancos. De hecho, se ha definido roble blanco a los robles
localizados en el norte de América de hoja caduca, que corresponden a varias especies, entre ellas
Quercus alba, Q. macrocarpa, Q. montana, Q. muehlenbergii, Q. virginiana, Q. lylata, Q. stellata, Q.
garryana y Q. prinus (Masuda, M., et al. 1971, Towey, P., et al. 1996). Las tonelerias americanas y las
empresas de silvicultura donde el Quercus alba es particularmente explotado se concentran en el medio
oeste (Kentucky, Tennessee, Missouri). El &rea de distribucion natural del roble blanco americano es de
entre 30 ° y 65 ° latitud norte. En EE.UU., la parte del continente americano donde mas abunda se
extiende aproximadamente desde el sur de Ontario, Minnesota y Nebraska, al sur de Florida y Texas
(Keller, R., 1987). Las mayores operaciones forestales con roble se encuentran en Missouri, Ohio,
Wisconsin, lllinois e lowa (Weil, W., 1993).

El crecimiento del arbol define el tipo de grano, y éste es diferente segun la estacién del afio. Por tanto, el
crecimiento anual del arbol se compone de la madera de primavera de crecimiento regular y permeable, y
de la madera de verano de crecimiento irregular y poco permeable, lo que conlleva que existan
diferencias segun la procedencia del roble. En general, el roble europeo es de crecimiento mas uniforme
y presenta un tamafio mas fino y més homogéneo que el roble americano. Ademas, las condiciones
edafoclimaticas del terreno (Vivas, N., 1995; Vivas, N. et al., 2001), también determinan el tipo de grano,
pudiendo variar dentro de una misma especie en funcién del origen geografico. El tipo de grano es
importante por su influencia sobre las caracteristicas organolépticas del vino, pues cuanto mas fino, mas
aromatico es el roble; pero también mas lento es el aporte de aromas y por tanto este tipo de barricas
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seran apropiadas para largas crianzas. Ademas, cuanto mas grueso es el grano, mas tanico es el roble,
ya que los taninos se concentran durante el crecimiento de verano. El tipo de grano no influye
significativamente en el aporte de oxigeno al vino, ya que aunque en teoria el grano fino deberia producir
una mayor oxigenacion por su mayor porosidad, este hecho no ha sido constatado en ningin estudio y
segun indican los resultados preliminares del grupo UVaMOX las barricas de roble americano de grano
medio aportan mas oxigeno a los vinos que las barricas de grano fino (Del Alamo, M. et al., 2014).

La dificultad de abastecimiento de madera en Francia y la mayor demanda de barricas, ha llevado a
buscar robles de Quercus petraea en paises centroeuropeos (Hungria, Rumania, Rusia, Ucrania,
Eslovenia, etc.), donde el roble puede tener la misma complejidad organoléptica y puede ser mas barato,
dando lugar a una mayor oferta en el mercado. El problema es que, en general, no han sido
correctamente explotados durante su periodo comunista. Junto a estas especies mas importantes se
pueden citar otros robles que son utilizados de manera anecdética, pero cuyas propiedades frente a la
calidad de los vinos hasta el momento son poco apreciadas: Quercus cerris, Quercus pubescens,
Quercus farnetto en Europa; Quercus mirbeckii, Quercus afares en Africa del Norte; Quercus mongolica
en Asia (Puech, J.L. et al., 2000). Ademas, la necesidad de nuevas fuentes de suministro de madera de
calidad, asi como la mejora de la masa forestal de nuestro pais, ha llevado a considerar la utilizacién del
roble espafiol como fuente de madera para la obtencién de barricas. Entre las especies utilizadas de roble
espafiol se puede destacar Quercus petraea, Quercus robur e incluso otras especies autdctonas de la
peninsula ibérica, como el Quercus pyrenaica y el Quercus faginea. Desde hace algunos afios se han
realizado diferentes trabajos de investigacion para determinar las posibilidades desde el punto de vista de
estructura de la madera del roble espafiol (Fernandez, B. et al., 1996, 1999a y b; Cadahia, E. et al.,
2001a y b y 2003, Gallego, L., 2012 y 2013). Los resultados obtenidos han mostrado que los robles
espafioles presentan caracteristicas intermedias entre el roble americano y los robles franceses, con una
calidad enolégica adecuada para la crianza de los vinos (Fernandez, B. et al., 2003), y pueden entrar a
competir con otros robles (Sanchez, M., 2007).

l11.5.2.Procesado de la madera y fabricacion de las barricas.

La técnica del procesado de la madera para la fabricacién de las barricas viene determinada por el corte
de la madera, secado, curvado y tostado de las duelas y formacion de la barrica, todos ellos aspectos que
definen las propiedades que transfieren a los vinos que envejecen, pero para entender mejor su influencia
a continuacion se ha descrito brevemente su proceso constructivo.

La primera caracteristica a tener en cuenta es el corte de la madera, que por la diferente morfologia
interna de los robles europeos y americanos, marcan la técnica de corte a aplicar para obtener las duelas
y su incidencia sobre la porosidad de la madera. Los vasos internos del roble americano estan recubiertos
por tilos que obturan los vasos y los hace estancos, permitiendo que esta madera pueda cortarse
mediante aserrado sin comprometer la estanqueidad de la barrica (Fernandez, J.L. et al., 1999;
Moutounet, M. et al., 1999). Sin embargo, el roble europeo se corta longitudinalmente por hendido para
obtener las duelas con los radios medulares paralelos a la superficie de contacto con el vino. Este
diferente proceso de corte tiene importantes repercusiones econémicas, ya que el aserrado permite un
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mejor aprovechamiento de la madera, siendo el rendimiento de barricas por metro cibico muy superior
con respecto al hendido, lo que justifica un precio menor de la barrica de roble americano. Para conseguir
un metro cubico de madera apta para barrica de madera de roble francés, se utilizan cinco metros
cubicos de tronco con corteza. Y es que el roble europeo ha de ser hendido en el sentido de la fibra del
arbol, lo que conlleva una gran pérdida de madera. El roble americano por el contrario, se sierra sin
atender al sentido de la fibra, por lo que es mas aprovechable y por lo tanto, mas barato. Este corte en
aserrado realizado al roble americano lleva consigo la salida de sus resinas y la aportacion directa de las
caracteristicas del roble al vino.

La segunda fase a tener en cuenta es el proceso de acondicionamiento de la madera o secado antes
de la fabricacion de la barrica. La madera de roble que se encuentra en el estado fresco después de
cortar el arbol posee una humedad del 40 al 60 %. Después del corte, se utilizan dos tipos de secado, al
aire y en secadero aunque en la actualidad la mayoria de los toneleros asocian ambas técnicas. El
secado de modo natural se realiza a la intemperie y progresa a razén de 10 mm/afio, por tanto se realiza
en dos o tres afios. Durante este proceso hay una cierta contraccion de las fibras y se reduce la
humedad. Sin embargo, en toneleria esta etapa supone mucho més que una deshidratacion de la
madera, se trata de una etapa de curado, lenta y compleja. Comporta una clara disminucion del extracto
seco, de la concentracién en taninos elagicos y de las cumarinas; respecto del secado artificial por accion
de la lluvia (Vivas, N. et al., 1996b), por su tendencia a la oxidaciéon (Chatonnet , P. et al., 1994), por
procesos de polimerizacion y precipitacién de elagitaninos oligoméricos, por una gran actividad
microbiologica (Hale, M. H. et al. 1999), también por actividad enzimatica de naturaleza flngica (Vivas,
N., 1997a), que ademas degrada y/o transforma sustancias que contribuyen a caracterizar la madera y
repercutir en la calidad del producto, ya que aquello que la madera puede ceder al vino durante la crianza
depende en gran medida del desarrollo de este proceso (Vivas, N. et al., 1991). También la lignina es
parcialmente degradada conduciendo a la aparicion de vanillina y siringaldehido en estado de trazas. La
degradacion afecta a las unidades monémeras terminales implicando la aparicién de compuestos de tipo
hidroxicinamico. La ruptura de la doble unién en alfa-beta conduce a la aparicion de aldehidos benzoicos.
Aunque, comparados con la degradacion que sufre la lignina al calor, ésta es minoritaria (Puech, J. L. et
al., 2000).

El secado artificial se hace manteniendo las duelas de roble durante un mes en una estufa ventilada, a
una temperatura entre 40 y 60 °C. Esta técnica permite limitar el tiempo de secado sin alterar las
cualidades mecénicas de la madera. Sin embargo, el secado de la madera debe ser progresivo, para
evitar la aparicién de grietas de contraccion. Comprende periodos de crianza mas o menos largos,
entrecortados con periodos de estabilizacidn al abrigo pero ventilado (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).
Su finalidad es una deshidratacion de la madera hasta alcanzar la humedad adecuada para poder domar
las duelas. Sin embargo, la reduccion de humedad no va acompafiada de las transformaciones
producidas por los microorganismos, por lo que la madera serd mas rica en elagitaninos y aportara un
caracter mas resinoso y agresivo (Feuillat, M., 1982; Pontallier, P. et al., 1982; Radoux, H., 1994; Vivas,
N. et al., 1996a).
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En el proceso de domado de la madera se emplea la aportacion de calor y humedad. Durante el
tratamiento térmico que se realiza en la elaboracién de las barricas, la parte interna de las duelas que la
componen, debe someterse a un quemado y a una humidificacion para, de esta manera, conseguir el
doblado de las mismas sin que lleguen a partirse (Artajona, J., 1991). Se realiza después un segundo
calentamiento sin humedad; el tratamiento de tostado; para favorecer la degradacion térmica de la capa
superficial, que es la que luego estara en contacto con el vino, y generar nuevos compuestos aromaticos
(Chatonnet, P. et al., 1989a). Dependiendo de la intensidad del quemado y tiempo medio de tostado, se
habla de tres tipos de quemado (Mosedale, R. et al., 1998). Aunque cada toneleria dispone de sus
tiempos de tostado, de forma generalizada se puede definir como tostado ligero, cuando el quemado se
realiza en un tiempo medio de 5-10 minutos tostado medio, cuando el quemado dura un tiempo medio de
10-15 minutos, y tostado fuerte, cuando se realiza en un tiempo medio de 15-20 minutos.

Ambas técnicas de domado y tostado se producen simultaneamente en toneleria tradicional aunque, se
defina al proceso de tostado, al periodo destinado una vez que la barrica ha sido preformada o terminada
su construccion. El modo mas frecuente de realizar el cimbrado de barricas es mediante el quemado de
madera; alimentada por los restos no utilizados. En combinacion con la humedad, el calor actlia desde la
combadura de la carcasa, facilitando la curvatura de la madera al ablandar la lignina. A continuacion, el
tostado puede prolongarse para provocar, con ayuda de un fuego a menudo mas vivo y con una carcasa
que puede estar cerrada total o parcialmente; una degradacion térmica superficial de los componentes de
la madera de roble. Esta degradacién térmica afecta a los principales polimeros parietales de la madera,
especialmente a las hemicelulosas y la lignina, para producir un gran numero de productos de
degradacién (Chatonnet, P. et al., 1989a, Cutzach, I. et al., 1997). Algunos de estos compuestos son bien
conocidos por ser capaces de afectar, a menudo positivamente, al gusto y el aroma de los vinos en
contacto con la madera. Es por ello que se intenta modular simultaneamente la cantidad y la calidad de
las aportaciones de la madera al vino jugando con la intensidad del tostado y tamafio de las barricas.

Durante el proceso de tostado, el fuego puede alcanzar una temperatura de 600 a 800 °C segln la
cantidad de madera y de oxigeno. La mayor parte del tostado de la barrica se efectlia mediante radiacion
térmica (infrarrojos), que tuesta rapidamente la superficie de la misma. Al final del ciclo, puede alcanzarse
una temperatura superior a 230 °C. Al estar abierta la carcasa, gran parte del calor generado se disipa en
la atmdsfera. A continuacién, el calor penetra lentamente en la madera, que se caracteriza por tener un
reducido coeficiente de conduccion térmica (a 15 mm de profundidad la temperatura apenas supera los
105 °C). La degradacion térmica es limitada (< 6-8 mm) y graduada, con una cantidad y una naturaleza
de sustancias extraibles muy diferentes seguin el nivel de temperatura alcanzado desde la superficie
hacia el interior de la duela. EI método de tostado determinara por tanto, el perfil de sustancias extraibles
de termodegradacion, de forma que sera variable y podra precisarse mediante analisis (Chatonnet, P. et
al., 1993).

Con respecto al proceso en general llevado a cabo durante la aportacion de calor a la madera; los robles
liberan agua a 100 °C. La pérdida de sdlidos empieza a 250 °C aumentando hasta una temperatura de
310 °C, llegando a doblarse a 360 °C. Alrededor de un 70 % del peso original se pierde a temperatura de
400 °C. La pirdlisis de la hemicelulosa es completa a temperaturas entre 220 y 300 °C. La pirdlisis de
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celulosa ocurre a temperaturas mas elevadas, entre 310 y 380 °C con oxidacion de sélidos residuales
entre 460 y 500 °C. La mayor o menor intensidad del quemado se realiza de una forma totalmente
empirica caracterizando asi el arte de cada maestro tonelero (Sami, F. et al., 1990). La tabla 1 describe
las temperaturas minimas y maximas correspondientes a los diferentes calentamientos. En el transcurso
de calentamiento fuerte, en el interior de la barrica se pueden alcanzar temperaturas superiores a 300 °C.
Es de destacar que en Estados Unidos el cimbrado de las duelas se efectia con vapor de agua, aunque
muchas de las barricas elaboradas con roble americano son construidas en Europa.

Tabla 1: Temperatura y tiempo de calentamiento para cada intensidad de tostado (Puech, J. L. et al., 2000)

Fase Duracién (min.) Temperatura °C Caracteristicas
Minima Maxima
Cimbrado 20-30 50 200  Elevacion gradual de la temperatura
Tostado ligero 10 120 225  Caldeo superficial de las duelas
Tostado medio 10-15 120 275  Caldeo en profundidad de las duelas
Tostado fuerte 15-20 200 350 Exposicion a fuertes temperaturas.

Después de la elaboracidn del casco de la barrica, las piezas de los fondos se unen entre si. En general
los fondos, que representan el 25 % de la superficie de la barrica, se calientan o no en funcién de las
necesidades del endlogo (Puech, J. L. et al., 2000).

Cuando la lignina es sometida a la accién del fuego se degrada formando fenoles volatiles, aldehidos
fendlicos (benzoicos y cindmicos) y fenilcetonas. La oxidacién subsiguiente de estos aldehidos da lugar a
acidos aromaticos (Puech, J. L. et al., 1987). A 120 °C se forman los aldehidos fendlicos (Nishimura, K. et
al., 1983) como la vanillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), que influye directamente en el aroma de los
vinos envejecidos en madera (Puech, J. L., 1987); el siringaldehido (hidroxy-3,4-dimetoxibenzaldehido),
que también se le relaciona con el atributo de vainilla de los vinos (Chatonnet, P. et al., 1999). A
temperaturas elevadas, proximas a 200 °C, la degradacién de la lignina produce diversos fenoles volatiles
y entre ellos los mas destacados son el guayacol (0-metoxifenol), responsable del aroma a tostados en
los vinos (Aiken, W. et al., 1984; Guymon, F. et al., 1972; Hale, H. et al., 1999), eugenol (2-metoxi-4-(2-
propenil)-fenol) contribuyente al caracter especiado a clavo y a humo en vinos envejecidos en madera
(Aiken, W. et al., 1984; Feuillat, F. et al., 1999). La sensibilidad de la lignina a la degradacién térmica
disminuye a temperaturas entre 220 °C- 230 °C, por lo que la formacién de derivados fenolicos también
se ve desfavorecida (Chatonnet, P. et al., 1989a).

Los polisacaridos, celulosa y hemicelulosa cuando sufren un tratamiento térmico, dan lugar a la formacién
de aldehidos furanicos. Concretamente, la glucosa de la celulosa origina 5-metilfurfural y 5-
hidroximetilfurfural y las pentosas (arabinosa y xilosa) de la hemicelulosa son las responsables de la
aparicion del furfural (Guymon, F. et al., 1972; Onishi, M. et al., 1977; Chatonnet, P. et al., 1989a). Sefton,
M. A. et al. (1993) descubrieron la presencia de furfural y alcohol furfurilico, derivados de guayacol
(eugenol y vanillina) e isémeros cis y trans 3-metil-y-octalactonas.

Seguin sea el tiempo y la intensidad del quemado al que haya sido sometido el roble, la cantidad de
aldehidos furanicos extraibles variara, siendo maxima durante el quemado de intensidad media y
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disminuyendo en el quemado fuerte (Chatonnet, P. et al., 1989a). El furfural se forma en mayor cuantia y
es el responsable de dar a las bebidas alcohdlicas envejecidas en madera el caracter de fruto seco,
especialmente a aimendras tostadas (Spillman, P. J. et al., 1998; Sauvageot, F. et al., 1999; Chatonnet,
P.etal., 1999).

Por tanto, la composicion quimica condiciona de forma decisiva la calidad enolégica de una madera,
debido a los efectos directos o indirectos que tiene sobre las caracteristicas sensoriales del vino
desarrolladas o modificadas durante la crianza. El tostado tiene una influencia considerable en la
composicion polifendlica de la madera (polifenoles de bajo peso molecular y taninos), ya que las
caracteristicas quimicas cuantitativas y cualitativas estan fuertemente relacionadas con la intensidad y las
condiciones del tostado. Las caracteristicas particulares de cada especie también pueden determinar
dicha composicién polifendlica y a veces, la magnitud de las modificaciones durante el proceso de tostado
(Cadahia, E. et al., 2002). Si se comparan datos obtenidos en las maderas tostadas respecto de las no
tostadas, se deduce un incremento de las concentraciones de la mayoria de los compuestos fendlicos. En
condiciones de tostado medio se tienen concentraciones de aldehidos y acidos fendlicos, pero sin la
formacion de compuestos de tipo caracteristicos de maderas muy quemadas. En maderas tostadas o sin
tostar se encuentran elagitaninos, siendo los monémeros mas abundantes. Una de las obsesiones de los
endlogos es que, una vez definido un estilo de crianza, el tonelero sea capaz de reproducir la forma de
elaboracion de la barrica cuantas veces sea necesaria, por eso la toneleria como Radoux ha desarrollado
un sistema de clasificacion de la madera, basado en la lectura por infrarrojos de cada duela, midiendo el
nivel de fenoles totales (directamente relacionado con el contenido en elagitaninos) y por tanto, su
potencial de comunicacion tanica al vino. Sin embargo, el proceso de tostado a intensidad media, supone
reducciones en las concentraciones de los elagitaninos. Por tanto, esta degradacion térmica llevara
consigo la liberacion de los acidos gélico y elagico (Cadahia, E. et al., 2004) y generara compuestos con
gran incidencia organoléptica en el vino; aldehidos furanicos, aldehidos fendlicos, lactonas, fenoles
volatiles y taninos de los acidos galico y elagico (Martinez, J. et al., 1997). Ademas, estos acidos son
importantes por su participacién en la estabilizacién fendlica de los vinos durante la crianza, ya que
pueden actuar como copigmentos (Mazza, G. et al., 1990) y como protectores de la oxidacién de los
antocianos (Vivas, N. et al., 1996a).

11.5.3.Sustancias que el vino es capaz de extraer de la madera y su incidencia

Entre los compuestos cedidos por la madera se encuentran dos principales grupos de compuestos
interesantes desde el punto de vista organoléptico, el grupo de los compuestos fenolicos y el grupo de los
compuestos volatiles (Fernandez, |. et al., 1999). La extraccién de los compuestos procedentes de la
madera depende de la cantidad de compuestos que originalmente estan presentes en una barrica nueva
potencialmente extraibles, y otros factores como el tiempo de contacto entre el sustrato sometido a
envejecimiento y la madera (Garde, T. et al., 2002). Sin embargo, los factores que afectan el contenido de
extraccion del roble son la especie y el origen geogréafico de la madera (Chatonnet, P., 1991), el tostado
de las barricas (Chatonnet, P. et al., 1989a) y la edad de las mismas (Chatonnet, P., 1991). Los
compuestos volatiles que han sido identificados en madera de roble no tostada (Nishimura, K. et al.,
1983; Chatonnet, P., 1991) son extraidos de la madera en cantidades poco significativas (Chatonnet, P.,
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1991; Sefton, M. et al.,, 1993), aunque su efecto sobre las caracteristicas organolépticas marca
importantes diferencias.

Entre los componentes fenélicos extraidos de la madera destacan los aldehidos fendlicos (vanillina y
siringaldehido), &cidos fendlicos (acido galico y eldgico, p-cumarico y caféico, protocatéquico, vanillinico y
p-hidroxibenzoico), estilbenos, aldehidos furanicos, eugenol, derivados del guayacol y los isdmeros cis y
trans de la R-metil-y-octolactona comunmente conocidas como whiskylactonas. (Morales, M. L. et al.,
2001). Taninos galicos (trigalil-glucosa y pentagalil-glucosa) y elagicos (castalagina y roburina D),
cumarinas (escopeletina y aesculina) y flavanoles como (+)-catequina y su dimero Bs. Gran parte de las
moléculas que son cedidas por el roble a la madera se producen o degradan durante el proceso de
tostado, aumentando los niveles de algunos compuestos en roble tostado (Chatonnet, P. et al., 1989a).
Como ya se ha indicado con anterioridad, este proceso tiene una gran influencia en la composicion
polifendlica final de la madera, ya que las caracteristicas quimicas cuantitativas y cualitativas estan
fuertemente relacionadas con la intensidad y las condiciones del tostado (Cadahia, E. et al., 2002). Tales
compuestos aportados por la madera reaccionan con los presentes en el vino dando lugar a una
modificacion en la concentracion final de los mismos.

Ademas de la degradacion de la lignina que se produce por el tostado y quemado (termolisis) hay que
considerar la debida a la hidrélisis producida por etanol (alcohdlisis) y agua durante el contacto. Para
barricas muy usadas, la hidrdlisis resulta ser la via principal de cesion de sustancias a partir de la lignina.
Alo largo del envejecimiento, la lignina es parcialmente degradada por una hidroalcohdlisis a temperatura
ambiente, con formacién de los compuestos mondmeros correspondientes, asociados al desarrollo de
aroma a madera de todos los compuestos que se incorporan al vino, el mas importante sin duda es la
vanillina, que por su volatilidad contribuye al aroma de los vinos y su concentracion puede verse
incrementada por el calentamiento de la madera. La acidez del medio, al que se afiade un proceso de
hidrélisis que libera acido acético a partir de los xilanos de la madera, refuerza esta acidez y cataliza la
degradacién de las macromoléculas (Puech, J. L. et al., 2000). Los primeros autores capaces de aislar
compuestos fenolicos de la madera fueron Puech, J. L. et al., (1988) quienes detectaron que los extractos
de madera de roble contienen acidos vanillinico y siringico, asi como sinapaldehido, coniferaldehido y
siringaldehido (Puech., J. L., 1981). Kepner, R.E. et al., (1972) demostrd la presencia de eugenol en la
madera de roble, procedente también de la degradacion; o incluso como producto de la biosintesis, de la
lignina (Nishimura, K. et al., 1983; Chatonnet, P. et al., 1989b).

La procedencia de las cumarinas en forma de heterésido se debe a la madera, no asi la forma aglicona
que procede de la hidrdlisis de aquellas por accidén de la enzima cumarina que tiene lugar durante el
proceso de secado (Puech, J. L. et al, 1988). En la madera de roble fresca se encuentran
mayoritariamente como heterdsidos, los cuales son muy amargos (Vivas, N et al., 1991; Vivas, N. et al,,
1995). Por otra parte, se han detectado cantidades de cumarinas en aguardientes de Cognac (Joseph, E.
et al., 1972). El contenido en cumarinas es caracteristico de todas las bebidas sometidas a un
envejecimiento, ya que tienen su punto de partida en la madera (Otsuka, |. et al., 1974). La escopoletina
es la mas abundante de las cumarinas (esculetina, umbeliferona y B-metilumbeliferona) siendo mas
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abundante en la madera de roble americano que en la madera de origen europeo (Puech, J. L. et al,
1988).

Ademas de derivados de la degradacién de lignina y en menor medida de celulosa y hemicelulosa, la
madera de roble contiene aproximadamente un 10 % de fenoles extraibles, esencialmente elagitaninos
(Scalbert, A. et al., 1988; Scalbert, A. et al., 1989), y en menor proporcién galotaninos. Los elagitaninos
se extraen facilmente del polvo de la madera en disoluciones agua-alcohol o agua-acetona, son solubles
en agua y menos solubles en alcohol puro, aunque la solubilizacion de los fragmentos de la estructura de
lignina requiere la ruptura de los enlaces covalentes, un proceso lento que hace que la liberacion de
elagitaninos se alarge durante todo el proceso de envejecimiento, aunque la mayoria de los elagitaninos
son extraidos en el primer afio. Scalbert, A. (1991) estudiaron los elagitaninos que se extraen de la
madera de roble durante la fase inicial del envejecimiento de las bebidas alcohdlicas, identificando los
compuestos principales como, castalagina, vescalagina, roburina E y el dimero de roburinas A-D. Ademas
de solubilizarse rapidamente durante los primeros afios de envejecimiento, simultdneamente se degradan
a &cido elagico (Virot, C. et al., 1994), incrementando el contenido de este acido en el vino (Sarni, F. et
al., 1990; Puech, J. L. et al., 1992). Este incremento de acido eldgico se debe a que en medio acido o
basico, los enlaces éster se hidrolizan y el acido hexahidroxidifénico se reorganiza transformandose
espontaneamente en acido elagico, insoluble en agua. Este efecto de hidrélisis en medio acido debido a
los taninos eldgicos hace que la sensacion de estructura que producen estos compuestos sobre el vino
desaparezca a lo largo del tiempo. El acido elagico es por tanto, un constituyente comdn en vinos
envejecidos en madera, estando presente en vinos que envejecen en madera nueva, pudiendo llegar a
alcanzar los 50 mg/L (Virot, C. et al., 1994; Laszlavik, M. et al., 1995; Clifford, N. et al., 2000).

Estudios realizados por Fang, F. et al. (2007) en un vino envejecido en barricas de tres origenes de
madera diferentes durante 135 dias detectaron la presencia de galotaninos en el vino demostrando que
la cesién de estos compuestos al vino es progresiva y dependiente del compuesto cedente. La
concentracion de miricetin, luteolin, quercetin y kaempferol se vio reducida durante el envejecimiento
debido a la combinacién de un azucar y las agliconas del flavanol para formar glucésidos de flavanol
(Hertog, L., et al., 1996). Cuantos més glucésidos de flavanol se forman, éstos mismos son hidrolizados a
sus formas agliconas (Somers, C., 1971) lo que explica que la concentracion de flavonoles varia durante
el envejecimiento. El aumento en la concentracion de isorhamnetin (4-methoxy-quercetin) después de un
tiempo de envejecimiento del vino en barricas de roble, se debe a la transformacion de la quercetina en
isorhamnetin, produciendo un gran impacto en las reacciones redox ocurridas en el vino. Destancando
ademas que el compuesto galanin no se detecta en los vinos hasta un abundante periodo de
envejecimiento, lo que confirma que el origen de este compuesto es proveniente de la madera 0 sus
combinaciones con el vino (Fang, F. et al., 2007).

Entre los compuestos volatiles procedentes de la madera se han distinguido el grupo de los furanos
(furfural, metilfurfural, hidroximetilfurfural, alcohol furfurilico) y otros heterociclos volatiles (maltol,
dimetilpirazinas), fenilcetonas (acetofenona, acetovainillona, propiovainillona, butirivainillona), fenoles
volatiles (guayacol, metil-guayacol, etil-guayacol, eugenol, etil-4-fenol) y B-metil-y-octolactona con sus
isomeros Cis y trans.
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Dado que el tema tratado en esta tesis no se centra en los compuestos volatiles, simplemente comentar
la importancia de la cesion de las wiskylactonas de la madera por su gran influencia en el aroma de los
vinos. El origen de las B-metil-y-octolactonas procedentes de la degradacién térmica de los lipidos del
roble, parece tener dos posibles mecanismos de accion, ambos originados durante el tostado de las
duelas (Mosedale, R. et al., 1999; Zamora, F., 2003b). Los isémeros cis y trans -metil-y-octalactona,
comunmente conocidos como wiskylactonas fueron descubiertos en el bourbon (Suomalainen, H. et al.,
1970). Son las responsables del aroma a madera y a coco (Chatonnet, P., 1995; Boidron, N. et al., 1988;
Pollnitz, P. et al., 1999 y Pérez, S. et al., 1999). Presenta bajos umbrales de percepcion 92 ugriL para el
isomero cis y 460 ugr/L para el isdmero trans, sin embargo, estan entre los compuestos volatiles mas
importantes que contribuyen al flavor de bebidas envejecidas en madera. Chatonnet P. et al., (1989b) y
Maga, J. A. (1989) determinaron que la concentracidn de estos compuestos esta en funcién del origen de
la madera empleada y su concentracién puede verse incrementada por el tostado, sin embargo estudios
posteriores realizados por Pérez, S. et al (1999) y Waterhouse, L. (1994) demostraron que el
calentamiento y carbonizado de la madera parece no afectar el ratio de los dos isémeros y
consecuentemente este ratio podria ser usado como indice para identificar maderas de diferentes
especies y diferente origen geografico.

Parte del origen del acido acético se encuentra en la propia estructura de la hemicelulosa. Algunas
unidades de xilosa de las hemicelulosas, presentan grupos acetilo los cuales pueden dar lugar a la
formacion de acido acético libre, mediante hidrdlisis, durante el tostado de las duelas. También se
produce una parcial termdlisis de la lignina, lo que provoca la liberacién de los extremos terminales,
dando lugar a la aparicién en el medio de aldehidos fenoles y fenil cetonas.

A continuacion se presenta una descripcion de las principales sustancias susceptibles de ser liberadas
por la madera de roble al vino y que participan activamente en la incidencia organoléptica que sobre el
vino tendra la cesion de estos compuestos.

l11.5.4.Incidencia organoléptica sobre el vino de las sustancias extraidas de la madera

Dentro de los &cidos y aldehidos fenoles, destaca por su gran importancia la vanillina, que es la principal
sustancia responsable de un perfume intenso a vainilla natural que caracteriza a muchos vinos de crianza
(Boidron, J.N. et al., 1988; Sefton, A. et al., 1993; Spillman, P. J. et al., 1998; Feuillat, M., 1999) y aunque
la vanillina esté en menor concentracion que el resto de los acidos y aldehidos, al ser el umbral de
deteccion menor, su contribucion a las caracteristicas sensoriales es notable. Los umbrales de estas
sustancias en disolucién hidroalcohdlica del 10 % son de 0,5 mg/L para la vanillina, de 25 mg/L para el
siringaldehido, &cido vanillinico y &cido siringico y de 80 mg/L para el sinapaldihido (Singleton, V. L.,
1995).

Los furanos presentes en el vino de crianza, son los responsables de los aromas caracteristicos a

almendras frescas y tostadas. El maltol y otros heterociclos oxigenados otorgan los aromas de caramelo y
notas de tostado que también caracterizan a los vinos. Las dimetilpirazinas, con notas de cacao,
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avellanas, pan tostado y café seran los responsables de la presencia de estos aromas en los vinos de
crianza.

Los fenoles volatiles participan en el aroma del vino de forma variada; aportan olores a tostado, a madera
quemada, a clavel, a tinta, a clavo de especia y en funcidn de su concentracién y tipo pueden aportar un
desagradable olor animal o cuero. Las [B-metil-y-octolactonas, confieren un olor a nuez de coco
caracteristico en los vinos, ya comentado anteriormente.

Para los acidos fendlicos, el acido galico participa de la sensacion acida del vino mientras que el acido
elagico puede considerarse bastante neutro desde el punto de vista organoléptico. El eugenol tiene un
aroma a clavo y su concentracion puede aumentar en funcion del nivel de tostado (medio o fuerte)
cuando las barricas son quemadas.

Los taninos gélicos presentan sabor &cido, ligeramente astringente y muy amargo. Los taninos elagicos
participan principalmente en la sensacion de astringencia, de forma que un cierto aporte de tanino elagico
puede reforzar la estructura del vino, pero un exceso de ellos provocara un rechazo por su excesiva
astringencia, pero su participan importancia destaca sobre la evolucién del color en el vino por su efecto
protector de la oxidacion de los antocianos.

Los flavanoles (catequinas y procianidinas) aportados por la madera participan en la sensacién de
amargor y especialmente de astringencia, aunque el vino tinto ya posee concentraciones elevadas en
dichos compuestos asi que la contribucion de la madera en este sentido puede ser despreciable (Zamora,
F., 2003a).

l11.6. ENVEJECIMIENTO DEL VINO EN BOTELLA

Una vez finalizado el proceso de envejecimiento en barrica el vino necesita una ultima antes del consumo
del vino, que se desarrolla en un medio reductor (ausencia de oxigeno), la botella. Las modificaciones
quimicas que se producen en ausencia de oxigeno completaran, las caracteristicas adquiridas durante la
crianza oxidativa. En estas condiciones se pueden dar fenémenos como la hidrélisis de las
proantocianidinas, formando carbocationes que pueden reaccionar con ofras moléculas de
proantocianidinas, dando lugar a polimeros de mayor peso molecular (polimerizacién tanino-tanino), o con
los antocianos bajo la forma carbinol (AOH) (condensacion tanino-antociano).

Los vinos antes de ser embotellados deben reunir una serie de condiciones que aseguren su estabilidad
microbioldgica y fisicoquimica, para conservar sus cualidades organolépticas durante el mayor tiempo
posible. Esto condiciona los tratamientos previos al embotellado, de forma que inicialmente los vinos se
someteran a diferentes procesos de estabilizacion con el fin de asegurar la limpidez y estabilidad del vino
en el tiempo. Entre estos tratamientos destacan las estabilizaciones tartéricas, proteicas y de la materia
colorante.
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Posteriormente, e inmediatamente después del embotellado, los vinos se someten al taponado, con el
objetivo de conservar las condiciones de estabilidad adquiridas anteriormente. En esta Ultima fase sera
importante el tipo de tapén utilizado. El vidrio es el envase utilizado tradicionalmente, y su éxito se debe,
ademas de a ser un material inerte y puro a su cualidad estética, es posible tenerlo en diferentes formas.
Finalmente, una vez embotellado, el vino continla evolucionando durante su conservacion,
modificAndose su color, sabor y aroma. Durante el periodo de botella el vino pasa por tres fases: una fase
de maduracion, una fase de plenitud y por ultimo una fase de declive (Dubourdieu, D., 1992). Durante la
primera fase el vino aumenta su calidad sensorial, alcanzando su méximo nivel en la fase de plenitud, y
perdiendo las caracteristicas que definieron su calidad en la fase de declive.

El afiejamiento en botella corresponde a una evolucion del vino en estado de reduccion hacia una calidad
organoléptica superior a la que poseia inicialmente. Ademas de la modificacién del color, corresponde a
un aumento de complejidad y de la sutileza de los olores y de los sabores. El tiempo necesario para
obtener ese punto 6ptimo varia mucho en funcién del tipo de vino y puede ser de algunos afios a varias
décadas (Del Alamo, M. et al. 2000c).

l11.7. SISTEMAS ALTERNATIVOS AL ENVEJECIMIENTO EN BARRICA

Las intervenciones del endlogo para dirigir el envejecimiento son muy diversas, puede limitarse a
establecer las mejores condiciones de temperatura, de aireacion y de conservacion, con el fin de que las
transformaciones naturales se produzcan en las mejores condiciones y puede también, conociendo los
procesos de envejecimientos y sus factores principales, acelerar esas condiciones y ampliar los
fendmenos para conseguir el mismo resultado de modo mas rapido. En general, el envejecimiento por el
sistema tradicional supone unos enormes costes econdmicos. Con el fin de reducir los costes de
infraestructuras y materiales se han desarrollado métodos de envejecimiento acelerado que van desde la
aplicacion de calor, frio, e incluso temperatura de congelacion o borboteo de oxigeno (Krolenko, L. et al.,
1981) 0 ambos simultdneamente. Sin embargo, la técnica que se ha usado con mas éxito ha sido emplear
extractos de madera de roble (Puech, J. L., 1987; Puech, J. L. et al., 1992). Dichos extractos se han
preparado mediante coccién, infusion, percolacion y maceracion (Mangas et al., 1996) de la madera que
puede o no haber sido sometida previamente a tratamientos fisicos (como ultrasonido, presiones
elevadas o tratamiento térmico) o quimico (con &cidos o bases).

El proceso de envejecimiento acelerado de vinos mas extendido es el uso de sistemas alternativos que
consiste en la adicién de madera al vino para que adquiera ciertas propiedades que recuerden al vino
envejecido en barrica. Habitualmente se emplean trozos de madera de diferentes tipos (origen de
madera, tamafio, tostado...) junto a sistemas que dosifican pequefias cantidades de oxigeno simulando
asi el proceso de envejecimiento en barricas. Los estudios sobre el empleo de estos productos para el
envejecimiento de vinos comenzaron con Singleton (1961, 1971)] y posteriormente diferentes autores han
evaluado los efectos en los vinos de la adicion de estos productos, en especial de las astillas. Monedero
L. et al., (1999) estudiaron la forma de obtener extractos con un contenido en fenoles similar al de vinos
olorosos, para ello ensayaron distintos procedimientos de quemado de la madera controlando la
temperatura y el tiempo. De once compuestos fendlicos ensayados (acidos galico, protocatéquico, p-
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hidroxibenzoico, siringico, vanillinico, caféico, p-cumarico y ferdlico, siringaldehido, vanillina y
sinapaldehido), sélo el acido galico estaba influenciado por la temperatura. Por otra parte, se puso de
manifiesto que los macerados elaborados con astillas tostadas a 180 °C durante 3 horas eran los que
tenian una composicién fenélica mas parecida a las muestras comerciales de oloroso.

Es evidente que el proceso de envejecimiento en barricas de roble es largo y costoso, aunque las
barricas no son indispensables para obtener un sabor a roble; lo fundamental es la presencia de madera.
Por esta razén los elaboradores han buscado siempre alternativas que logren estabilizar la materia
colorante y suavicen la astringencia ademas de aportar aromas que complementen y aporten complejidad
al vino. A nivel gustativo, se ha tratado de disminuir las notas vegetales e intensidad tanica y aumentar el
volumen. Sin embargo, los resultados obtenidos con el empleo de elementos alternativos al uso de la
barrica inicialmente no obtuvieron los resultados esperados. Asi, Piracci, A. et al. (2001a, b) observaron
que el vino en contacto con astillas de roble, tanto en el proceso de vinificacion como en la conservacién
de los mismos, frente al empleo de barricas, se obtenian resultados de inferior calidad en el vino
analizado. El estudio de la evolucién de los polifenoles de bajo peso molecular (Del Alamo, M. et al.,
2004b, Aratpisas, P. et al., 2004) y antocianos (Del Alamo, et al., 2004a) de un vino tinto en contacto con
diversos sistemas (barricas, astillas y tablones de roble) demostraron que el vino envejecido con astillas
experimenta una evolucion mas rapida y un mayor numero de polimerizaciones que el vino envejecido en
barrica, acelerando el proceso evolutivo.

Pero buscando la mayor similitud de un vino envejecido en barrica de roble, principalmente en lo que
respecta a las interacciones de los compuestos fendlicos y su conservacion en el vino a lo largo del
tiempo, se ha recurrido a tratamientos basados en la incorporacion de trozos de madera (astillas,
tablones) y la adicion de pequefias dosis de oxigeno (microoxigenacion) almacenando el vino en
depdsitos de acero inoxidable. La gran ventaja del empleo de trozos de madera es que se introducen al
vino y no el vino en la madera por tanto, el area superficial aportada por los trozos de madera es
practicamente utilizable en su totalidad y no apenas el 40 % de ella, como ocurre en las barricas (Stutz, T.
et al., 1999) y el aporte de oxigeno artificialmente imita la entrada natural a través de la madera. Lo que
explicaria por qué este sistema es uno de los mas demandados hoy en dia en el sector enolégico. Sin
embargo, existe en la actualidad un gran nimero de parametros dificiles de controlar hasta el momento,
que afectan significativamente en la calidad del producto alternativo a emplear y en los objetivos
buscados con la incorporacion de esa madera y oxigeno al vino. Repasar la bibliografia hasta el momento
del proceso de obtencion de los fragmentos de madera ayuda a actuar sobre los resultados que se
pretenden obtener en el vino final.

l11.7.1.Fragmentos de roble en el vino

El empleo de trozos de madera de roble para conseguir que el vino alcance algunas de las propiedades
de los vinos envejecidos en barricas de roble, ha hecho que en el mercado se encuentren distintos
productos que pretenden abaratar el precio del envejecimiento. Los primeros intentos se realizaron con
vinos envejecidos artificialmente mediante la adicién de sustancias quimicas que liberaba la madera, pero
los resultados mostraron unos vinos con una calidad muy limitada, otra propuesta con mayor éxito fue el
empleo de astillas de madera de roble en recipientes de acero inoxidable con una tecnologia capaz de
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permitir el control de diversos factores tecnolégicos (Bermudez, J., 2002). Actualmente el mercado
dispone de sistemas alternativos a las barricas de roble con diferentes formatos de madera de roble
ubicados en depdsitos de acero inoxidable u hormigdn o incorporados a barricas de varios usos que
permitan en ambos casos acortar el tiempo de envejecimiento y por tanto el coste del proceso (Del
Alamo, M. et. al., 2002).

Las posibilidades existentes en el mercado son muy amplias. Se comercializan de distintas formas: las
conocidas como virutas o astillas oak chips, las porciones de madera cortadas formando cubos llamados
oak cubes u oak beans, también se comercializa polvo de roble oak powder, trozos de madera granulada
llamados pencil shavings o granulates, la madera de roble cortada como piezas de domin6 dominoes, o
en pedazos cuadrados oak blocks o segments (Del Alamo, M., 2006) (figura 17), y los tablones, bastones
o0 duelas de madera llamados staves. Podemos introducir duelas en depésitos de acero inoxidable, se
puede alargar la vida de las barricas usadas afiadiendo en su interior nuevas duelas, si bien la posibilidad
méas ampliamente utilizada es la utilizacion de astillas de roble en el interior de depositos. Podemos elegir
astillas de roble francés, europeo, sin tostar o bien tostadas a diferentes grados (Zamora, F., 2003b). Los
ultimos procesos experimentales existentes en el mercado son el empleo de bolsas de astillas que
permiten la incorporacién de las mismas a las barricas usadas introduciéndolas por la boca de la barrica y
permitiendo asi el infusionado de las mismas, alargando la vida Util de la barrica, ya que la madera nueva
aporta elementos estructurales y aromaticos indispensables en la elaboraciéon de grandes vinos,
elementos que se deben aportar para conseguir una crianza dptima, compensando asi parcialmente el
efecto de contacto de un vino con una barrica en su momento 6ptimo. En cualquier caso, las
caracteristicas buscadas en la aplicacién de fragmentos de madera son tanto por su efecto estructurante
(favorecer reacciones entre taninos y antocianos) y su estabilidad en el color, como sus aportes de
aromas y sabores a madera.

Figura 17: Productos alternativos: polvo (A), granulado (B), astillas (C), dados (D), dominoes (E), blogues (F), tablones (G)
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l11.7.2.Influencia del origen botanico y geografico del roble

Al igual que en la técnica de obtencidn de las barricas de roble debe cumplirse; para la fabricacion de los
productos alternativos; que la madera empleada como materia prima sea siempre de roble (Quercus sp.),
tanto de origen europeo entre los que se emplean especies como Quercus petraea, Quercus robur y
Quercur pyrenaica, como de origen americano, Quercus alba. Las diferentes condiciones climaticas y
edaficas, unidas a las distintas especies cultivadas en cada zona, dan lugar a variaciones en la
composicion de la madera de roble, siendo por ello, el origen geografico una de las variables
determinantes de los caracteres sensoriales de los vinos, teniendo en cuenta que en los fragmentos de
madera la extraccién de los compuestos es mas rapida y por tanto, los caracteres del origen del roble se
veran acentuados en un corto periodo de contacto entre el vino y la madera.

De manera generalizada, los fragmentos de roble americano proporcionan mayor incidencia aromatica en
el vino con aportacién de compuestos como las whiskylactonas (olor a coco, madera, tostado...),
presentes en dos formas isoméricas (cis y trans). Son mas delicados de usar que los robles europeos y
es imprescindible que sean objeto de un seguimiento regular y riguroso por su rapido impacto sobre el
perfil organoléptico de los vinos que puede conducir a excesos, destacando aromas de la madera tipo
savia y torrefactos demasiado intensos, volumen importante del ataque en boca y después una sequedad
fuerte. En los fragmentos de robles europeos se debe tener en cuenta el caracter tanico que comunican a
los vinos, por su extraccidn en taninos elagicos, lo que podria acentuar en exceso el caracter a tablén o
exceso de astringencia.

Numerosos trabajos han permitido caracterizar con precisién las diferencias de composicion en
sustancias extraibles de las principales especies de roble utilizadas en toneleria (Feuillat, M., 1982;
Pontallier, P. et al., 1982; Francis, L. et al., 1992 y Sefton, M. et al., 1993) y en el sector de alternativos. El
roble europeo Quercus petraea posee de dos a tres veces menos B-metil y-octolactona que el Quercus
alba americano, pero de cinco a diez veces mas que el Quercur robur europeo, €l menos rico en aromas.
En cambio, el roble Quercus robur contiene alrededor de un 30 a 50 % mas de taninos extraibles (en
forma de taninos elagicos) que el roble Quercus petraea, que a su vez contiene casi dos veces mas que
el roble americano (tabla 2).

Tabla 2: Influencia del origen boténico del roble sobre la composicion de sustancias extraibles (Chatonnet, P., 1995)

Sustancias extraibles Q. petraea Q. robur Q. alba
Extraibles totales (mg/g) 90 (15) 140 (7) 57 (34)
Elagitaninos (mg/g) 8(1,4) 15(1,5) 6 (2,6)
Catequinas (mg/g) 0,3 (0,003) 0,45 (0,008)  0,45(0,11)
Metil-octalactonas cist+tran (ug/g) 77 (24) 16 (15) 158 (27)
Eugenol (ug/g) 8(2) 2(1,5) 4(1,5)
Vanillina (ug/g) 8 (3) 6(2,5) 11 (5,5)

Compuestos extraibles en solucion hidroalcohoélica a 12 % Vol.
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Quedaria definido por tanto, que la eleccion de la procedencia boténica del roble influye en la
composicion de las sustancias susceptibles de pasar al vino. Ademas, se debe tener en cuenta que la
procedencia geogréfica de los robles, la densidad alta o baja del bosque y la edad de los arboles en el
momento de la tala tienen una influencia importante en los fragmentos de madera a utilizar en los vinos.
No obstante, dadas las dificultades con que topa la toneleria tradicional a la hora de seleccionar
perfectamente las maderas y teniendo en cuenta que la gran mayoria de la madera empleada en la
fabricacion de productos, hasta el momento procedia de residuos de toneleria, seria falso afirmar que los
fabricantes siempre han tenido en cuenta por un lado, las especies y por otro, las regiones o los tipos de
bosque. En consecuencia, se han ido mejorando estos aspectos que ayudan a diferenciar correctamente
el producto alternativo buscado.

l1l.7.3.Proceso de fabricacion de productos alternativos a la barrica de roble

Los primeros afios de uso de los fragmentos de roble, la mayor parte de la madera que se dedicaba a la
obtencion de productos alternativos para envejecimiento de vinos, era la de aquellas duelas que, al
finalizar el proceso de secado, eran desechadas para el tostado por presentar algin defecto (nudos,
pequenas grietas, etc.). Asi como el duramen alrededor de los cuartos que no permitia obtener un tamafio
adecuado de duela para la obtencion de una barrica. Se ha usado siempre y cuando se efectuaba una
separacion correcta de la madera de la zona de albura y la corteza, que presentan composiciones
susceptibles de comunicar gustos desagradables. También se han empleado las cufias y trozos
desechados después de cortar las duelas, incluso ante la gran demanda surgida en el uso de estos
fragmentos, también se comenzé a utilizar el duramen de arboles de pequefio diametro abatidos en los
tratamientos selvicolas.

Sin embargo, la produccién de fragmentos de roble responde en la actualidad a unas exigencias técnicas
mas estrictas que las anteriormente mencionadas. Pasando de ser subproductos de la fabricacion de
barricas, recogidos, tostados y envasados, a aparecer como elementos cualitativos de la vinificacion,
elaborados expresamente desde una seleccion precisa de la materia prima, pasando por un curado
natural controlado de la madera, y técnicas de triturado y tostado puestas a punto con objetivos técnicos
bien concretos. La investigacion desarrollada en colaboracién entre los productores y los centros de
investigacion estan permitiendo también elaborar productos con unas garantias dptimas de seguridad
técnica y alimenticia, con un control preciso de los niveles de compuestos organoclorados
(tricloroanisoles, bromoanisoles) y benzopirenos. Estos factores de calidad de los fragmentos de roble
pueden ayudar a obtener perfiles muy similares a los proporcionados por las barricas.

1.7.4.Importancia de las condiciones de secado y maduracion

Inmediatamente tras su tala, es imposible transformar la madera de roble en duelas destinadas a la
fabricacion de barricas o0 a la elaboracién de fragmentos de buena calidad. Como ya se ha comentado en
el apartado 111.5.2., en esta etapa la madera contiene una gran cantidad de agua (hasta un 70 %), muchos
compuestos polifendlicos de gusto amargo (exceso de elagitaninos, cumarinos...) y muy pocos
compuestos aromaticos interesantes. Es absolutamente necesario secar la madera para transformarla.
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Tradicionalmente, las piezas de madera destinadas a toneleria de calidad se depositan al aire libre
durante varios afios para que pierdan el agua, pero sobre todo para que tenga lugar un conjunto de
reacciones fisico-quimicas indispensables para afinar su calidad. Durante este periodo, denominado de
maduracion, la madera pierde el exceso de compuestos tanicos desagradables, estabiliza sus
dimensiones y desarrolla enormemente su potencial aromatico, especialmente por la transformacién de
precursores de aromas hasta entonces inodoros, como es el caso de las cis f-metil y-octolactona
(Chatonnet, P. et al. 1992).

Este proceso deberia ser valido para la madera destinada a la fabricacién de fragmentos de roble de
buena calidad. Se debe respetar por un lado un tiempo de secado suficiente (mas de doce meses) y
apilar las piezas de madera de manera para que se optimicen los intercambios entre madera y atmésfera.
En el caso de las piezas nobles de toneleria, normalmente se utiliza un apilado cruzado y abierto para
facilitar la circulacidn de aire. Por lo que respecta a los productos alternativos, sin embargo, en una gran
mayoria de los casos se observa un almacenamiento en fardos, con las piezas literalmente pegadas unas
a otras; lo que produce un secado desigual en las piezas en contacto unas con otras. Por tanto, para
afinar perfectamente la madera antes de su transformacién se hace indispensable utilizar un modo de
apilamiento adecuado durante un tiempo de maduracién suficiente (Chatonnet, P., 2007).

l1I.7.5.Proceso de cortado de los fragmentos para la obtencion del tamafio final.

Es la técnica de obtencidn de los fragmentos de madera de roble donde se ha realizado la mayor mejoria
en la obtencién de fragmentos de madera, hasta el punto de ser elaborados con la misma madera que la
elaboracion de las barricas es decir, madera de duramen de alta calidad, sin ramificaciones ni corteza.
Aunque se aumenta el peligro de contaminacion del producto durante el triturado, ya que puede
producirse una contaminacion de las astillas por hierro, compuesto que, en combinacion con los taninos
de la madera, puede producir oxidaciones violentas del vino en combinacién con el proceso de
microoxigenacion, aspecto que debe ser controlado en el proceso de corte.

La dimensién de los fragmentos, sea cual sea su finalidad se deben cortar de manera que mantengan
una forma homogénea, debido a que las particulas grandes y pequefias no evolucionan de la misma
manera durante su contacto con el vino, por ello las astillas deben triturarse de manera regular y deben
someterse a un correcto tamizado. Ya que el tamafio de las astillas constituyen otras fuentes de variacién
en el proceso, se debe tener en cuenta que el modo de corte de las astillas se realiza por aserrado, por lo
que la efectividad de la cesién de componentes es mayor que en los tablones que se obtienen por
hendido, y esto puede condicionar la evolucién del contenido de elagitaninos, entre otros compuestos, o
incluso podria llegarse a su degradacion total durante el tostado, asi como la formaciéon de mayores
cantidades de fenoles simples provenientes de la degradacién de la lignina durante este proceso, siendo
de gran importancia el tipo de corte aplicado en la fase de tostado y de cesion de compuestos al vino en
la primera fase del envejecimiento.
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111.7.6.Proceso de tostado de la madera para la obtencién de fragmentos.

El tostado es una etapa esencial de la fabricacién tradicional de barricas, y también de productos
alternativos, y ha permitido aumentar la cantidad y la complejidad de las aportaciones del roble al vino al
inducir la aparicién de nuevas sustancias volatiles y odorantes producidas por la degradacién térmica de
la madera (Boidron, J.N. et al., 1988; Chatonnet, P. et al., 1989a). El tostado también ha permitido
eliminar el exceso de taninos y sustancias amargas que a veces presenta la madera asi como modular la
expresion de la madera, a veces excesiva, reduciendo su contenido en B-metil y-octolactona y otros
compuestos de caracter vegetal presentes antes del tostado.

Se han utilizado varios métodos para el tostado de las astillas, ya que su pequefio tamario ha facilitado su
manejo, como hornos de conveccion (tipo tostador de café), de radiacién o la combinacién de ambos
(usados en panaderia), siendo la fuente de calor la electricidad o el gas. Las diferentes intensidades de
tostado se consiguen combinando series disefiadas de tiempo y temperatura incluyéndose, en ocasiones,
medidas del color de la madera. Por ultimo, el nivel de humedad de la madera y la homogeneidad entre
lotes han sido factores muy importantes, pues la cantidad de agua condiciona la eficacia del tostado para
la produccién de productos de termodegradacion. Cuanta méas energia aportada a la madera se utilice en
primer lugar para evaporar el agua libre, mas importante sera su humedad y méas energia se destinara
primero al tostado y luego a la vaporizacién del agua. Ahora bien, la vaporizacién del agua es fuertemente
endotérmica (2257 KJ/Kg), por lo que una diferencia del 15 % de humedad puede suponer una
disminucién de eficacia térmica significativa. Para el mismo tiempo de tostado, el efecto sobre la
produccién de compuestos de degradacion térmica debido al retraso en la superacién de ciertos
escalones térmicos, ha sido exponencial. (Chatonnet, P., 2007)

- Tostado de astillas en tambor por conveccion

Para el calentamiento de particulas de madera se ha utilizado un tambor de torrefaccion rotativo como los
usados en la torrefaccion de café o cacao (figura 18). En estas condiciones, la madera no ha estado
directamente en contacto con la fuente de calor como en el caso del tostado de barricas. Un quemador,
normalmente alimentado a gas, ha calentado el aire de una camara de combustion. El aire caliente a 200-
220°C ha tostado por conveccion térmica la madera colocada en un tambor rotativo; el calor ha penetrado
y se ha difundido por el interior de las particulas por conduccion térmica. En estas condiciones, se obtiene
un tostado homogéneo en el interior, con un efecto muy débil de gradiente de composicion entre la
superficie y el interior de las astillas. El tostado se ve facilitado por la mezcla de astillas durante la
rotacién del tambor, y el aislamiento de éste optimiza el intercambio térmico; en el caso del tostado
tradicional con fuego, en cambio, la mayor parte de la fuente térmica se pierde. Los tambores permiten
tratar lotes de 60 a 150 kg segun los hornos, con programas de subida de la temperatura mas o menos
complejos. (Chatonnet, P., 2007)
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- Tostado de tablones e insertos por conveccion

Para tostar piezas largas se ha utilizado exactamente el mismo principio que para las astillas, pero en
hornos especialmente adaptados a la geometria de la madera. Para empezar, las astillas se han instalado
sobre un soporte que permite una facil circulacion del aire caliente alrededor de las distintas piezas
minimizando al maximo las diferencias de temperatura en el interior del horno: la calidad y homogeneidad
de la circulacion del aire caliente en el interior del horno constituye el elemento clave para garantizar la
calidad y la reproducibilidad del tostado. En el interior del horno, el tostado se realiza en una atmaésfera
empobrecida en oxigeno para evitar inflamaciones intempestivas. A la salida del proceso de tostado, las
duelas se enfrian mediante aspiracion de humos antes de su descarga.

La técnica preferente de tostado industrial de los productos alternativos se ha basado en un intercambio
térmico por conveccidn y luego por conduccion. En comparacién con el tostado tradicional, sea de
intensidad ligera, mediana o fuerte, la degradacién térmica producida durante el tostado de los productos
alternativos se demuestra relativamente diferente. Se constata que con una intensidad de tostado
tedricamente similar, la concentracion de aldehidos furanicos, aldehidos fenoles y fenoles volatiles
estrictamente generados por la degradacion térmica de la madera es muy diferente cuantitativa y
cualitativamente de uno a otro procedimiento de tostado y en comparacion con el tostado tradicional de
barricas. Las diferencias son especialmente importantes en el plano cualitativo. El tostado por conveccién
tiende a favorecer la produccién de aldehidos fenoles frente a la de aldehidos furénicos. Pocas
condiciones de tostado industrial permiten la produccion simultanea de estas dos familias de compuestos
en concentraciones relativamente proximas a las que se obtienen con un tostado de intensidad mediana
en toneleria tradicional. Sin embargo, se obtienen perfiles similares desarrollando con rigor el programa
de tostado.

Para un horno dado, se debe controlar perfectamente la regularidad de la carga (cosa que es sencilla) y
el nivel de humedad de las astillas trituradas. En efecto, para triturarla facil y reproduciblemente, la
madera precisa de un cierto nivel de humedad (25-30 %), pero este nivel es incompatible con un tostado
eficiente y repetible. Asi pues, se hace indispensable secar convenientemente las astillas antes de su
torrefaccion. Para evitar este problema, los fragmentos deben ser secados en continuo con una potencia
adaptada al nivel de humedad de la madera antes de entrar en el tambor de torrefaccion; el tinel de
tostado en movimiento permite deshidratar y esterilizar en profundidad, a 105°C, las astillas que no van a
ser tostadas garantizando un producto casi anhidro (< 7 %) tras su paso rapido por el tambor de
torrefacciéon para deshidratacion final. Por oftro lado, el fabricante debe asegurar la salud de los
consumidores y de que estos procesos no degraden la calidad organoléptica del vino previniendo las
posibles contaminaciones asociadas a la presencia de aloanisoles (tri, tetra y pentacloroanisol,
tribromoanisol) en las fases de fabricacion y almacenamiento de los productos acabados.
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Figura 18: Instalaciones de torrefaccion de PRONEKTAR utilizando un tambor de torrefaccion rotativo para estillas (1y 2) y un
horno de conveccién para tablones (3) (Chatonnet, P., 2007)

1.7.6.1. Factores de variabilidad del tostado de los productos alternativos

Distintos parametros pueden afectar a la calidad y reproducibilidad del tostado por conveccion de las
astillas o de los tablones. Cada horno tiene una inercia térmica propia es decir, los resultados obtenidos
entre el primer y el Ultimo ciclo de tostado no son idénticos, se hace necesario ajustar la temperatura del
horno para obtener un resultado repetible. La calidad de la conveccion térmica es muy importante para
garantizar un tostado homogéneo. En el caso de los tambores rotativos, su dimensién ha sido bastante
pequefia y la rotacion da pie a mezclas homogéneas. En cambio, en los hornos para tablones, la calidad
de la conveccion térmica ha sido absolutamente critica; para evitar puntos de exceso o defecto de
tostado; lo que ha requerido de un disefio especifico. La carga del horno debe ser siempre la misma para
obtener un resultado repetible ya que, en sobrecarga o en condiciones de subcarga, el tostado obtenido
seré diferente.

Laboratorios independientes efectuan analisis regulares para controlar la calidad de los productos
intermedios y acabados, con la implantacién de una trazabilidad adecuada. Se trate de astillas o de
tablones, las temperaturas que se alcanzan en los hornos no son suficientes para producir la sintesis de
fuertes cantidades de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Es cierto que el tostado produce una
elevacién del contenido global de HAP de la madera, pero la formacién de moléculas de HAP indeseables
(cancerigenas), como el benzo- a-pireno, necesita de niveles térmicos que nunca se alcanzan (> 380°C)
durante la torrefaccion de la madera. Aun asi, si el horno no se ha disefiado correctamente, si no se ha
limpiado de manera regular, o si se han producido accidentes de quemado, pueden desprenderse
particulas de madera atrapadas que han pasado por ciclos repetidos de tostado o pirolisis, generandose
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entonces contenidos excesivos de estas particulas. Una produccién bien gestionada permite garantizar
niveles de benzo-a-pireno iguales o inferiores a 1ng/g.

lIL7.6.2.  Caracteristicas alcanzadas para cada tipo de tostado

El tostado ligero genera el mayor impacto aromatico, si bien estara mayoritariamente marcado por los
aromas de las B-metil-y-octolactonas, la nuez de coco. Asi mismo el tostado ligero producira una
aportacion muy alta de tanino elagico. En el caso de que el proceso de secado de la madera no fuese el
adecuado podria representar un aporte excesivo y dar lugar mas claramente a notas de tablén. Por esta
razon, para un tostado ligero, es imprescindible que el secado de las duelas haya sido muy extenso y
riguroso. La madera fresca (seca pero no tostada) a menudo se aconseja por los proveedores para
reforzar las sensaciones afrutadas, que sobre el terreno se verifican sdlo sobre las uvas tintas muy
concentradas y perfectamente maduras. Sin embargo, Zamora, F. (2007), raramente ha encontrado este
efecto en sus trabajos realizados. Por el contrario, con la madera fresca, han observado la aparicion
frecuente de unos aromas herbaceos excesivos, a savia o serrin. Estos efectos podrian ser atenuados
con aportaciones simultaneas de astillas tostadas. Estas sensaciones astringentes, secas y amargas se
podrian ver incrementadas cuando la adicién es tardia y fraccionada, el vino es poco concentrado v el
tiempo de contacto es prolongado, aspecto que puede ser mitigado gracias a la microoxigenacion, que
permite atenuar la agresividad de las astillas frescas.

El tostado medio tiene una cierta disminucién del impacto aromatico global en relacién con el tostado
ligero, pero gana en equilibrio y complejidad. Las notas de las B-metil-y-octolactonas disminuyen y se
incrementaran el resto de sustancias volatiles, especialmente la vanillina. Asi mismo, el aporte de taninos
elagicos es menor que en el caso de tostado ligero. Los grados de tostado de medios a fuertes aportan
aromas a vainilla, torrefactos y a veces serrin 0 savia, en unas proporciones y con unas intensidades que
dependen entre otras cosas de la dosis, de los tiempos de contacto y del proveedor, aspectos
controlables a través de catas frecuentes que determinen el momento de extraccion de los fragmentos.

Los grados de tostado fuertes, a veces refuerzan los olores azufrados tipo fésforo quemado o caucho que
se deben controlar mediante la puesta en practica de las acciones preventivas habituales (gestion de los
problemas fermentativos, gestion de la biomasa y de las aportaciones de oxigeno). El uso de grados de
tostado medios presenta menos riesgos de aparicion de olores azufrados. El tostado fuerte pierde
ligeramente intensidad olfativa, pero sobre todo se altera enormemente el equilibrio entre las familias de
aromas. Basicamente disminuyen las B-metil-y-octolactonas y aumentan los fenoles volatiles, la vanillina y
los furanos. También se constata un fuerte descenso de los taninos elagicos que el roble aporta al vino.

Finalmente el tostado muy fuerte produce un nuevo y ligero descenso de la intensidad global del aroma y
sobre todo provoca un cambio en la composicion del mismo. Basicamente, se produce un nuevo
incremento de los fenoles volatiles y de los furanos, asi como una disminucién de las B-metil-y-
octolactonas y de la vanillina. Los taninos elagicos continuan disminuyendo a medida que se incrementa
el grado de tostado (Zamora, F., 2007).
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l11.7.7.Gestion del uso de alternativos

Como ocurriera en la fabricacion de las barricas, considerando un mismo tipo de astillas (tamafio, grado
de tostado) y utilizando las mismas condiciones de aplicacion sobre el vino terminado, los resultados con
fabricantes diferentes son a menudo muy variables. Se hace conveniente por tanto, evaluar
sistematicamente los resultados obtenidos con cada proveedor. Asi los primeros proveedores trataban de
obtener resultados similares a los obtenidos durante la crianza en barricas; como nuevas apariciones de
aromas de madera tipo vainilla, tostado-torrefacto, aumento de volumen, sin embargo se producia la
aparicion del caracter serrin 0 savia, aumento de las sensaciones tanicas incluso de astringencia y
sequedad muy rapidamente con unas notas de serrin 0 savia intensas y una fuerte agresividad gustativa.
El control del proceso se complica si se utilizan las referencias adquiridas con la crianza en barrica.

Los tiempos de contacto segun los objetivos buscados pueden variar desde algunos dias a varias
semanas e incluso varios meses. Es muy dificil definir los tiempos de contacto ya que dependeran del tipo
de madera: el roble americano actua mas rapidamente que el roble europeo, del tamafio de las astillas: la
cinética de evolucién del vino es tanto mas rapida cuanto mas pequefias son las astillas, del perfil
aromatico y gustativo buscado (se aconseja limitar los tiempos de contacto cuando el objetivo sea una
presencia de madera ligera y no tolerar ni astringencia ni sequedad). Por lo tanto, ademas de la eleccién
del tipo de producto alternativo suministrado por la casa comercial, el endlogo debe gestionar
adecuadamente la cantidad de madera y la dosis de oxigeno que aportara al vino durante el tratamiento
con productos alternativos. Sin embargo, la mayoria de los trabajos encontrados estudian el efecto de la
adicion de alternativos al vino terminado cuando se dosifica madera por peso (por ejemplo dosis de 2.5
g/L), sin tener en cuenta el tamafio de producto alternativo, es decir que se afiaden 2.5 g de madera en
forma de astillas, cubos, dados o de tablones por cada litro de vino, como los trabajos de Piracci, A. et al
(2001a y b), Aratpisas, P. et al. (2004), De Coninck, G. et al. (2006), Guchu, E. et al. (2006), Frangipane,
M.T. et al. (2007) Sartini, E. et al. (2007), Koussissi, E. et al. (2009), Pérez, S. et al. (2009), Rodriguez,
J.J. et al. (2009), Gonalves, F.J. et al. (2009), Rudnitskaya, A. et al. (2009), Ortega, M. et al. (2010),
Jourdes, M. et al. (2011), Cejudo, M.J. et al. (2011b), Arfelli, G. et al. (2011), Navojska, J. et al. (2012),
Apetrei, |.M. et al. (2012) y Oberholster, A. et al. (2015) cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 3. Esta
practica no reproduce la relacién superficie de madera que estard en contacto con un determinado
volumen de vino como ocurre en la barrica. Empleando una misma dosis por peso, en el caso de astillas
la superficie de madera en contacto con vino sera mayor que en el caso de los productos de mayor
tamafio, cuya superficie de contacto disminuye cuanto mayor sea su tamafio. Otros estudios analizan el
efecto del origen de la madera de los productos alternativos dosificando de acuerdo a la relacién
superficie de madera / volumen de vino presente en la barrica, lo que permite obtener resultados
comparativos entre los distintos productos utilizados, como los de Del Alamo, M. et al. (2004a y b), Del
Alamo, M. et al. (2006 ¢ y d) Du Toit, W. et al. (2006), Rodriguez, L. (2007), Del Alamo, M. et al. (2008a),
Del Alamo, M. et al (2010), Fernandez, B. et al. (2010), Gallego, L. et al. (2011) y Gallego, L. et al. (2012)
(tabla 3)
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Tabla 3: Estudios del envejecimiento de vinos acabados con productos alternativos a las barricas

Dosis de

Autores Sistema de Nivel de madera Tipo de Tiempo de
envejecimiento(") tostado® glL maderal® contacto
Piracci, A. et al (2001ay Astillas Astillas 0.5, 1
b) tablones A Tablones n.d. RA 9 meses
Aratpisas, P. et al. (2004) astillas 5,40 n.d. 14 dias
Del Alamo, M. et al. Astillas v barricas M 6, relacion RA, RFP, 5 meses
_(2004a) y barrica RH
Del Alamo, M. et al. Astillas, tablones y M Relacion barrica RA, RFP, 12 meses
(2004b) barricas RH
De Coninck, G. et al. .
’ (2006) Astillas M 4 RP, RFP 13 semanas
Del Alamo, M. et al. Astillas, tgblones y M Relacion barrica RA 12 meses
(2006¢) barricas
Del Alamo, M. et al Astillas, tablones y M Relacién barrica  ’A RFP: 12 meses
(2006d) barricas RH
Guchu, E. et al. (2006) Astillas M 4 RA, RFP 25 dias
Du Toit, W. et al (2006) Tablones y barricas M Relacién barrica  RA, RFP 7 meses
Frangipane, M.T. et al NB-7 meses
gip 200 BN, 1BU, 2BUA M Astilas 5 RFP 1UB-7 meses
2UBC-2meses
Sartini, E. et al (2007) Astillas M Astillas 2 FO (n.d.) 90 dias
Rodriguez, L. (2007) Astillas, tgblones y M Relacion barrica RA, RFP, 12 meses
barricas RH
Del Alamo, M. et al. . .. RARFP,
(2008a) astillas y tablones M Relacién barrica RH 12 meses
Koussissi, E. et al. (2009) Astillas L,MA nd. RA 32 dias
. . RFP, .
Pérez, S. et al. (2009) Astillas M, M+ 4 RFR, RA 30 dias
] . RFP, RA, .
Rodriguez, L. et al. (2009) Astillas M, M+ 4 RE, REP 60 dias
Gonalves, F.J. etal. . ]
(2009) Astillas M 5,10 RA, RE 90 dias
Rudnitskaya, A. et al
(2009) BN, 1BU, 2BUA Mezcla 14 RFP n.d.
. RFP, ]
Ortega, M. et al. (2010) Astillas M+ 4 RFRRA 30 dias
Relacién
; . barrica, RE: RA, RFP,
Del Alamo, M. et al (2010) Astillas, tablones M 6.5,RFP: 5 RA: RE 6 meses
6
Relacién RA RFP
Fernandez, B.et al (2010) Astillas, tablones L, M, A barrica, RE: 6.5, ’RE ’ 6 meses
RFP: 5, RA: 6
Gallego, L. et al (2011) Astillas, tablones M RA: 6. RA 6 meses
Barricas 1 afio
. Astillas: L, . Astillas 2
Jourdes, M. et al (2011) Bamcas M, A Ast!llas 25 RFP meses
Astillas . ) Dominoes 2.5 )
Dominoes: M Dominoes 2
meses
Cejudo, M. J. et al. . .
(2011b) Astillas ST 7 RA 25 dias
Arfelli, G. et al (2011) Astillas M 2 RFP 90 dias
RA: M, A
e . RAL: NT, M, RO, RFP, ]
Néavojska, J. et al (2012) astillas M+ 1 RAL 30 dias
FO: M, M+
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Gallego, L. et al (2012) Astillas, tablones M Relacién barrica RA’RREFP’ 6 meses
Apetrei, .M. et al. (2012) Astillas, barricas LM A 6 g/L AO. Aaolb(ac))l 10 meses
Astilas 16 e
Oberholster, A. et al Astillas, extracto, LM Extracto 0.03 Ast,illas ’ 6 meses
(2015) tablones barricas ’ Tablones 1.5 y
tablones
RFP,

1) sistema de envejecimiento; barrica nueva BN, barrica de un uso:1 BU, barrica de dos usos:2BU, 2BU+astillas:2BUA

2) Nivel de tostado; Sin tostar: ST, Ligero: L, Medio: M, medio plus: M+, alto:H

(3) Origen de la madera; roble francés Q. petraea (RFP), roble francés Q. robur (RFRP),roble americano Q. alba (RA), roble
hungaro (RH), roble portugués (RP), roble espafiol Q. pyrenaica (RE), roble espafiol Q. petraea (REP), roble aleman (RAL)
n.d. no datos

—_—

Respecto al coste, segin Béteau, J. (2007) la adicién de fragmentos de madera durante la crianza de los
vinos puede oscilar en dosis de entre 0y 2 g/L. Asi, el equivalente a una crianza de un afio en barrica (un
tercio en barrica nueva, un tercio de un afio, y un tercio de dos afios) se obtendria por un total de 10 a 15
g/L de astillas de roble, aportados en diferentes momentos. En general, el coste puede oscilar entre 0,05
y 0,1 €/L, frente a entre 0,5y 1 €/L para la barrica. Ademas, las posibilidades técnicas son mucho
mayores, puesto que el enodlogo puede jugar con las dosis, los tostados, la presencia 0 no de taninos y
los momentos de aplicacion.

Algunas casas comerciales de produccion de fragmentos de madera han identificado las cualidades de
sus productos puestos en el mercado, asi la casa Laffort ha establecido que aquellas astillas de madera
de roble francés (Quercus petraea) con dimensiones comprendidas entre 7 y 20 mm, que han sido
secadas de manera natural e infusionadas sobre el vino en dosis de 0,5 a 5 g/L, tanto en proceso
fermentativo como durante el envejecimiento del vino, aportaran aromas a coco, albaricoque, melocotdn,
té blanco, verbena y menta y sensaciones gustativas frescas, suaves, con notas aciduladas. Estas
sensaciones organolépticas se deben a los compuestos mayoritarios presentes de manera natural y
anteriormente descritos como vanillina, cis y trans B-metil y-octolactona. Ademas, como propiedades
enoldgicas en los vinos permite el desarrollo del caracter afrutado de los mismos, la proteccién de los
compuestos fendlicos e intensificacion de la estructura de los vinos, siendo este tipo de madera idénea
para las primeras fases del proceso de obtencién de un vino (fermentacién alcohélica y malolactica)
principalmente (Laffort, 2009). Si a esa misma madera se le ha aplicado calor produce sobre la superficie
de las astillas un tono beige o &mbar, desarrollandose compuestos como eugenol, siringaldehido, cis y
trans B-metil y-octolactona y vanillina. Las caracteristicas olfativas principales con este tostado ligero han
sido a hoja de tabaco, frutos secos, almendra, nuez fresca y pan dulce con un caracter gustativo de
estructura y persistente tanicidad, permitiendo una ampliacién de estructura en boca y caracteres
especiados. Si se incrementa el grado de tostado de las astillas hasta un nivel medio, se ha obtenido un
aspecto marrén claro y satinado con compuestos quimicos presentes como guayacol, siringaldehido,
furfural y vanillina. Adquiriendo caracteres olfativos de vainilla, pan tostado, ciruela deshidratada y nuez
de pecan. Aumentando enoldgicamente la sensacion de azucar, la aparicion de matices tostados y a
madera. Con un grado de tostado mayor hasta niveles de tostado fuerte se han obtenido unas astillas de
color chocolate, con compuestos como furfural, guayacol y 5-metilfurfural. Con aromas a almendra
tostada, café torrefacto, cacao y caramelo y con una intensificacion aromatica y persistencia del sabor
azucarado. Aumento del caracter torrefacto y ampliando el volumen en boca. (Laffort, 2009)
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Para el formato de astillas y granulados con madera de roble americano (Quercus alba) al natural los
aromas que mas se han desarrollado han sido coco y el caracter afrutado. Con tostados intensos y
aspecto chocolate los componentes destacados han sido vainillas y cis y tran B-metil y-octolactona,
compuestos similares a la madera de roble francés sin tostar, pero destacando organolépticamente
aromas a coco y moka, aumentando también la sensacién azucarada y matices ahumados y vainillas. El
tamafio de la madera tanto de roble francés como americano hace mantener las caracteristicas para cada
tipo de madera sin influir excesivamente la forma adoptada (astillas, granulados...) La diferencia
fundamental ha sido la capacidad de extraccion que presenta cada tamafio, siendo para el empleo de
granulados o astillas un poder de extraccion mayor debido al menor tamafio de los fragmentos, pudiendo
disminuir la dosis de aplicacion a valores de entre 0,5 y 3 g/L (Laffort, 2009), abaratando ain maés el
coste. Otra opcién ha sido el empleo de refrescos de barricas consistentes en tablones de madera con
grados de secado y tostados aplicado similares a las duelas en la construccién de las barricas y de 0,273
m? de superficie de contacto (32 x 2,3 x 0,7 ¢cm) unidos por sus extremos a través de cuerdas aptas para
consumo humano e introducidos en el interior de la barrica.

Y finalmente, con una elevada calidad en la obtencion de la madera, con secados de mas de 24 meses al
aire libre se encuentran en el mercado los tablones o staves, cuya finalidad es aportar las caracteristicas
de la madera de forma lenta y progresiva, siendo el sistema con una gran similitud al empleo de barricas
nuevas. Con una superficie de contacto de 0,104 m? (91 x 5 x 0,7 cm). De manera general, se
recomiendan dosis de entre 2 a 4 duelas/HL durante un periodo de envejecimiento de 3 a 6 meses,
siempre bajo criterios del vino a elaborar y con seguimiento en la degustacion (Laffort, 2009). Una
novedad aplicada a estos sistemas durante el calentamiento de las duelas ha sido sumergirlas en agua
caliente para reducir la presencia de taninos solubles y atenuar asi su impacto sobre el vino. EI método
consiste en mantenerlas con un alto porcentaje de humedad durante el tostado de manera que el efecto
se ve atenuado por la evaporacion del agua. Este aumento de temperatura mas lento hace que el calor
penetre en profundidad en la madera, disminuyendo la percepcién de aromas ahumados y tostados y
limitando la presencia de compuestos volatiles (Seguin Moreau, 2006). Las experimentaciones realizadas
con tablones han permitido verificar el interés de esta herramienta, ya que el comportamiento de los
tablones se aproxima mas al de la barrica (cinética de difusién menos rapida que en el caso de las
astillas).

Con toda esta informacion no se debe olvidar que cuando se emplean fragmentos de madera se necesita
realizar un seguimiento técnico que lamentablemente hasta el momento es similar al utilizado para la
gestién de los tiempos de maceracién en el proceso fermentativo, es decir, se debe conocer los objetivos
de producto, tener en cuenta la materia prima que se esta elaborando, utilizar indicadores sensoriales
definidos (vegetal, intensidad y tipo de madera, volumen astringencia, sequedad) y aplicar la experiencia
adquirida en la zona por el en6logo con procesos y objetivos parecidos, pardmetros todos ellos muy
variables en cada vinificacion.
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111.7.8.Evolucién de la legislacion aplicable al empleo de alternativos

El reconocimiento de la técnica de empleo de madera bajo sistemas alternativos al uso de barricas, como
practica enoldgica se reconoce desde 1983, pero durante muchos afios se ha prohibido su puesta en
practica a los productores europeos. Ya en 1993 comenz6 a permitirse su uso para fines experimentales
bajo formas de astilla y otros granulados de roble respetando el reglamento CEE 822/87, en el que se
establecia un limite de produccién de 50.000 HI, durante tres afios e impidiendo exportar fuera del pais de
produccion. Desde entonces la coexistencia en el mercado de vinos criados en barrica y de vinos tratados
con trozos de madera ha alcanzando tal interés que se ha tratado de adaptar el empleo de astillas o
tablones de madera de roble. Lo que ha provocado que la UE en el reglamento (CE) N° 2165/2005 de 20
de Diciembre de 2005 haya autorizado la utilizacion de trozos de madera de roble en la elaboracion de
vinos, y en el reglamento (CE) N° 1507/2006 del 11 de Octubre de 2006 que modifica al anterior
(1622/2000) se definan las normas para la utilizacién de trozos de madera en la elaboracién de vinos
(permitiendo la utilizacion de trozos de madera de roble més o menos tostados con un tamafio superior a
2 mm) y las condiciones de etiquetados de los mismos. Mas recientemente en el anexo 1A-9-RCE
606/2009, se autoriza la utilizacion de trozos de roble para la elaboracion y la crianza de los vinos, siendo
este hecho un gran avance, ya que hasta este momento el concepto crianza se reservaba para aquellos
vinos con envejecimiento en barrica, entrando en vigor este reglamento, ha pasado a formar parte de la
crianza de los vinos la aportacién de trozos de madera de roble. Ademés ya en el articulo 112 del
reglamento CE n° 479/2008, se define la inscripcion en el registro de productor de trozos de madera de
roble a las empresas dedicadas a su fabricacion.

A pesar de los descrito anteriormente, hay denominaciones de origen que establecen en su legislacion la
prohibicién del empleo de este sistema para el envejecimiento de sus vinos, asi la Denominacién de
Origen Calificada La Rioja, establece en el capitulo I, apartado 10 del 18384 Orden APA/3465/2004, de
20 de octubre, por la que se aprueba el Reglamento de la Denominacién de Origen Calificada Rioja y de
su Consejo Regulador, que no se podran utilizar trozos de madera de roble en la elaboracion y
posteriores procesos, incluido el almacenamiento, de los vinos protegidos por la denominacion. La Orden
APA/3332/2007 de 2 de noviembre, por la que se modifica el Reglamento de la Denominacion de Origen
Calificada y de su Consejo Regulador (BOE n° 275 de 16.11.07) vuelve a constatar la prohibicion del uso
de trozos de madera de roble en la elaboracion y stock cualitativo.

l11.8. EL OXIGENO Y LA MICROOXIGENACION DE VINOS

Durante muchos afios se ha buscado la clave que produce los cambios en el envejecimiento, para un
gran nimero de endlogos el oxigeno ha desarrollado el papel protagonista de los cambios fisico-quimicos
durante la crianza evolutiva del vino. Los fenémenos fisicos comportan una combinacion del oxigeno con
los componentes del vino y los quimicos conllevan una disolucion del oxigeno en éste con las
correspondientes reacciones. Tradicionalmente, estas aportaciones se han desarrollado durante la
crianza del vino en barricas de roble, por el tapén, las uniones entreduelas y a través de la madera de las
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duelas. Este intercambio de oxigeno entre las duelas, depende de la naturaleza y tratamientos de la
madera en toneleria. Castellari, M. et al. (2004) calcularon 25 cmd¥L.afio, y encontraron valores de
oxigeno disuelto de 49 ug/L en el vino envejecido en barrica de volumen pequefio (<250 L), mientras que
la cantidad oxigeno disuelto en el vino guardado en tanque de acero inoxidable fue de 24 ug/L. Estos
valores son aparentemente muy bajos en comparacién con los encontrados por Vivas, N. et al. (1996c,
1997b), estan de acuerdo con los descritos por Moutounet, M. et al. (1995, 2001). La diferente cantidad
de oxigeno detectada depende del espesor y la naturaleza de la madera, asi la penetracion es mas
importante cuando se trata de maderas de fibras menos compactas, como las de la acacia y el castafio.
También se ve influenciada por el tamafio de la barrica, siendo mayor la penetracion en las barricas de
menor tamario, debido al aumento de la relacién superficie de la barrica/volumen de vino. En los toneles
con duelas de 5 centimetros de espesor la entrada de oxigeno se hace practicamente nula (Peynaud, E.
etal., 1999).

Otro factor fundamental que determina diferencias importantes en la concentracién de oxigeno en un vino
ha sido el tiempo transcurrido desde la ultima manipulacién del mismo, por ello durante mucho tiempo se
ha creido que el vino solo cuenta durante su envejecimiento con el oxigeno proveniente del llenado de las
barricas y de los trasiegos, ya que la superficie interna de la barrica se va obstruyendo debido a la
precipitacion de la materia colorante y tartratos, lo que impide la entrada de oxigeno. Vivas, N. et al.
(1996) postularon que los elagitaninos de la madera himeda actian como secuestradores del oxigeno
que entra hacia el interior de la barrica, impidiendo por tanto que el oxigeno alcance al vino. Vivas, N. et
al. en el 19973, analizaron 2 barricas de roble francés durante 6 meses y encontraron que el oxigeno
entra hacia el vino fundamentalmente por las uniones entre duelas (63 %) y el tapdn (21 %), entrando por
la madera el 16 % del oxigeno total. Recientes estudios (Nevares, |. et al., 2014a y b) sobre la evaluacion
de 8 barricas de roble americano y francés, han demostrado que el oxigeno si que entra por la madera,
pudiendo llegar a suponer hasta el 70 % del oxigeno total (francés), por lo que se hace necesario
considerar también a la madera como una via de entrada del oxigeno hacia el vino de la barrica. Nevares,
. et al 2015 constataron que el oxigeno atraviesa la madera himeda, lograron visualizar el movimiento
del oxigeno cuando atraviesa la duela, demostrando asi que la madera durante el proceso de
envejecimiento si deja entrar oxigeno hacia el vino. Sin embargo, la entrada de oxigeno no es constante
durante todo el proceso de envejecimiento, ya que segun se ha demostrado mediante la evaluacién de la
tasa total de entrada (OTR) de 4 barricas durante todo un afio, ésta disminuye siguiendo una tendencia
potencial (Del Alamo, M. et al., 2015). Por lo que las dosis propuestas por diferentes autores con valores
de 20-30 mg/L.afio, deben ser revisadas ya que no contemplan este descenso, que una vez contemplado
arroja dosis de 12-15 mg/L.afio. Este resultado serd muy importante a tener en cuenta cuando se
pretende imitar el proceso de oxigenacion del vino en barricas, ya que determinara las dosis de oxigeno.

Los mecanismos que regulan el consumo de oxigeno se rigen en general por las mismas leyes relativas
de los gases (Moutounet, M. et al., 2006), es decir, por la ley del gas ideal: PV=nRT, lo que indica que la
cantidad de oxigeno disuelto depende principalmente de la presion y de la temperatura. Teniendo en
cuenta que en condiciones normales de presion y temperatura (1 atm y 0 °C) un mol de un gas ocupa un
volumen de 22,4 Litros, y considerando segun Lemaire (1995) que en las condiciones de presion y
temperatura de las bodegas el oxigeno se comporta como un gas ideal, presentando una masa

63



Antecedentes

volumétrica de 1,43 g/L; en condiciones de saturacién; los vinos contendran unos 6 mL/L es decir unos
8,5 mg/L de oxigeno disuelto (Moutounet, M. et al., 2006). Sin embargo, esta situacién no es habitual en
los vinos envejecidos, ya que en condiciones normales el vino consume rapidamente el oxigeno que tiene
a su disposicion.

El oxigeno se combina con sustancias oxidables o reductoras, en una oxidacion lenta y continuada,
uniéndose a los compuestos reductores para proteger de la oxidacion a las demas sustancias. La
estabilizacion de la materia colorante de los vinos tintos, asi como la suavizaciéon de su astringencia
inicial, precisan de cierto aporte de oxigeno, necesario para favorecer las combinaciones y
polimerizaciones de los antocianos y las procianidinas (Dournel, J. M., 1985). Pero ademéas de un
enriquecimiento de compuestos fendlicos (elagitaninos) y un aporte de aromas propios de la madera de
roble, la microoxigenacion propia de la permeabilidad de la madera hace que este oxigeno sea
consumido progresivamente por los compuestos fendlicos del vino, junto con los elagitaninos que
catalizan los mecanismos de oxidacién, generando acetaldehido mediante la oxidacién de etanol. El
acetaldehido interviene en la condensacion entre taninos y antocianos actuando como puente de unién
(Escribano, M. T. et al., 2001) y en la formacion de nuevos pigmentos de bajo peso molecular como
vitisinas (Bakker, J. et al, 1997b). La existencia de estos pigmentos produce un incremento y
estabilizacion del color, al ser mas resistentes a las variaciones de pH, a la decoloracion de sulfuroso y a
las oxidaciones que los antocianos del vino. Debido a estos fendmenos oxidativos se produce un
descenso de antocianos y los taninos evolucionan hacia formas mas polimerizadas, disminuyendo la
astringencia (Pérez, L. J. et al., 2003a).

La presencia de oxigeno ayuda también a la volatilizacion de los compuestos azufrados y disminuye la
presencia de H,S, debido a que se forman perdxidos que oxidaran compuestos con grupos tiol como el
disulfuro, etanotiol, metanotiol, disminuyendo o eliminando asi los compuestos responsables del mal olor
en el vino. Sin embargo, en algunos vinos podrian disminuir sus caracteristicas varietales al eliminarse
compuestos azufrados responsables de este caracter (Waterhouse, L. et al., 2006).

11.8.1. La microoxigenacion de vinos

La microoxigenacion es una técnica que fue patentada en 1993 en Francia, fruto de las experiencias de
Patrick Ducournau y la familia Laplace y desde entonces se ha expandido a lo largo de muchas regiones
vitivinicolas. Los primeros ensayos de aportes de oxigeno constantes y controlados comenzaron en 1991,
se realizaron en la region de Burdeos sobre la variedad Tannat que presentaba niveles elevados de
taninos con valores de hasta 7 g/L, y mostraron rapidamente sus beneficios en comparacién con los
trasiegos o la ausencia de oxigeno: los vinos evolucionaban mejor y, aun algo sorprendente para la
época, parecian hacerlo mas lentamente. Donde los vinos perdian color y ganaban sequedad en boca,
con los aportes de oxigeno conservaban mas color, frutosidad y, sobre todo, taninos mas grasos y
redondos. Asi nacio la microoxigenacion, concebida como herramienta de gestion y control de uno de los
parametros mas importantes en la crianza de los vinos, el oxigeno (Roig, G. et al., 2003). Esta técnica se
fundamenta en aportar al vino pequefas cantidades de oxigeno de forma continuada, a través de un
microdifusor poroso, para reproducir e incluso acelerar el proceso de estabilizacion de la materia
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colorante que tiene lugar durante la crianza en barricas (Bakker, J. et al., 1997a; Fulcrand, H. et al. 1998;
Atanasova, H. et al., 2002; Zamora, F., 2003b). También es cierto que puede usarse como técnica para
acelerar la crianza; ya que el vino posee un margen de aceptacién de oxigeno por encima del cual no
estariamos oxigenando sino oxidando el vino provocando asi una evolucion negativa. Su proposito bien
orientado ha sido conducir y resaltar las cualidades positivas del vino, corrigiendo las negativas y
alargando su periodo de vida. Se ha demostrado la eficacia de los aportes controlados de oxigeno en la
estabilizacion del color y el desarrollo de la estructura de los vinos, suavizando la astringencia (Glories,
Y., 1984a; Robichaud, L., 1990), asi como efectos positivos sobre la expresion aromatica, eliminando
caracteres herbaceos o vegetales y potenciando los caracteres afrutados varietales (Roig, G. et al,
2003). Los equipos desarrollados para aplicar esta técnica se comercializan hoy en todo el mundo, lo que
refleja la capacidad de aplicacion de dicha técnica en el procesado de un vino.

11.8.1.1. Fundamentos de la técnica de microoxigenacion

La técnica de microoxigenacion implica la liberaciéon de oxigeno en continuo, en un recipiente de vino
durante un determinado periodo, a través de un microdifusor poroso que facilita disolucion del oxigeno en
el vino (Moutounet, M. et al., 1995). La importancia del proceso radica en afinar las caracteristicas
sensoriales del vino tinto, particularmente las caracteristicas sensoriales asociadas a varios componentes
fendlicos. El éxito del proceso parece depender en gran medida de la capacidad de controlar el indice de
dosificacion del oxigeno, de tal forma que la velocidad de oxigeno aportado al vino sea menor que la
velocidad de consumo del mismo, para evitar la presencia de oxigeno disuelto, y la aparicién de efectos
negativos.

Los equipos de microoxigenacion constan (figura 19) de una cadmara a diferentes presiones y un
dosificador ceramico de poro finisimo que se introduce dentro de la masa de vino a oxigenar, aportando
minusculas burbujas de oxigeno a una presién fija. Para conseguir esta presion fija el oxigeno es
dosificado por llenado de una camara de volumen conocido (cdmara de dosificacion). Posteriormente este
oxigeno es descomprimido en un circuito de transferencia (camara de descompresion), que lo conduce al
tanque. El llenado de la cdmara de dosificacion y su descompresion se realizan por la apertura y cierre de
2 electrovélvulas (Elv. 1 y 2) regidas automéaticamente por un programador. El volumen dosificado se
produce por diferencia de presiéon entre las dos camaras, existiendo una comunicaciéon entre el
mandmetro y la camara de descompresidn para mantener constate la presidn entre ambas (Sanchez, M.,
etal., 2007).
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Figura 19: Esquema del equipo microoxigenador (Lemaire, T., 1995).

l1.8.1.2. Factores influyentes en la técnica de microoxigenacion

Durante el aporte de oxigeno es necesario controlar una serie de pardmetros que pueden afectar a la
cantidad de oxigeno disuelto en el vino. Los intercambios gaseosos entre el vino y el aire se rigen por el
equilibrio entre las presiones parciales. En el aire el oxigeno representa aproximadamente la mitad del
volumen, por tanto su presion es de 206 hPa (a presién normal 1013 hPa) a 20 °C, y con respecto al aire
saturado de vapor de agua. En estas condiciones, en el equilibrio de saturacién con respecto al aire, los
vinos contienen 6 ml/L 6 8,4 mg/L de oxigeno disuelto. Asi la concentracidn de oxigeno disuelto aumenta
proporcionalmente con la presién (Moutounet, M. et al., 2006). El efecto de la presion atmosférica sobre la
solubilidad del oxigeno se debe a la absorcion del aire por parte del vino y por tanto también el oxigeno
cuando el vino entra en contacto con la atmésfera, hasta que el oxigeno absorbido por el vino ejerce la
misma presion en la interfase liquido-aire que el oxigeno existente en el aire (Cabafies, A., 2007).

Cuando el oxigeno entra en contacto con el vino, éste se difunde progresivamente. La velocidad de
difusion sigue una ley de difusion, que depende esencialmente de la superficie de contacto gas/Liquido
(m%m3). El enriquecimiento del vino con oxigeno serd, por tanto, mas rapido cuanto mayor sea la
superficie del vino asi como la finura y persistencia de su emulsion con el oxigeno. La presencia de
oxigeno disuelto en el vino no es una situacion estable en el tiempo, ya que es progresivamente
consumido por varios factores (Moutounet, M. et al., 2006), entre los que destacan la presencia de
compuestos fendlicos. Cuando el vino se encuentra en régimen estatico la cinética de disolucién se
vuelve inferior a la de consumo, de forma que las concentraciones de oxigeno disuelto dentro del vino son
muy bajas, dentro de un intervalo medio de 10 a 40 pg/L. En esta situacion, si la superficie del vino esta
en contacto con una fase gaseosa que contiene una parte de oxigeno, se forma una zona muy estrecha
que esta en equilibrio de saturacién con la fase gaseosa considerada y se establece un gradiente de
concentracion de oxigeno en la superficie del vino (Moutounet, M. et al., 2006), situacién que ocurre
cuando las barricas sufren mermas por evaporacion o en depositos que carecen de cierre hermético.
Aspecto fundamental para minimizar el aporte oxigeno al vino, intentando conseguir la minima superficie
de contacto entre el oxigeno exterior y el vino, pero la mayor superficie entre el difusor y el vino para
asegurar una total difusién. Para lograr este efecto en el proceso de microoxigenacion, se requiere la
formacion de burbujas lo mas pequefias posibles. También es importante que la altura minima del tanque
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sea de 2 my que el difusor esté colocado aproximadamente entre unos 10 6 20 cm del fondo del tanque
para que las microburbujas de oxigeno tengan el espacio vertical suficiente para disolverse
completamente en el vino, y que la presion impida el aumento de tamafio de la burbuja (Sanchez, M.,
2007).

La temperatura del vino debe ser considerada como uno de los parametros esenciales de la
microoxigenacion, y que afecta al consumo del oxigeno, ya que las bajas temperaturas producen una
mayor disolucién de oxigeno en el vino y una reducciéon en su consumo, porque se produce una
ralentizaciéon de las reacciones en las que interviene. Las variaciones de temperatura durante la
conservacion implican variaciones en los procesos de oxidacion que se reflejan en una variacién de hasta
100 mV en el potencial redox segun la cantidad de oxigeno disuelto (Hidalgo, J., 2003). Por ello se debe
mantener una temperatura adecuada, en la que exista un equilibrio entre la solubilidad y el consumo de
oxigeno. Por esta razén se ha establecido para el envejecimiento de los vinos unas temperaturas éptimas
que van de los 15 a los 18 °C, manteniendo valores constantes durante todo el proceso.

La concentracion de compuestos fendlicos en el vino es la principal responsable del consumo de
oxigeno ya que captan el oxigeno del medio durante el envejecimiento. Especialmente las formas libres,
que consumen rapidamente el oxigeno produciendo una disminucion del potencial redox (Hidalgo, J.,
2003). Asi uno de los efectos de la dosificacion controlada de oxigeno es la modificacion significativa
tanto cualitativamente como cuantitativamente de la fraccion fenodlica de los vinos (Gonzalez, M.L. et al.,
2005). Este oxigeno se consume progresivamente por los compuestos fenolicos del vino; junto con los
elagitaninos que catalizan los mecanismos de oxidacion; generando acetaldehido mediante la oxidacion
del etanol, que a su vez interviene en la condensacion entre taninos y antocianos actuando como puente
de union (Escribano, M. T. et al., 2001), asi como las combinaciones y polimerizaciones de los antocianos
con las procianidinas (Dournel, J.M., 1985). Segun ésto los efectos de micooxigenacion son variables; se
observa que los antocianos totales disminuyen pero sin embargo su estabilidad se incrementa, ya que el
porcentaje de antocianos combinados con los taninos aumenta. El grado de polimerizacion (indice de
HCI) también se incrementa, lo que puede comportar la precipitacion de la materia colorante inestable.
Por tanto, la evolucidén de la materia colorante del vino depende en gran medida de la concentracién
relativa de antocianos y taninos asi, hay vinos que necesitan grandes cantidades de oxigeno y cuando se
aportan se obtienen vinos de color estable, mientras que en otros el aporte de oxigeno puede causarles
su oxidacion (Zamora, F., 2003b). Puede decirse por tanto, que la cantidad de oxigeno aportada estara
en funcién de la actividad 6xido-reductora que presentan los compuestos fendlicos en cada periodo de
envejecimiento del vino. La adicién de trozos de madera de diversos tamafios, tostados y procedencias,
mejora los efectos de la microoxigenacion sobre los compuestos fendlicos ya existentes en el vino,
porque los procesos descritos anteriormente se ven complementados.

La concentracion de anhidrido sulfuroso (SO2) no afecta a la disolucién de oxigeno, aunque se ha
podido constatar un ligero descenso del SO; total si el aporte de oxigeno es lento y adecuado, pero si hay
acumulacién de oxigeno disuelto, el SO, actia como un antioxidante, reaccionando con el perdxido de
hidrégeno resultante de la oxidacién de los compuestos fendlicos, precipitando parte del SO, en forma de
sulfatos y por tanto, descendiendo la tasa de SO; libre en el vino (Lemaire, T., 1995). Asi mismo, el SO
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reacciona también con los antocianos, limitando la aparicion de las reacciones de oxidacidén y
condensacion entre taninos y antocianos. Por lo tanto, concentraciones elevadas de anhidrido sulfuroso
limita el efecto estructurante de la microoxigenacion (Ortega, M. et al., 2007).

La presencia de lias aumenta el consumo de oxigeno en el vino, por este motivo y para evitar problemas
de consumos no controlados de oxigeno se recomienda que la microoxigenacion se lleve a cabo sobre
vinos en los que la turbidez sea inferior a 100 NTU, lo que ademas asegura o reduce los riesgos de
desarrollo microbiano. Por otra parte, se debe tener en cuenta que la presencia de coloides en el medio
(turbidez quimica) dificulta la difusién homogénea del oxigeno por el depésito (Ortega, M., et al., 2007).
Cuando lo que se pretende es efectuar una crianza sobre lias, la microoxigenacion sera buena aliada
para minimizar un ambiente excesivamente reducido.

Teoricamente el aumento de la concentracién de la acidez volatil y presencia de etanal se hace
inevitable cuando se esté realizando un aporte de oxigeno, por muy controlado que sea sin embargo, éste
se puede minimizar ajustando el consumo a las reacciones deseadas. De este modo se evita la oxidacion
del etanol.

La presencia de hierro y cobre aumenta la velocidad de consumo del oxigeno; ya que son catalizadores
de las reacciones de oxidacion; transformando el oxigeno molecular en sus distintas formas activas
(Flanzy, C., 2000).

l1.8.1.3.  Accion del oxigeno en las distintas etapas de la microoxigenacion

Existen varios momentos en la vinificacién en los que se puede aplicar este tratamiento: es posible
durante la fermentacion alcohdlica para simular trasiegos y aireaciones; en fermentacion malolactica si la
concentracion molar de antocianos es mucho menor a la presente en taninos para lograr un equilibrio
tanino-antociano; también se puede hacer en vinos terminados, ya en su proceso de conservacion para
mejorarlos, y el ultimo caso de aplicaciéon ha sido durante el periodo de envejecimiento en contacto con
madera, donde el vino envejece en depositos de acero inoxidable aportandole con la microoxigenacion el
oxigeno necesario para evolucionar.

Uno de los fundamentos de la microoxigenacién ha sido aportar las dosis de oxigeno de forma lenta y
continuada, de modo tal que la velocidad de aporte sea siempre inferior a la velocidad de consumo para
que nunca exista en el vino un exceso que provoque la oxidacion (Pérez, S. et al., 2004).Sin embargo, el
consumo de oxigeno a lo largo del periodo de envejecimiento es muy variable, debido a que se producen
procesos de oxido-reduccion y se forman nuevas moléculas oxidables en funcion de las distintas
reacciones que tiene lugar en el vino (Flancy, C., 2000), dandose con mayor rapidez en aquellos vinos
con una importante cantidad de compuestos fendlicos facilmente oxidables. Lo que se ha demostrado es
que durante la microoxigenacion se pueden observar dos fases distintas en la evolucion del vino (figura
20). La primera fase de estructuraciéon; muy importante para el futuro de un vino; en ella se consigue un
aumento del color, astringencia, desaparicidén de los caracteres vegetales y un aumento del volumen en
boca. También se aprecia en esta etapa una disminucién de los aromas fermentativos. Esta fase esta
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condicionada por el contenido inicial de compuestos fendlicos, el equilibrio entre los diferentes
compuestos, la cantidad de oxigeno aportada, el momento de aplicacion, el tiempo de duracion de la
microoxigenacion, la temperatura y la concentracion de SO, (Parish, M. et al., 2000).

Una vez terminada la fase de estructuracion comienza la etapa de armonizacion, etapa en la que el vino
se va haciendo cada vez mas complejo, sus taninos se van redondeando y el vino se suaviza y adquiere
mayor complejidad aromatica. Los cambios en esta fase son irreversibles y un exceso en la cantidad de
oxigeno aumenta el riesgo de desecacion o sobreevolucion, que seran mayores cuanto mas estructurado
sea el vino.
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Figura 20: Esquema de las fases de evolucidn de un vino micooxigenado (Lemaire, T., 1995; Roig, G. et al. 2003).

De las dos fases la mas interesante, es la fase estructurante, ya que refuerza la estructura, estabiliza la
materia colorante y ademas permite obtener vinos mas voluminosos y méas equilibrados, que se
redondearan (fase de armonizacién) con el tiempo. Este mismo proceso se da durante la crianza en
barrica, pero de forma mas lenta. Sin embargo, la crianza oxidativa de los vinos tintos en madera también
puede verse favorecida si previamente han sido microoxigenados. De esta forma se puede estructurar el
vino antes de su envejecimiento en madera para poder obtener al final de su permanencia en ella un vino
mas redondo, equilibrado y con mas volumen, intensidad colorante y presencia de tonos violaceos
(Ortega, M. et al., 2007).

l.8.1.4.  Principales momentos de aplicacion de microoxigenacion

Existen diferentes momentos en la elaboracién de un vino en los que es fundamental la presencia de
oxigeno para su correcto desarrollo, y es la variedad de uva y la edad del vino los pardmetros principales
que definen la cantidad de oxigeno a aportar en relacion con la reactividad de los componentes del vino
tanto existente de forma inicial como adicionados de forma artificial. Asi mismo, la identidad de la
variedad de uva condiciona la dosificacion por su grado de reduccion o su elevada oxidacion y la adicion
de diversos compuestos en la elaboracién del vino (leucoantocianos, taninos, envueltas celulares,
proantocianidinas..) desviaran las reacciones presentes, por tanto un momento importante de aplicacion
que requiere la presencia de oxigeno en abundancia, es durante la fermentacion alcohdlica, ya que
para la gran multiplicacién de levaduras el oxigeno juega un papel importante sobre la formacién de
esteroles y acidos grasos insaturados de la membrana celular de la levadura, responsables de la
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resistencia al alcohol de las levaduras al final de la fermentacién alcohdlica, por lo que la sintesis de estos
compuestos asegura la supervivencia de las mismas, evitando fermentaciones largas o paradas
fermentativas siendo el momento éptimo de aplicacion durante la fase de crecimiento exponencial, que se
corresponde con una bajada aproximada de la densidad del 20 %. (Anocibar, A., 2005). La dosis a aplicar
en uva tinta puede ser definida a través de un algoritmo de célculo en funcién de una serie de pardmetros
basicos como IPT, color, pH, el grado alcohdlico y la T2. Y por tanto, las dosis medias a aplicar en esta
fase estan comprendidas en torno a unos 6 mL de oxigeno total por litro de vino durante 24 o 48 horas
como maximo, teniendo en cuenta la elevada temperatura que se alcanza en esta fase del proceso; ya
que la temperatura juega un importante papel en la concentracion de oxigeno aportado asi a 15 °C, 1mg
de oxigeno es igual a 1,47 mL y a 20 °C, 1 mg de oxigeno equivale a 1,5 mL (Senese, F. A., 2000).

Otro momento importante en la aplicacién de microoxigenacion parece ser después de la fermentacion
alcohdlica y antes de la fermentacion malolactica en vinos tintos. Ya que los resultados obtenidos por
un gran numero de autores (Parish, M. et al., 2000; Bosso, A. et al., 2000; Castellari, M. et al., 2000;
Cabanillas, P. et al., 2001; Nikfardjam, M. P. et al., 2003, Pérez, S. et al., 2002a y 2003a; Gonzalez, M. L.
et al., 2005; Sanchez, M. et al., 2005, Sanchez, M. 2007) han puesto de manifiesto efectos favorables en
el vino en esta fase. Esto se debe a que la presencia de compuestos fendlicos en estado libre es elevada,
y por tanto se producen con mayor facilidad las reacciones de condensacién y polimerizacion entre estos
compuestos. En esta etapa la cantidad de oxigeno que se aplica varia entre 10 y 60 mL/L/mes y el tiempo
de aplicacion varia entre 2 y 3 semanas. En general no es conveniente seguir aplicando oxigeno durante
el periodo de fermentacion maloléctica, ya que el exceso de acetaldehido producido es totalmente
metabolizado por las bacterias lacticas y puede favorecer la aparicién de acido acético. Por ello, si
durante la aplicacién del tratamiento de microoxigenacion el vino comenzara la fermentacién malolactica
es conveniente suprimir la microoxigenacion y continuar microoxigenando después. El uso de lisozima
ayuda a retrasar la fermentacion malolactica, permitiendo microoxigenar sin riesgo y obtener vinos con un
color mas estable y mejor equilibrados en boca (Gerland, C., 2005).

Otro momento importante es la aplicacion de la microoxigenaciéon durante el almacenamiento,
maduracion o como tradicionalmente se conoce, envejecimiento de los vinos desde el final de la
fermentacion malolactica hasta el embotellado. Durante este periodo la cantidad de oxigeno aportada
debe ser inferior a la usada entre el final de la fermentacion alcohdlica y antes del inicio de la
fermentacion malolactica, ya que en este caso el pH del vino aumenta tras la fermentacion malolactica
provocando el desplazamiento del equilibrio de disociacién de los antocianos libres hacia la forma
hidratada incolora mas facilmente oxidable que la forma catién flavilium. Estudios realizados por Smith, C.
(2001) estimd que la dosis de oxigeno aplicable al vino se encontraba alrededor de 1mL/L mes, sin
embargo, para obtener resultados similares a los producidos en las barricas, la dosificacion se debe
mantener entre 0,75 y 3 mL/L mes (Flanzy, C., 2000). Teniendo en cuenta que la dosificacion sea muy
estable, ya que las variaciones de la dosis de oxigeno provocaran reacciones muy diversas en el vino. En
el caso de Moutounet, M. (2006), establecié que las dosis de oxigeno en los vinos pueden descender
hasta valores de 10 pg/L durante la crianza tanto tradicional como alternativa. También puede ocurrir que
durante la crianza en barrica sean necesarios aportes adicionales de oxigeno, porque no fueran
cantidades suficientes las aportadas a través de la madera. En este caso en lugar de aportar oxigeno con
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un microoxigenador, se usa un sistema cliqueur que realiza un aporte puntual de oxigeno, adicionando
dosis de entre 1y 2 mL/L, cantidades similares a las introducidas durante un trasiego (Sanchez, M., et al.,
2007). Las concentraciones de oxigeno en el interior de los depdsitos con productos alternativos a las
barricas se deben mantener en valores promedios de 10 a 40 ug/L (Nevares, |. et al., 2008).

Como se ha indicado con anterioridad, las caracteristicas del vino con el que se esté trabajando es un
parametro muy importante en el calculo de las dosis de oxigeno a aportar. Asi, las mayores
dosificaciones de oxigeno (hasta 2mL/Lmes) se aplicaran en vinos con estructura fendlica elevada y en
vinos con caracter vegetal pronunciado. Los vinos con una concentracion menor en compuestos fenolicos
podran afadirse dosis de hasta 75 mg/L mes (Flanzy, C. 2000). Pero como conocer la dosis de oxigeno
disuelto existente en el vino en cada momento del proceso de manera precisa seria la gran herramienta
que permitiria definir las necesidades de oxigeno en el vino. Estudios realizados por Moutounet, M., et al.,
(2001) muestran que la medicidn del oxigeno disuelto en los depdsitos de acero inoxidable estancos se
encuentra generalmente en valores de menos de 30 ug/L y se consume en el proceso de permanencia
del vino en los depésitos. No obstante, se constata que no se encuentra mas oxigeno disuelto de media
en las barricas que en los depositos de otro tipo de materiales. Esta observacién ha conducido a definir la
oxidacion controlada como un aporte lento y continuo de oxigeno de manera que la velocidad de este
aporte sea inferior a la velocidad de consumo del mismo, no habiendo nunca acumulacién de oxigeno
disuelto (Moutounet, M., et al., 2001). Dado que el control del oxigeno disuelto en el vino es fundamental
para la adecuada aplicacion de la técnica de microoxigenacion, resulta imprescindible al desarrollo de
técnicas de medicidn del oxigeno disuelto para la correcta gestion y control del proceso.

I11.9. FENOMENOS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO DE LOS VINOS TINTOS

111.9.1.Cambios fisico-quimicos del vino en barrica

Durante el envejecimiento se producen cambios en la composicion del vino envejecido que van a
determinar los cambios en las caracteristicas organolépticas, lo que requiere un importante conocimiento
de los fenémenos implicados. A modo de ejemplo se ven representados en la figura 21, y son descritos
brevemente a continuacion, realizando un recorrido mas detallado en lo concerniente a los procesos que
implican a los compuestos fenolicos.

Evaporacién. Las pérdidas de volumen durante el envejecimiento de bebidas alcohdlicas se definen con
el nombre de mermas. Asi, se observa un descenso del 2 % al 3 % del volumen en un afio de
envejecimiento, dependiendo del tamafio de la barrica, temperatura, humedad relativa, circulacion de aire
alrededor de la barrica. Se ha demostrado que tanto el agua como el etanol escapan de la barrica durante
el envejecimiento de bebidas alcohélicas (Guymon, J. F. et al., 1972).

Cuando la humedad ambiental se elevada las pérdidas de etanol pueden superar a las de agua, en estas
condiciones, se produce una extraccidn superior de fenoles. El agua, debido a su bajo peso molecular
(PM=18), tiene un grado de difusién mas alto que otras sustancias, como el etanol (PM =46) debido a la
difusion y evaporacion. La temperatura y la humedad influencian las pérdidas de volumen, siendo la
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temperatura determinante. La humedad ambiental crea un gradiente en contra de la evaporacion de agua;
sin embargo el etanol no tiene que vencer gradiente alguno (Singleton, V. L., 1995). Como consecuencia,
en el interior de la barrica el volumen disminuye y los constituyentes volatiles y no volatiles se concentran,
pero la concentracion del etanol en el volumen restante depende de la velocidad relativa de pérdida de
agua y etanol. Estas pérdidas por evaporacion hacen que se produzca un aumento del extracto seco y de
la acidez total (Tesfaye, W. et al., 2002).
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Figura 21: Procesos durante la crianza en barrica (fuentes: Feuillat, F. et al. 1998, Sanchez, M., et al., 2007).

Extraccion de componentes de la madera. Como se ha indicado anteriormente se produce la
extraccion de sustancias de la madera, cuya concentracion en un tiempo dado es proporcional a la
relacion superficie/volumen; es decir, el tamafio de la barrica tiene importancia en la concentracién de los
fenoles en el producto envejecido. Una barrica comercial presenta un volumen de 225 L y una relacion
superficie/volumen de 90 cm? /L, siendo su grado de extraccién mayor que el de una barrica de mayor
tamano. Igualmente, hay que tener en cuenta la edad de la barrica, ya que conforme aumenta la edad
disminuye la capacidad de cesion de sustancias.

Numerosos autores han estudiado la cinética de extraccion de compuestos a partir de la madera, tanto
volatiles como fendlicos, y su contribucion a las caracteristicas sensoriales del vino (Rous, C. et al., 1983;
Aiken, J. W. et al., 1984; Maga, J. A., 1989; Pontallier, P. et al, 1992; Francis, L. et al., 1992),
demostrandose en los resultados una rapida disolucién los primeros dias, debido a la disolucién de los
compuestos de la superficie de la madera, disminuyendo la extraccion a partir de la segunda semana.
Mediante un modelo matematico basado en la capacidad de cesién de fenoles, concluyendo que el
mecanismo de transporte de fenoles se produce por la penetracion del liquido en la madera, siendo éste
el factor limitante. Ademas, cuando el etanol estd en mayor contacto con la matriz de la madera y debido
al efecto de la alcohdlisis de la lignina, la extraccién de los aldehidos es superior, destacando la
extraccion de siringaldehido, coniferaldehido, sinapaldehido y vanillina (Puech, J. L., 1987). El grupo de
investigacion Hernandez, P. et al (2014) han analizado 75 compuestos volatiles encontrando compuestos
directamente relacionados con la madera. Algunos de estos compuestos tienen mayor poder
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discriminativo para distinguir a los vinos envejecidos en barricas de aquellos macerados con fragmentos
de roble. Asi la concentracidn media de eugenol es tres veces mayor en los vinos envejecidos en barricas
que en alternativos. Llegando a la conclusion de que la relacién que mejor determina si el vino ha
envejecido en barricas 0 macerados con fragmentos ha sido la suma de las concentraciones de vanillina y
acetovanillona dividido por la concentracion de eugenol. Segun el criterio de estos investigadores, si la
relacién entre acetovanillonatvainillina/eugenol es superior a 20, esto significa que los vinos son
envejecidos con fragmentos de roble ahora bien, si la relacion de la vanillina + acetovanillona / eugenol es
inferior a 20, los vinos habran envejecido en barricas. Otro criterio aplicado ha sido la suma de las
concentraciones de vanillina, furfural o siringaldehido, llegando a la conclusién de que si son inferiores a
20 mglL, se considerara que los vinos han tenido una extraccién minima.

Oxidacion y reaccion entre los componentes. A través de los poros de la madera o intersticios de las
duelas, asi como también a través del tapon, se produce una entrada de aire y oxigeno. Este oxigeno
juega un papel importante en muchas de las reacciones quimicas que ocurren durante el envejecimiento.
Los fenémenos de oxidacion se consideran generalmente favorables, o incluso indispensables, para el
apropiado desarrollo organoléptico en los vinos (Cutzach, I. et al., 2000). A lo largo de la crianza en
barrica, Ribéreau-Gayon, J. (1933) establecié que la cantidad de oxigeno que penetra en los vinos tintos
varia entre 15y 40 mg/L y afio, segun las practicas de las bodegas. Este oxigeno podria difundirse entre
los poros de la madera, aunque previamente debe vencer la corriente de agua y alcohol que va en
sentido contrario. Si fuera este el caso, podria reaccionar con los componentes de la madera susceptibles
de ser oxidados tales como el acido gélico y los elagitaninos (Mourgues, J., et al., 1973).

La reaccion directa entre el oxigeno y los compuestos no es quimicamente favorable, ya que el oxigeno
molecular (O2) es una especie paramagnética que en su configuracién electrénica tiene dos electrones
desapareados que le confieren un estado triplete de minima energia. El oxigeno molecular en estado
normal se describe como un radical doble, condicién que hace que el oxigeno no pueda reaccionar con
los compuestos organicos (entre ellos los compuestos fendlicos) de forma directa, ya que seria un
proceso sin cambio de electrones, existiendo por tanto una barrera cinética que impide el comienzo de la
oxidacién. Por ello, el oxigeno sblo puede reaccionar con moléculas que tengan electrones
desapareados, es decir, con radicales libres, siendo de esta forma activado o excitado, para luego
participar en las reacciones oxidativas acopladas a los compuestos fenolicos (Cheynier, V. et al., 2003).
El oxigeno molecular puede ser excitado, al estado singlete, aumentando su reactividad, por la luz en
presencia de pigmentos fotosensibles como la clorofila, vitamina B, o riboflavina, el caroteno o sus
derivados (Singleton, V. L., 1987), o por acomplejamiento con iones metalicos (Ribéreau-Gayon, J., 1933;
Cacho, J. F. et al., 1995; Oszmianski, J. et al., 1996; Makris, P. et al., 2000). La limitaciéon del oxigeno
molecular en estado triplete puede ser también superada por la adicién de un electrén por parte de iones
metalicos de transicion, a través de la reduccién de dichos iones, dando lugar a un radical superoxido (O
"), especie que estara en equilibrio con su forma protonada, el radical hidroperoxilo (HO,*), encontrandose
principalmente en esta forma al pH del vino. La transferencia de un segundo electron produce el anién
perdxido (O22), el cual también esta en equilibrio con su forma protonada el peréxido de hidrégeno (H20-)
(Danilewicz, J. C., 2003).
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La oxidacién del etanol se considera reaccién acoplada al peréxido de hidrégeno que se produce en la
oxidacién de fenoles. En un segundo estadio, el acido acético, procedente de la madera esterifica al
etanol formando acetato de etilo. El oxigeno disuelto entrafia la formacién de peroxidos, oxidantes
intermedios, que transmiten su oxigeno a otros constituyentes que posean una forma oxidada mas
estable que la suya (Wildenradt, H. et al., 1974).

Precipitaciones de diversas sustancias del vino. Se pueden deber a simples decantaciones de
sustancias y microorganismos que el vino contiene en suspension, como restos de tejidos vegetales,
levaduras y bacterias; 0 a la insolubilizacién de determinadas sustancias contenidas en los vinos, como
proteinas coaguladas por los taninos de la madera, polisacaridos insolubilizados por el alcohol,
precipitaciones del acido tartarico, ya sea como tartrato calcico o como bitartrato potasico (mas
frecuente), y/o de taninos polimerizados de alto peso molecular, asi como también de materia colorante,
que afectan al equilibrio quimico del resto de los componentes del vino.

l11.9.2.Cambios de los compuestos fendlicos del vino durante el envejecimiento en
barrica

Durante el envejecimiento de un vino tinto se producen diversas reacciones en medio acido. Estos
procesos sirven para explicar la pérdida y estabilizacion de color, la pérdida de taninos por polimerizacion
y la disminucién de la astringencia (Haslam, E. et al., 1980; Vidal, S. et al., 2002), fundamentando estos
cambios en la presencia de compuestos fendlicos en cada momento (Glories, Y., 1984a; Ribéreau-
Gayon, P. et al., 1998), destacando que también su concentracién afectarad a los cambios sufridos en el
vino. A continuacién se desarrollan los principales mecanismos que afectan a la evolucién de los
compuestos fendlicos durante el periodo de crianza.

1.9.2.1. Reacciones que implican a los antocianos. Efecto sobre el color

Las transformaciones de la estructura antocianica también se producen durante el envejecimiento del vino
haciendo al color del vino tinto cambiar de rojo brillante a amarillo-rojizo, e incluso a amarillo-marrén, esto
se fundamenta en las reacciones de degradacion de los antocianos, ademas dentro del primer afio de
envejecimiento el 50 al 70 % de los pigmentos experimentan reacciones de condensacion estabilizadoras
con los flavan-3-oles (Sacchi, K. L. et al., 2005). Esto se explica por la carga positiva del catidn flavilium
que lo hace poco estable, pero puede derivar a dos formas que se traduce en especies neutras, una es el
equilibrio acido-base y otra es mediante un proceso de hidratacion (Fulcrand, H. et al., 2006).

Equilibrio acido-base. Este primer mecanismo de equilibrio acido-base corresponde a la transferencia
de un protdn, donde el cation (AH+) es la molécula 4cida y la base quinoidal neutra (A) es la especie
basica. Este equilibrio se produce de manera instanténea (Brouillard, R. et al., 1977a, b) y es dependiente
del pH del medio.
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Hidratacion de las antocianinas. Esta reaccion se basa en la adicidén nucleofilica de agua al nucleo
pirilio, produciéndose con mayor frecuencia en el C2 que en el C4 de la antocianina, manteniendo una
posicion de equilibrio por una hidratacion constante. Los productos obtenidos de la hidratacién son
hemicetales incoloros (AOH), que a su vez pueden convertirse en calconas. Esta reaccion de hidratacién,
de manera mas lenta que la conversién acido-base, requiere varias horas para llegar al equilibrio. La
proporcidn de las formas flavilium y hemicetal se determinadan por el valor del pH en el vino (Brouillard,
R. etal, 1977 ay b). Asi a pH medio del vino, el 90 % de las antocianinas son cationes hidratados de
flavilium. En esta forma, las antocianinas reaccionan como nucleéfilas a través de su anillo A, como
flavanoles. Por lo tanto, se dan reacciones de estabilizacién del color en el vino. Las formas planas y la
hidrofobicidad conferida por los anillos aromaticos favorecen apilamientos verticales entre antocianos
(autoasociacidn) o con otras estructuras planas (copigmentacién) o con residuos aromaticos conectados
al pigmento (copigmentacion intramolecular) (Brouillard, R. et al. 1989, Goto, T. et al., 1991, Dangles, O.
et al., 1992a, b). Este mecanismo de formacion de los copigmentos se vera mas detenidamente en el
apartado 11.12.2, asi como sus propiedades sobre el color en los vinos.

Reacciones de degradacion de los antocianos. La degradacién de los antocianos comporta una
pérdida irreparable de color del vino y por tanto ha de ser una de las reacciones que se han de limitar
para favorecer la estabilizacion de la materia colorante del vino. Glories, Y. (1978) estudidé una
degradacién de tipo oxidativa en los antocianos. Los antocianos en solucion en el alcohol acidificado (0,1
% HCI), expuestos a la luz, se decoloran en algunos dias, ya que el oxigeno y la luz actian como
catalizadores de la reaccién. También Influyen en la reaccion la naturaleza, concentracion de alcohol
(etanol, metanal,...) y presencia de dihidroflavanoles en medio de la reaccion. Descubriéndose que la
malvidina resiste mejor que la cianidina a la oxidacién cuidada que acompafia a la crianza de los vinos
tintos, debido a la sustitucion del anillo B (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Los antocianos son
compuestos bastante inestables cuando se encuentran en forma libre. Esta inestabilidad en formas libres
se traduce en una disminucion de su concentracion (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). La inestabilidad de
los antocianos en forma libre se debe al pH del vino, puesto que el cation flavilium esta en equilibrio con
la forma incolora hemiacetal (Cheminat, A. et al., 1986) y en esta ultima forma el antociano es facilmente
oxidable. Sin embargo en su forma coloreada, el cation flavilium se estabiliza y por tanto estos
compuestos son menos oxidables. Asi, pigmentos en los cuales el sistema flavilium esté estabilizado;
como los que se generan en las uniones de antocianos con piruvatos (Fulcrand, H. et al., 1998; Romero,
C. etal., 1999); presentan menor tendencia a la oxidacion.

Reacciones en las que se ven implicados los flavanoles. Como ya se ha indicado en varias
ocasiones, la oxidabilidad es una caracteristica de la funcion fenol pudiendo producirse por via quimica o
enzimatica (tirosina). El estudio de las propiedades oxidorreductoras de los polifenoles presenta interés
debido a sus reacciones con el resto de los compuestos presentes en el vino, aunque también tienen gran
interés por sus implicaciones nutricionales, ya que tienen la propiedad de neutralizar a los radicales
oxigenados responsables de la degradacion de los tejidos que acompafian al envejecimiento celular. Los
mecanismos oxidativos puestos en juego son muy complejos; sobre todo en medio acido; la luz, la
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temperatura, la presencia de hidroperéxidos y de ciertos metales favorecen la formacién de radicales
oxigenados como veremos a continuacion.

Procesos de oxidacion La oxidacion de los compuestos fendlicos que presentan grupos hidroxilo (OH)
en la posicion orto es muy elevada, debido a la pérdida de uno o dos electrones. Esta pérdida de
electrones se produce porque en la posicion orto se refuerza la densidad electrénica del anillo por efecto
mesomérico de los grupos hidroxilos donadores de electrones, que al aumentar la acidez de los OH, se
facilita la pérdida de una proton (H+) resultando un defenoato facilmente oxidable, que al perder uno o
dos electrones se transforma en una semiquinona o quinona respectivamente, muy reactivas.

Las semiquinonas siguen siendo inestables y pueden perderse a través de procesos de dimerizacién o
dismutacion (Fulcran, H. et al., 2006). El proceso de dimerizaciéon es especialmente comin entre dos
semiquinonas que reaccionan para dar un oligbmero (ortodifenol) nuevamente oxidable, y por otro lado
por dismutacién, que es una reaccién comun cuando la semiquinona parte de catecoles. Como resultado
de esta dismutacion se obtiene la correspondiente orto-quinona y la generacion del catecol de partida;
dando lugar a un nuevo ortodifenol (Dangles, O. et al., 2000).

La propia orto-quinona es inestable por su alto caracter electrofilico pudiendo reaccionar de tres maneras.
La primera formando dimeros o polimeros de mayor tamafio cuando reacciona con el nucleo de la
molécula de catecol. Segun Guyot, S. et al. (1996), la oxidacién de varios dimeros de catequina muestra
la presencia de vinculos especificos en sus estructuras ubicadas entre el anillo B y A. En segundo lugar,
puede someterse a la adicion nucleofilica con otros compuestos altamente nucledfilos tales como
residuos de péptidos de aminoacidos o proteinas, cisteina u otros fenoles y en tercer lugar, se oxida por
la reduccion de especies como el acido ascorbato u otros fenoles. Los compuestos oxidados (nuevos
orto-difenoles) se regeneran en compuestos cada vez méas reductores, consumiéndose todo el oxigeno
disuelto en estos sistemas que protegen asi a otros muchos compuestos de la oxidacién, como los
antocianos libres. Proceso comdn en compuestos como &cido caféico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)
epigalocatequina, acido galico, proantocianidinas y taninos hidrolizables. (Sanchez, M., et al. 2007). Y a
partir de compuestos monoméricos, se pueden formar dimeros, trimeros y asi sucesivamente, hasta
llegar a formas poliméricas condensadas. Sin embargo, cuanto mas voluminosos sean los compuestos
oxidados, mas débil es la probabilidad de que dos moléculas estén en posicion de combinarse y la
reaccion de generacion se hara més lenta (Lemaire, T., 1995).

En soluciones &cidas como el vino, los iones metalicos como el Fe (Ill) son eficientes catalizadores de los
procesos de oxidacion (Fulcrand, H. et al., 2006) descritos anteriormente. Resumiéndose en la siguiente
ecuacion el proceso de autooxidacion:

Orto-difenol + O,Orto —» quinona + H,0-
La reduccion del peroxido de hidrogeno (HO¢) con trazas de metal (Fe (Il)) produce un radical hidroxilo
muy reactivo (HO®) y se regenera nuevamente el i6n férrico (Fe (Ill), como se observa en la reaccion

siguiente:
Fe (Il) + H,O, — HO° + HO- + Fe (lll)
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Alternativamente, el perdxido de hidrogeno por su alto poder oxidante, puede oxidar el etanol
(CHsCH20H) a acetaldehido (CHsCHO) en presencia de Fe (Il) (Inui, T. et al., 2004) formandose
preferentemente el radical a-hidroxietil (CH;CHOH), fuertemente reductor, que se oxida rapidamente por
los iones férricos, semiquinonas o quinonas a acetaldehido (figura 22):

o))
CH3CHO f Orto-difenol
CH39HOH 0,

00.

ot®

CH;CHOH H.0, X' Fe (Ill)

CHscHZOH)\ OH Fe (Il
+

OH

Figura 22: Reaccion de oxidacion del etanol a acetaldehido en presencia de Fe

Del mismo modo, el &cido tartarico se oxida en presencia de trazas de hierro y oxigeno molecular dando
como resultado &cido glioxilico (HCO-COOH) que también contiene un resto aldehido. En consecuencia,
la oxidaciéon genera dos especies que reaccionan con los polifenoles: reaccion directa obteniendo
productos de la oxidacion, tales como semiquinonas y quinonas, y aldehidos, como el acetaldehido. El
acido tartarico al estar en una concentracion elevada en el vino compite con los catecoles por el Fe (ll).
Ademas, la formacién de acido glioxilico puede participar en la condensacion de flavanol-flavanol, dando
lugar a la formacion de compuestos tanto incoloros como amarillos (Fulcrand, H. et al., 1997). Por tanto,
se admite en general, que los acidos benzoicos se pueden generar a partir de los aldehidos
correspondientes por proceso de oxidacién de los fragmentos de ligninas durante el envejecimiento con la
generacion de vanillina y siringaldehido (Virot, C. et al., 1994).

Adicion de anhidrido sulfuroso. El anhidrido sulfuroso (SO.) se utiliza comunmente en vinificacion y
puede presentarse en diferentes formas quimicas en funcion del pH del vino. El idn bisulfito puede
combinarse establemente con el acetaldehido (Burroughs, L. F. et al., 1973) y de forma menos estable
con otros compuestos (azlcares, &cidos y antocianos), dando lugar al anhidrido sulfuroso combinado
(Burroughs, L. F. et al., 1973), el cual carece de actividad antioxidante. Por ello, la presencia de anhidrido
sulfuroso libre en exceso en el vino, puede combinarse con el acetaldehido generado durante una
oxigenacion moderada y evitar que el acetaldehido participe en las reacciones de combinacién y
polimerizacién de los antocianos y taninos. Sin embargo, produce un aducto no coloreado con las formas
color rojo de los antocianos (Jurd, L., 1963) y esta unidén antociano-sulfito permanece estable a pH del
vino (3,2 a 4) (Fulcrand, H. et al., 2006).

Sin embargo, la principal funcién antioxidante del anhidrido sulfuroso es la reaccidn con el peréxido de
hidrogeno, limitando la oxidacién del etanol y por tanto la formacion de acetaldehido, asi como la
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oxidacién de otros compuestos del vino (Boulton, R. et al., 1996). Singleton, L. (1974) ha observado en
soluciones modelo que cantidades elevadas de anhidrido sulfuroso del orden de 177 mg/L no eran
suficientes para evitar la formacion de acetaldehido. Sin embargo, al ser un sistema modelo no se
cuantificaron todas las reacciones acopladas dependientes de la presencia de otros compuestos en el
vino, como los fenoles.

Policondensacion de aldehidos. Los aldehidos pueden someterse a reacciones de policondensacion
con los flavonoides, acetaldehido, &cido glioxilico, furfural, e hidroximetil furfural, que se derivan del
azucar formado durante la deshidratacion sufrida por el roble en su tostado y se extraen durante crianza
en barrica, reaccionan con los flavonoides y las formas hidratadas de antocianinas (Es-Safi, N. et al.,
2004). Bajo condiciones &cidas el aldehido es un poderoso electrdfilo, produciéndose una sustitucion
electrofilica en el anillo A de los flavonoides, donde el hidrégeno C8/C6 da como resultado el
correspondiente alcohol. Esta deshidratacion intermedia produce un nuevo carbocation, que a su vez
reacciona con un segundo flavonol nucleofilico. La reaccidén comienza de nuevo desde el dimero de
reciente formacion, lo que en dltima instancia, da lugar a los polimeros. Cuando las antocianinas estan
implicadas en la reaccidn, se generan pigmentos poliméricos de coloracién morada (Fulcrand, H. et al.,
2006).

Formacién de enlaces interflavanos y su division. El tamafio de los taninos en los vinos se determina
por la formacién o rotura de los enlaces interflavanos (Haslam, E., 1980). En consecuencia, la distribucién
del tamafio de la fraccién de taninos se debe en parte a la relacién de los flavonoides de monémeros a
polimeros. Como se demostrara en un vino modelo (Vidal, J. C. et al., 2002), un exceso de
monomerizacién disminuye el grado medio de polimerizacién de la fraccion de taninos, en un medio de
control a pH conocido (2,0 a 3,2) (Vidal, J. C. et al., 2002), pero no se produce por encima de pH 3,8
(Salas, E. et al., 2003). Otros experimentos medidos a valores intermedios de pH han aclarado el impacto
que tiene este proceso sobre la distribucién general del tamafio de los taninos en el vino (Fulcrand, H. et
al. 2006).

Polimerizacion de flavanoles. Los flavanoles monémeros y sus polimeros; los taninos condensados o
procianidinas; presentan una clara tendencia a polimerizar de forma directa o por mediacion del etanal. La
polimerizaciéon da lugar a moléculas cada vez mas grandes. Se proponen varios mecanismos de
polimerizacién de los flavanoles:

Polimerizacion _mediante formacion de un carbocatién. Se fundamentan en la propiedad de las

procianidinas de formar un carbocation en medio acido. Esta reaccion es reversible y el carbocation sigue
reaccionando en sentido contrario, aunque la unién no tiene por qué ser con la misma molécula de
flavanol. Todo esto origina un conjunto de procesos de ruptura y recombinaciones que comportan que a
lo largo del tiempo se produzca un incremento en el grado de polimerizacidn de las procianidinas. Este
tipo de reacciones no requiere la presencia de oxigeno, por lo tanto tendra lugar tanto en depésito, en
barrica, como en botella (Cheynier, V. et al., 2000b). Dicha reaccion se produce hasta que los polimeros
alcancen tamafios tan grandes que precipiten al volverse insolubles. Como consecuencia de su
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insolubilizacién se produce una disminucion de la astringencia y del sabor amago del vino, pero también
del cuerpo y de la capacidad del vino para el envejecimiento (Rivas, J. C. et al., 1995).

Polimerizacion _mediante formacion de semiquinonas. Para esta reaccién se requiere la presencia de
oxigeno como sustrato y la presencia de hierro o cobre como catalizadores, como ya se viera
anteriormente en el proceso de oxidacién de los flavonoides. Tras la formacién de semiquinonas éstas
formaran un enlace estable, lo que da lugar a la unién colateral de dos moléculas de procianidina (Galvin,
C., 1993; Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Polimerizacion mediante participacion del etanal. El etanol en presencia de cationes hierro y cobre, puede
ser oxidado a etanal que en medio &cido da lugar a un carbocation (etanal activado), ya visto también en
el proceso de oxidacién de los flavanoles. Este carbocation actua sobre dos moléculas de flavanol unidas
por un puente etilo. También estas uniones son susceptibles de romperse liberando asi un flavanol-etilo
capaz de reaccionar con otro flavanol. Al igual que en el primer caso, los polimeros estan sujetos a
procesos de ruptura y recombinacion; que con el tiempo se traduce en un aumento del grado de
polimerizacion (Quintana, A. M., 2001). Los dos ultimos mecanismos de polimerizacion cruzada daran

lugar a una disminucion de la astringencia, ya que disminuye el numero de grupos hidroxilos capaces de
reaccionar con la proteina de la boca (Galvin, C., 1993; Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). La
polimerizacién cruzada requiere de la presencia de oxigeno, asi estos fenémenos se da al realizar los
trasiegos y en las barricas debido a la microdifusion de oxigeno que existe a través de la porosidad de la
madera (Zamora, F., 2003b) o en procesos de microoxigenacion.

Reacciones de estabilizacion: combinacion entre taninos y antocianos. El grado de reaccion de los
antocianos con el oxigeno disminuye cuando éstos presentan una cantidad menor de formas activas,
estas formas pueden estar combinadas con otras sustancias, como los taninos, dando lugar a estructuras
mas estables. La evolucidn y estabilizacién del color de los vinos tintos durante su envejecimiento han
sido atribuidas clasicamente a la formacién de pigmentos poliméricos, por reaccién entre los antocianos
mondmeros y los compuestos fenolicos mayoritarios de los vinos tintos, los flavan-3-oles. Los pigmentos
formados son de estructura compleja, poco sensibles a la variacidén de pH y SO.. Estas condensaciones
de taninos y antocianos pueden hacerse segun varios mecanismos y conducir, en funcién de los enlaces
puestos en juego, a compuestos de distintas caracteristicas donde su color varia del naranja al malva.

Ademés de la oxidacion y de la sustitucion aromatica electrofilica vista con anterioridad, los flavonoides
experimentan la adicién nucleofilica en el anillo central C cuando esta positivamente cargado. Puesto que
la carga positiva en el anillo C de antocianinas y de flavanoles es pH-dependiente, su deshidratacion y las
reacciones de rotura en enlace interflavano llevan a la formacién de las uniones flavanol-antocianina (F-
At) en valores de pH mas bajos y a las uniones de antocianina-flavanol (A+-F) sobre pH 3,8. La
temperatura parece favorecer la formacién de este ultimo. Por tanto, se pueden dar dos tipos de
pigmentos poliméricos, uno en los que la molécula de antociano ocupa la posicion inicial del polimero
(pigmento tipo A-T), y otro en los que el antociano es la parte final de éste (pigmento tipo T-A). Se sabe
que el acetaldehido acelera la formacion de estos pigmentos antocianicos poliméricos, actuando de nexo
de union entre los antocianos y los taninos.
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Condensacién antociano-tanino (A-T). Consiste en una adicion directa, en la que la forma flavilium del
antociano actua de electrdfilo y se une al flavanol que actua como nucledfilo (Somers, T. C., 1971).
Inicialmente se forma un flavano incoloro (A-F). Se puede pasar de la forma antociano-flavanol incolora,
en presencia de oxigeno o de un medio oxidante, a la forma flavilium combinada (A+-F) de color rojo y en
equilibrio, en funcién del pH, con su forma carbinol (AOH-F) que es incolora y con la forma quinona (AO-
F) que es malva (Galvin, C., 1993). La conservacion de soluciones de antocianinas al abrigo del aire, en
presencia de flavanoles y en temperaturas superiores a 20 °C conlleva una disminucién del color que
puede reaparecer después de una aireacion. Se otorga a estas reacciones la recuperacion del color del
vino que se da durante la crianza en barricas tras su pérdida en el periodo de maceracién (Ribéreau-
Gayon, P. et al., 1998).

Condensacién tanino-antociano (T-A). Otro mecanismo de adicién directa entre antocianos y flavanoles
se fundamenta en la capacidad de las procianidinas de formar un carbocatién (Haslam, E., 1977). Este
carbocation actia como electréfilo atacando las posiciones C6 6 C8 del antociano que esta bajo forma
carbinol y que actiia como nucledfilo. EI producto que resulta es un aducto flavanol-antociano en forma
carbinol (FAOH) incoloro y torna a rojo anaranjado tras la deshidratacién. Nuevamente, en funcion del pH
del medio se establece el equilibrio entre las otras formas coloreadas (Galvin, C., 1993). Esta reaccion
ocurre al abrigo del aire y no necesita oxidacién, estd favorecida por la temperatura y depende de la
cantidad de antocianinas del medio (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Destaca en este mecanismo de
accién los mondémeros catequina, que por su falta de reactividad, ya que no pueden originar carbocation
(Quintana, M., 2001).

Condensacion por un puente etilo. Otra posible reaccion de union entre antocianos y flavanoles implica la
participacion del etanal. Previo a su descripcién cabe decir que un exceso de moléculas de etanal
provoca una polimerizacion elevada de estas moléculas que da lugar a polimeros insolubles que

precipitan. Esta reaccion, junto con la oxidacién directa de los antocianos libres, es una de las causas de
pérdida de antocianos cuando la oxidacion del vino es excesiva (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Se han
postulado dos mecanismos posibles de condensacion, segun Dournel, J. M. (1985): este mecanismo
implica que el antociano en forma flavilium, reacciona primero con el etanal y después el carbocation que
resulta, reacciona con el flavanol. Y segun Timberlake, C. et al. (1976): el orden es el contrario, el flavanol
reacciona con el etanal activado, el cual posteriormente se une al antociano.

El primer mecanismo no ha sido demostrado mientras que el segundo si ha sido confirmado por
Escribano, M. T. et al. (1996), que lo ha atribuido a un fendémeno de copigmentacion intermolecular, que
se vera posteriormente. Otros como Timberlake, C. et al. (1976) lo han achacado a la disminucion de la
tendencia a hidratarse la molécula, lo que supone la no formacién de carbinol en forma incolora, dando
paso a las formas roja y malva. Estos compuestos son menos sensibles al efecto del pH y a la
decoloracion del SO, que los antocianos libres, no obstante, puede darse la rotura de los puentes etilo
dando lugar a los precursores para reorganizarse nuevamente. Esta reaccion se produce
simultdneamente a la polimerizacién de flavanoles mediada por el etanal durante el envejecimiento en
barricas a partir del oxigeno que atraviesa la madera. Ambas reacciones compiten entre si y es la
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proporcién antociano-flavanol quien define que predomine una sobre otra. Ademas la despolimerizacién
de los flavanoles deja paso a los antocianos para que reaccionen con el producto flavanol-etilo (Quintana,
M., 2001 y Santos, C., 2001).

La contribucion real de estos compuestos al color del vino no se ha definido completamente. Para
algunos autores como Dournel, J. M. (1985) o Ribéreau-Gayon, P. et al. (1998) estas uniones son
importantes en la estabilidad y evolucién del color del vino siendo uno de los mecanismos mas relevantes
que tienen lugar durante la crianza en barrica. Para otros autores como Santos, C. (2001) o Quintana, A.
M. (2001) estas uniones no pueden justificar el color del vino afiejo ya que son inestables, ademas estas
uniones presentan color rojo-violeta. Si bien difieren en esto, parece que si hay consenso al pensar que el
conjunto de combinaciones entre antocianos y flavanoles confieren al color del vino mayor estabilidad que
los antocianos libres. También se sefiala que estas combinaciones ejercen un efecto favorable sobre la
evolucion de la astringencia del vino.

Unién tanino-proteina: reacciones de complejacion de las procianidinas. Las interacciones entre
taninos y proteinas pueden ser de tipo puentes de hidrégeno, de tipo hidrofébo o por atraccion
electrostatica aunque esta Ultima parece tener menos importancia. Las interacciones i6nicas dependen
del pH y son reversibles pudiendo debilitar o reforzar los puentes de hidrégeno dependiendo de las
condiciones. Esa interaccion se da por medio de puentes de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo de
los péptidos y los hidroxilos del &cido galico. A mayor nimero de grupos fendlicos en el tanino, mas se
favorecen las oportunidades de reaccion entre los taninos y las proteinas, por eso los taninos
hidrolizables favorecen particularmente las uniones, ya que presentan numerosos grupos carboxilos
(McLeod, M. N., 1974).

Otra explicacion razonable descrita por Haslam, E. (1977) habla de un modelo que facilita la precipitacion
de los taninos por su interaccion con las proteinas. Para pequefias cantidades de proteinas, los
polifenoles se distribuyen en monocapa en su superficie y disminuyen asi su caracter hidréfilo; las
proteinas se aglomeran y terminan por precipitar. Cuando la concentracion en proteinas aumenta, los
compuestos fendlicos distribuidos sobre su superficie sirven como agente de puente entre las distintas
moléculas. La capa superficial hidroéfoba se vuelve a formar entonces y lleva a la precipitacién de las
proteinas. En general, las proteinas ricas en prolina, como las salivares y la gelatina (Ribéreau-Gayon, P.
et al., 1998) tienen alta afinidad por los taninos, pues facilmente forman puentes de hidrogeno con ellos
(Hagerman, A. et al, 1998).

Las procianidinas también forman complejos con péptidos y polisacaridos mediante interacciones
similares a las que se originan con las proteinas. Cuando ocurre, puede producirse la precipitacién o no
segun la naturaleza concreta de la molécula acomplejante. En caso de que el complejo formado
permanezca en disolucidn, se produce una disminucién de la astringencia, ya que al estar bloqueados los
grupos hidroxilos (OH), éstos no pueden unirse a las proteinas de la saliva (Haslam, E. et al., 1980;
Zamora, F., 2003b).
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Finalmente la unién entre las proteinas y las procianidinas da lugar a complejos macromoleculares que
precipitan, comportando una disminuciéon de la concentracion de procianidinas en el vino y una
disminucién de la astringencia y del sabor amargo, asi para evitar o forzar la precipitacion de los taninos
en exceso se dispone de variados elementos que influyen en la formacion de estos compuestos como la
adicion de proteinas (gelatinas, manoproteinas), la modificacién del tamafio y estructura del tanino,
modificacion del pH, tiempo de reaccién, temperatura o fuerza ionica del solvente, aunque hasta el
momento la adicion de proteinas al vino parece ser la medida mas eficaz empleada en enologia para
disminuir el exceso de astringencia en los vinos.

l.9.2.2. Fendémenos de copigmentacion

La copigmentacion es un fendmeno que se produce tipicamente en medio acuoso y que afecta a los
antocianos mondmeros en su forma de cation flavilium (los pigmentos) denominado factor, a la vez que a
otros compuestos normalmente no pigmentados, denominados copigmentos o cofactores de
copigmentacion (Boulton, R. 2001). Las principales moléculas implicadas como cofactores son los flavan-
3-oles, acidos fendlicos, flavanoles y &cidos hidroxicindmicos, flavonoides y antocianos. Ademés pueden
implicarse ofras moléculas no fendlicas como alcaloides y aminoacidos (Zamora, F., 2003b). Se
fundamentan en que las moléculas de los antocianos son planas y pueden formar asociaciones entre
ellas o con otros fenoles, dando lugar a estructuras de tipo sandwich. Estos pigmentos no sélo
incrementan el color del vino sino que también pueden modificar su tonalidad (Santos, C., 2001).

Los complejos de copigmentacion se forman con mucha facilidad (se han medido constantes de
complejacién del orden de 102 - 103 mol/L), pero también se disocian faciimente, por ejemplo diluyendo
suficientemente o aumentando la proporcion de ciertos solventes en el medio acuoso, como el propio
etanol del vino o el acido acético (Hermosin, 1., 2003).

La copigmentacién intramolecular se produce cuando la antocianina es portadora de su propio
copigmento. Las antocianinas que sufren esta copigmentacion poseen la habilidad de estabilizar
preferentemente formas incoloras hemiacetales con la formacion de un enlace de puente de hidrégeno
intramolecular entre el OH hemiacetalico y uno de los grupos hidroxilo libres del terminal del azucar.

En el caso de la copigmentacion intermolecular el copigmento es un compuesto diferente al antociano y
mediante la interaccién molecular que supone la copigmentacion se protege el anillo pirilo del ataque del
agua. Se ha demostrado que esta copigmentacién ocurre en vinos, ya que en las uvas coexisten
antocianinas y copigmentos. Este tipo de copigmentacion ha sido mas investigada en enologia que la
copigmentacion intramolecular (Boulton, R., 2001). Esto es debido a que el efecto de la copigmentacion
intramolecular es mas eficiente en la protecciéon frente a la hidratacion que en la copigmentacion
intermolecular. Con esta proteccién se logra dar estabilidad al antociano y se evita la pérdida de color
(Brouillard, R. et al., 2003).

La autoasociacién de antocianos es un caso particular de copigmentacion ya que los antocianos tanto
en forma flavilium como en forma quinoidal coloreada, pueden formar apilamientos verticales con hélice

82



Antecedentes

de giro a izquierdas que se mantienen juntas mediante efectos hidrostaticos e hidrofébicos (Hoshino, T. et
al., 1981). Este efecto, protege al anillo de la hidratacion logrando otorgar estabilidad a la molécula. A alta
concentracion, las formas coloreadas de los antocianos se asocian entre si para formar dimeros
covalentes por empilamiento hidrofobico vertical. La estabilizacion del color es mejor cuando la
antocianina lleva méas de un residuo acil-aromatico de la familia cinamoil.

.9.2.3.  Colory copigmentacion

El color de un vino tinto es uno de los parametros mas importantes de la calidad, que determina la
evaluacién perceptiblemente sensorial. Para evitar la pérdida de color de un vino durante el
envejecimiento se precisa conocer la relacion que guarda con el proceso de copigmentacion y la forma de
evitar la pérdida de copigmentos (Boulton, R., 2001).

Debido al fendémeno de copigmentacion se produce un aumento de la cantidad de color, conocido como
efecto hipercrdmo, asi como también un cambio de tonalidad hacia el color purpura y azul, llamado efecto
batocromo (Hidalgo, J., 2003) con un desplazamiento hacia longitudes de onda més elevadas,
normalmente de 5 a 20 nm superiores. Este cambio espectral no esta relacionado directamente con el
incremento del color y viceversa. Existen algunas combinaciones que muestran primero un cambio en la
longitud de onda y otras que muestran antes un incremento de color (Asen, S. et al., 1972). Sin embargo,
la autoasociacién se acompafia de un ligero desplazamiento de la banda de absorcion en el visible hacia
menores longitudes de onda (efecto hipsocromo), diferenciando este fendmeno de la copigmentacion. Por
tanto, aunque la autoasociacién se engloba como fendmeno de la copigmentacion se podria considerar
un mecanismo de mejora del color, en competicion con la copigmentacion.

Varios grupos de investigacion han observado que la magnitud del fendmeno de copigmentacién va
disminuyendo y, practicamente, sus efectos sobre el color total del vino resultan inapreciables después de
unos meses de envejecimiento. (Hermosin, I. et al., 2005; Schwarz, M. et al., 2005). La eficacia de los
copigmentos (flavonoides mondmeros) es distinta segin el compuesto de que se trate, asi la (-)
epicatequina es mejor copigmento que su estereoisémero la (+) catequina (Broullard, R. et al., 1991;
Escribano, M. T. et al., 1999). Lo mismo ocurre con sus procianidinas dimeras, la B2 (epi 4-8 epi) y B3
(cat 4-8 cat). La B2 es mejor copigmento que la (+) catequina (Cacho, J. F., 2003). Berké, B. et al. (2005)
observo que la fuerza de asociacion es menor en procianidinas dimeras con enlace interflavonoide C4-
C8; excepto en la procianidina B1; que en las que poseian enlace C4-C6, porque los dimeros C4-C6
poseen una estructura conformacional mas flexible y abierta que los respectivos dimeros C4-C8.
Respecto a los flavonoles y los acidos fenoles, son los compuestos que tienen una constante de
asociacion mas fuerte con los cationes flavilium (Flanzy, C., 2000).

Por otra parte, ha habido estudios sobre adicién de cofactores incoloros, como &cido caféico y catequina,
antes de la fermentacion y los resultados han mostrado una mejora significativa en la retencion de los
pigmentos en uvas de Pinot Noir y Listan Negro (Darias, J. et al., 2002). El aumento de color se ha debido
a la mayor concentracion de cofactores durante la maceracion, y en consecuencia se ha elevado la
extraccion de antocianinas, ya que al formarse antocianos copigmentados; se facilitaba la extraccion de
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nuevas antocianinas libres. Darias-Martin, J. et al. (2001) mostré que la adicién de catequina provocaba
un aumento del color del vino, medido a 520 nm, del 13 %, mientras que el &cido caféico producia un
aumento del 60 %, sin embargo con el tiempo estos valores se reducian, de tal manera que el acido
caféico alcanzaba un 33% después de 90 dias y un 23 % después de 210 dias. Este aumento de color
era estable durante més de un afio. Con la catequina, descendia el color un 8 % a los 210 dias, respecto
a las muestras de referencia.

11.9.2.4. Factores que afectan a la copigmentacion durante el envejecimiento

Naturaleza del cofactor. Los mejores copigmentos son los compuestos fenolicos denominados flavonoles,

pero en las uvas y en los vinos éstos se encuentran en pequefias cantidades. Otros copigmentos de
naturaleza fenolica encontrados en los vinos son los acidos hidroxicinamicos (&cidos caféico, p-cumarico,
ferdlico y sindpico), también en pequefias cantidades. En cambio, los compuestos fendlicos més
abundantes de los vinos tintos, los flavan-3-oles (mondmeros como la (+)-catequina y la (-)-epicatequina,
oligbmeros como las proantocianidinas tipo B y polimeros como los taninos), son copigmentos poco
efectivos. Finalmente, otras sustancias que pueden actuar como copigmentos son polisacaridos,
aldehidos, acidos organicos y aminoacidos. En cuanto a los taninos aportados por el roble, se ha
encontrado que los galotaninos actian como buenos factores de la copigmentacién, no siendo tan
eficaces los taninos elégicos (Chassaing, S. et al., 2010).

Concentracion de copigmento y de antocianos. La concentracion de antocianos de de copigmentos en el
vino parece incrementar el proceso de copigmentacion. La mayoria de los estudios exponen que los
complejos formados por el malvidin provocan cambios en el color mas acusados que los del resto de

antocianos y, por otra parte, parece existir una minima concentracién de antociano para que los efectos
de la copigmentacion sean detectados (Jurd, L. 1963; Asen, S., et al., 1972). Esta concentracion
corresponde a 18,5 mg/L de malvidin-3-glucésido, concentracién muy inferior a la encontrada
frecuentemente en vinos tintos (300-500 mg/L) (Boulton, R., 2001). Pero ademas, se debe considerar que
la eficacia del proceso de copigmentacion no depende Unicamente de las concentraciones del pigmento y
del cofactor, sino también del ratio cofactor/pigmento. Asi, para una pareja antociano-cofactor dada, la
respuesta cromatica ante un incremento del ratio cofactor/antociano sigue un desarrollo sigmoidal.

Efecto del solvente. Se ha observado que la copigmentacion se produce en medios acuosos mediante
acidos en los que la mayor parte de los antocianos se encuentran en forma hemiacetal. Sommers, C. et
al. (1979) mostrd que se producia una importante pérdida de color cuando se afiadian solventes no

acuosos a los vinos. Al disminuir la cantidad de agua en la solucién como solvente, también disminuye la
magnitud de la copigmentacién dado que dicho fendmeno recae en interacciones hidrofébicas. La adicion
de sales i6nicas y otros solventes capaces de romper la estructura ordenada del agua liquida, tienen un
efecto destructor de la copigmentacién, por la rotura de los apilamientos de copigmentacién debida al
debilitamiento de las interacciones hidrofébicas como consecuencia de usar solventes organicos, como el
etanol. Los solventes orgénicos rompen las asociaciones fisicas como las formadas en la copigmentacion
y modifican la longitud de onda de maxima absorcidn. La solubilidad de los flavones aumenta a mayor
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concentracion de etanol, con lo que en vinos fortificados habra mas pigmentos disponibles para
copigmentar (Boulton, R., 2001).

Sin embargo, los estudios encontrados son contradictorios en este respecto. Mientras que Miniati, E. et al.
(1992), apreci6 que al aumentar el etanol se producia un aumento ligero del color a pH 3,5 para malvidina
3,5-diglucosido con catequina o quercetina, y Dangles, O. et al., (1992a), observd que la presencia de
etanol debido a la fermentacién, como covalente, no ejercia necesariamente una influencia negativa.
Varios autores afirmaron que concentraciones de etanol reducen la copigmentacion. Asi, Brouillard, R. et
al. (1991), encontr6 una pérdida de color copigmentado del 15 % en vinos de mesa y del 20 % en vinos
fortificados. Esto puede deberse a la pérdida de antocianos por la desintegracion de los complejos de
copigmentacion, formados previamente durante las primeras etapas de la fermentacion, donde el color es
maximo (Bautista, B. et al., 2004), ya que después de alcanzar el equilibrio de extraccién se produce una
adsorcién secundaria por la pulpa de la uva, las pepitas y las levaduras, cuando la concentracion de
etanol aumenta hacia el final de la fermentacion, con una reduccion significativa de la copigmentacion
(Boulton, R., 2001). Ademas, Hermosin, I. (2003), observé que un vino de referencia (14 % etanol, 0.40
g/L acidez volatil) mostraba un efecto batocromico de 4 nmy un aumento del color del 41 %, mientras que
con un 22 % de etanol decrecia el color en un 18 %.

Envejecimiento en barricas. Inicialmente, se pensd que la copigmentacion estaba presente solamente en
vinos jovenes (Somers, C. et al., 1988; Liao, H. et al., 1992). Durante el envejecimiento del vino se

produce la adsorcién tanto de antocianos libres como de cofactores en la superficie de las barricas
(Ribéreau-Gayédn, P. et al., 1998) y la alteracidn del equilibrio que se produce durante las reacciones de
polimerizacién, podria ser la causa de la reduccién de la copigmentacion. Sin embargo, las formas
copigmentables cedidas por la madera como acido caféico y acido p-cumarico, han ayudado a la
precursion de la copigmentacion intermolecular. En este aspecto, la copigmentacion seria el paso
preliminar hacia la formacién de verdaderos enlaces covalentes entre antocianos y copigmentos.
Destacando un dato importante en cuanto a la cata de vinos copigmentados en los que se produce una
disminucion del numero de formas libres y por tanto, las sensaciones de astringencia y amargor (Boulton,
R., 2001). Estos resultados han sugerido nuevas vias para lograr vinos con una mayor proporcién de
pigmentos estables, como el fomento de la hidrélisis de sus precursores durante las primeras fases de
envejecimiento de los vinos tintos.

11.9.3.Formacioén de piranoantocianos

Los estudios se han centrado en analizar e identificado una serie de pigmentos derivados de los
antocianos monomeros que se caracterizan por poseer un anillo de pirano adicional que esta fusionado
con el esqueleto flavonoideo del catidn flavilium del antociano original. Estos nuevos pigmentos han sido
denominados piranoantocianos, y su formacién ha constituido una via adicional y bastante general, a la
clasica formacién de pigmentos poliméricos entre antocianos y taninos, en el proceso de estabilizacion
del color durante el envejecimiento de los vinos tintos.

85



Antecedentes

Para la formacién de un piranoantociano, se necesita que un antociano mondmero reaccione con una
sustancia que contenga un doble enlace polarizado. Es decir, con las partes electrofilicas del cation
flavilium activas; para formar nuevos pigmentos estables. Un anillo pirano adicional formado entre el
hidroxilo adjunto del enlace C5 y el C4 de la antocianina original, da lugar a una piranoantocianina (figura
23). El nucledfilo de esta reaccién debe tener un doble enlace polarizable, que se activa por un grupo
donante de electrones. Por ejemplo, los acidos p-hidroxicindmicos de las uvas reaccionan con los
antocianos de las mismas (Schwarz, M. et al. 2003 b, c), dando lugar a la serie hidroxifenil-
piranoantocianina (también denominados aductos del vinilfenol o vinilcatecol, este ultimo también llamado
pinotin A), que se obtuvo inicialmente a partir de los correspondientes vinil-derivados (Fulcrand, H. et al.,
1996b, Sarni, P. et al., 1996). Otra clase de compuestos enoldgicos reactantes tienen en su composicion
el doble enlace, como acetaldehido, piruvato y otros metabolitos de las levaduras; que forman pigmentos
de tipo piranoantocianinas (Fulcrand, H. et al., 1998, Benabdeljalil, C. et al. 2000, Mateus, N. et al. 2001),
méas comunmente conocidos como vitisin A y vitisin B (Bakker, J. et al., 1997b, Revilla, I. et al., 1999b,
Romero, C. et al. 2000a, Schwarz, M. et al., 2003c). La vitisin A procede de la reaccion del 3-
monoglucésido de malvidina con el acido pirdvico, a través de la forma endlica de este Ultimo (doble
enlace polarizado), y posterior descarboxilacién (Fulcrand, H. et al 1996b).

Estructuras mas complejas, tales como flavavanilpiranoantocianinas se han detectado en los vinos
(Francia, M. et al. 1997, Mateus, N. et al. 2002). Su formacién requiere un flavanol, una antocianina, y
acetaldehido. Dos vias de reaccion se han propuesto (Atanasova, V., 2004). Una seria la reaccion de los
flavanoles con una piranoantocianina previamente formada a partir de acetaldehido y antocianina. Y la
otra, un vinil-flavanol reacciona con antocianina. El vinil-flavanol resulta de la adhesion del dimero
formado por la mediacién del acetaldehido; por condensacién de una antocianina y un flavanol (Fulcrand,
H. et al., 2006).

Metabolitos de las levaduras Ri: acetaldehido (H), piruvato (COOH). Constituyentes del vino Rz: vinil-fenol (H),
acido caféico (COOH), flavanol (H). Rs: H, a. caféico, . p-cumarico, a. acético.

Figura 23: Estructura de las piranoantocianinas (Fulcrand, H. et al., 2006)
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111.9.3.1. Factores influyentes en la formacion de piranoantocianos

Los piranoantocianoscianidines formados depende claramente de la variedad de uva (Pozo, M. et al.
2004, Schwarz, R. et al. 2004) y las condiciones de elaboracion del vino; como la cepa de levadura
empleada (Romero, C. et al., 2000b, Morata, A. et al., 2003), capaz de formar metabolitos secundarios
como acetaldehido o el anién carboxilado del acido pirGvico. Aunque hay estudios que definen que la
formacion de piranoantocianos derivados de los &cidos hidroxicindmicos a través de los 4-vinilfenoles
formados por descarboxilacién, catalizada enzimaticamente por las levaduras, no son activas frente al
acido caféico (Schwarz, M., et al. 2003a) y no se podria dar la reaccién enzimatica de formacion. Lo que
estd bastante claro es que la variedad de uva y el proceso de elaboracion de los vinos tiene un peso
importante en la formacién de estos compuestos y asi lo abalan varios estudios realizados donde se ha
encontrado pinotina A, (Alberto, M.R. et al., 2001) en vinos de la variedad Pinot Noir y formado a partir del
acido caféico. En vinos tintos de la variedad garnacha, la formacién de piranoantocianos derivados de los
acidos hidroxicindmicos ocurre en dos etapas: (Rentzsch, M. et al., 2007) durante la fermentacion
alcoholica se forman pequefias cantidades de los piranoantocianos derivados de los acidos p-cumarico y
ferulico, por via enzimatica, que implicaria la hidrélisis de los precursores (&cidos cutarico y fertarico,
respectivamente) y la posterior descarboxilacién que originaria los muy reactivos 4-vinilfenoles; en una
segunda fase, fras la fermentacion malolactica y algunos meses de envejecimiento, se observa la
hidrélisis de los precursores de los acidos caféico, p-cumarico y ferulico (&cidos caftérico, cutarico y
fertarico, respectivamente) y la reaccion directa de éstos con los antocianos.

Los piranoantocianos se caracterizan por ser pigmentos antocianicos no decolorables por el bisulfito y
bastante estables ante variaciones de pH en un amplio rango, porque tienen bloqueada la posiciéon C-4
del anillo de pirano flavonoideo. Al contrario que los pigmentos poliméricos, que normalmente se
encuentran en un estado coloidal en el vino y tienen tendencia a precipitar, los piranoantocianos son
moléculas de un tamafio fijo y similar a la de los antocianos mondmeros de los que derivan y se
mantienen disueltos en el vino, por lo que tendran poca tendencia a perderse en la precipitacién de
materia colorante de los vinos tintos envejecidos, o a quedarse retenidos en los filtros que se emplean en
|a filtracion de los vinos.

Otra caracteristica interesante de los piranoantocianos es que poseen un cromoforo distinto al de los
antocianos monomeros, con distintas propiedades. Mientras los antocianos mondmeros son unos
pigmentos de color rojo (méximo de absorcion a 520 nm para el 3-monoglucésido de malvidina, en medio
acuoso a pH 1,5), los piranoantocianos lo son de color rojo-anaranjado (méximos de absorcion sobre 498
- 512 nm en medio acuoso a pH < 2), la misma tonalidad de color que suelen mostrar los vinos tintos
envejecidos. Ademas, mientras los antocianos mondmeros son unos pigmentos que poseen unos
croméforos potentes (el coeficiente de absorcion molar a 520 nm para el 3-monoglucésido de malvidina, a
pH 1,5, es de 27000 L g-1 cm-1) y que incrementan su intensidad colorante al formar complejos de
copigmentacion, los piranoantocianos poseen unos cromoéforos mas débiles, con unos valores de
coeficientes de absorcion molar a 520 nm, a pH 1,5, del orden menos de la mitad de los correspondientes
a los antocianos mondémeros de los que derivan (Hakansson, E., et al., 2003). Por tanto para
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concentraciones molares iguales, los piranoantocianos otorgan menor intensidad colorante y una
tonalidad roja més anaranjada que los correspondientes antocianos monémeros, aunque con efectos
sobre el color estabilizadores. Se conoce una piranoantocianina azul como pigmento, con un croméforo
mas grande (Mateus, N. et al. 2003). Ademas la alta estabilidad de las piranoantocianinas ha provocado
un creciente interés en el estudio enoldgico en su objetivo de lograr la estabilizacién del color en los
vinos.

l1.10. MEDIDA DEL OXIGENO DISUELTO EN VINOS

Las primeras mediciones del oxigeno disuelto en un vino fueron realizadas por Ribéreau-Gayon, J.
(1933), con un método quimico basado en la evaluacion del sulfato formado por la oxidacion del
hidrosulfito de sodio. En 1956, Leland Clark desarroll6 el sistema que lleva su nombre, la membrana de
Clark. Se trata de un sistema amperométrico consistente en una célula de dos electrodos, catodo y
anodo; los cuales estan unidos por el electrolito y separados de la muestra por una membrana
permeable. Los electrodos son habitualmente plomo (dnodo) y oro (catodo) y el electrolito una solucién de
KOH. Cuando el oxigeno atraviesa la membrana y entra en contacto con el catodo, éste se despolariza y
se consumen los electrones, reduciendo el oxigeno electroquimicamente a iones hidroxilo. El anodo a su
vez reacciona con el producto de despolarizacion. De este modo se genera una corriente directamente
proporcional a la cantidad de oxigeno reducida en el catodo. La reduccidn del oxigeno se lleva a cabo
entre 400 y 1200mV para ayudar a la celda a polarizarse (Thomas, O. et al., 2004). Desde entonces la
utilizacién de sondas polarograficas para el analisis del oxigeno disuelto en liquidos se ha ido
extendiendo a causa de su facilidad de uso.

Gilbert, T. W. et al.,(1982) basaron la medida del oxigeno disuelto en la formacién de sustancias
coloreadas medidas por espectrofotometria (como el carmin indigo), consiguiendo analizar muestras con
rangos de concentracion de oxigeno disuelto de 0,2 a 2,0 mg/L. De igual forma, White, A. F. et al. (1990),
utilizaron como sustancia la Rodezina-D™, que tiene la propiedad de reaccionar con el oxigeno disuelto y
formar un compuesto oxidado caracteristico por su color rojo-azul, siendo su intensidad de color
proporcional a la concentracion de oxigeno y cuantificdndolo a partir del porcentaje de absorbancia
medida a una longitud de onda de 555 nm. Sin embargo este sistema se ve afectado por el color o la
turbidez de un vino provocando desviaciones importantes.

Las tecnologias actuales de medicion del oxigeno disuelto se basan en la luminiscencia. Se basan en la
medida del oxigeno, en la intensidad y la disminucion de la radiacion luminiscente a lo largo del tiempo
que el propio oxigeno es capaz de provocar en el material que forma la sonda (capaz de emitir
luminiscencia). El oxigeno por si s6lo no tiene propiedades luminiscentes, pero puede modificar el efecto
de la fluorescencia de otros compuestos sensibles al oxigeno reduciendo entonces la fluorescencia en
intensidad y duracién (Trygve, G., 2004). Los equipos existentes presentan diferentes opciones de
medidas, desde la variacion en la intensidad luminiscente provocada por el propio oxigeno presente en el
medio, hasta la medida del tiempo que tarda en desaparecer la radiacién luminiscente. Estos sistemas
permiten la medida directamente en depésito o barricas (con sondas sumergibles) o en botella,
mangueras...(con sensores), permitiendo asi obtener valores reales del oxigeno disuelto en el vino en
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cada momento de su produccion (Nevares, |. et al., 2010). Ademas, los sistemas de medida del oxigeno
disuelto que demanda actualmente la industria enoldgica son equipos de gran precision, con capacidad
de aportar mediciones fiables a niveles de pg/L, de facil manejo y adaptados a las condiciones en
bodega. También se cuenta con trabajos centrados en evaluar las ventajas e inconvenientes de emplear
los distintos sistemas de medida para el control del oxigeno disuelto en los vinos, medida que se ve
directamente afectada el grado alcohdlico y los azlcares presentes en la muestra.

Por todo ello, se evidencia la importancia de determinar la cantidad de oxigeno aportado a los vinos y la
gran importancia en la evolucién del oxigeno disuelto de los mismos; de ahi que la medida del oxigeno
bajo equipos de alta sensibilidad, precision y en continuo sea primordial. La mayoria de los trabajos han
analizado los efectos en las propiedades de los vinos de la aplicacién de oxigeno en los vinos, sin evaluar
ni el oxigeno real dosificado ni el oxigeno consumido por el vino (Cano, M. et al., 2007; Pérez, S. et al.,
2009, Canas, S. et al., 2009; Ortega, M. et al., 2010; Cejudo, M. J. et al., 2011a, b; Pizarro, C. et al,,
2013). Unicamente se cuenta con los trabajos realizados por UVaMOX (Nevares, |. et al., 2008 y 2009,
Del Alamo, M. et al., 2010) en los que se evallia el oxigeno consumido por el vino. Concretamente se
realizaron trabajos para simular el envejecimiento de vinos en barricas con productos alternativos y
microoxigenacidn, manteniendo en los vinos niveles de oxigeno disuelto semejantes a los encontrados en
las barricas (unos 20 ug/L). Se demostré que cada tipo de madera requiere una dosificacién diferente
para mantener en el vino los niveles de oxigeno disuelto semejantes a los presentes en los vinos
envejecidos en barricas (20 ug/L). El estudio se realizd empleando astillas y tablones de diferentes
maderas en una dosis que reproduzca las condiciones de barrica. Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto que cuando se envejece con trozos de madera mas grandes (tablones) el vino consume méas
oxigeno que cuando se trata con astillas y que el vino tratado con roble francés (Q. petraea) consume
mas oxigeno que cuando lo hace con roble americano (Q. alba) o roble espafiol (Q. pyrenaica). Por lo
tanto, la dosis de oxigeno necesaria para mantener en 20 ug/L el nivel de oxigeno disuelto en un vino
tinto sera de 2.13 mL/L.mes con el empleo de astillas de roble francés, 1.23 mL/L.mes con astillas de
roble americano, 0.5 mL/L.mes con astillas de roble espafiol mientras que si se usas tablones sera
necesario dosificar 3.3 mL/L.mes si son de roble francés, 2.45 mL/L.mes de roble americano y 1.34
mL/L.mes si se emplean tablones de roble espafiol. Es decir, que cuando se emplean tablones la dosis de
oxigeno que debe ser superior a cuando se emplean astillas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. VINOS ESTUDIADOS

Se seleccionaron vinos elaborados a partir de uvas de Vitis vinifera de las variedades Tinto del Pais (D.O.
Cigales) y Tinta de Toro (D.O. Toro). Se trabajo con vino de distintas afiadas y zonas geograficas a fin de
evaluar la evolucién y modificacion de cada vino tinto (los aspectos claves para esta tesis) a lo largo del
proceso de envejecimiento, de manera que permitiera estudiar la influencia de la variedad y geografia
diferente, dentro de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn. Los vinos fueron elaborados por
bodegas de cada Denominacién aportando a los mismos las caracteristicas de procesado de vinificacion
tradicional en tinto de cada zona. Una vez concluidas las dos fermentaciones (alcoholica y malolactica)
los vinos se analizaron para determinar los parametros basicos de partida del proceso de envejecimiento.
A partir de esa fecha y para cada sistema estudiado, los vinos se envejecieron en la sala de crianza de la
ETS de Ingenierias Agrarias de la Universidad de Valladolid, bajo condiciones controladas de humedad y
temperatura. Se establecieron programas de analisis para cada vino con una periodicidad de entre 30 a
60 dias durante la estancia en contacto con madera o dep6sito y con menor frecuencia tras su
embotellado.

Vino tinto de la variedad Tinto del Pais. El vino se ha adquirido de la bodega La Legua S.L. (Fuensaldafia,
Valladolid) acogida a la Denominacién de Origen Cigales y se han empleado los materiales necesarios
durante el desarrollo del envejecimiento mediante el sistema tradicional en barricas y en depdsitos de
acero inoxidable en contacto con distintos trozos de madera de roble americano, francés y hungaro (tabla
5).

Vino tinto de la variedad Tinta de Toro. El vino se ha adquirido de la bodega Vifia Bajoz (Morales de Toro,
Zamora) acogida a la Denominacion de Origen Toro, y se han empleado los materiales necesarios
durante el desarrollo del envejecimiento mediante el sistema tradicional en barricas y en depdsitos de
acero inoxidable en contacto con distintos trozos de madera de roble americano con distintos niveles de
tostado (tabla 6).
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Tabla 4: Parametros enolégicos basicos del vino Tinto del Pais de la DO Cigales y del DO Toro para el estudio de
su comportamiento durante el proceso de envejecimiento (T0)

Parametro Vino inicial Cigales Vino inicial Toro
pH 3,69 3,37
Acidez total (g/L) 4,6 55
Anhidrido sulfuroso libre y total (mg/L) 30y 66 32
Azucares (glucosa + fructosa) (g/L) 1,2 1,3
Grado alcohdlico (% viv) 13,4 13,7
Acidez volatil (g/L) 0,52 0,45
Acido malico (g/L) 0,1 0,1
Acido tartarico (g/L) 1,8 2,0
Potasio (mg/L) 1120 1190
indice de polifenoles totales (IPT) 63 88
Antocianos totales (mg/L) 423 807
Extracto seco (g/L) 284 30,4
Glicerol (g/L) 9 8,6
Densidad relativa 0,9936 0,9937

IV.2. DISENO DE LOS EXPERIMENTOS DE ENVEJECIMIENTO

Envejecimiento del vino de la DO Cigales. El mismo vino fue tratado en un total de 18 recipientes con
madera durante 12 meses y durante los posteriores 14 meses en botella (figura 24):

e 3 barricas de roble de 225 L de distintos origenes (1 x americano, 1 x francés y 1 x hungaro).

e 3 barricas de roble de 300 L de distintos origenes (1 x americano, 1 x francés y 1 x hungaro).

o 12 depdsitos de acero inoxidable de 100L a los que se les afiadieron astillas o tablones de la misma
madera que la de las barricas hasta alcanzar idéntica relacion superficie/volumen. Teniendo en
cuenta que la superficie de la barrica de 225L es 2,01 m?2y de la de 300L es 2,73 m2, se han afiadido
0,89 m2y 0,91 m2 de astillas y tablones para imitar la superficie de contacto del vino con la madera
de las barricas de 225 L y de 300 L. Para ello se cubicaron cada uno de los tablones y se midi6 la
superficie de las astillas.

o 1 depo6sito de acero inoxidable de 100 L, denominado control.

También se ha contado con un depdsito pulmén con el mismo vino que ha ayudado a lo largo de la
estancia en madera a mantener las barricas completamente llenas. Los depésitos contaban con sistema
siempre-lleno que permitié evitar el contacto del vino con el oxigeno. Las barricas de roble fueron
adquiridas a la toneleria Magrefian, asi como los tablones de madera de dimensiones 7 cm x 45 cm x 2,5
cm (ancho x alto x espesor) y las astillas de tamafio variable comprendido entre 7 y 20 mm. Las
caracteristicas de los robles usados para la fabricacién de las barricas, los tablones y las astillas fueron
las siguientes:
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Tabla 5: Descripcidn de las caracteristicas de las maderas de barricas, tablones y astillas para el

envejecimiento del vino de la D.O. Cigales

Depésito  Origen  Madera Sistema de envejecimiento
DO no 0 control

B1 Americano  Barrica Barrica 225L
B2 Francés  Barrica Barrica 225L
B3 Hlingaro  Barrica Barrica 225L
B4 Americano  Barrica Barrica 300L
B5 Francés  Barrica Barrica 300L
B6 Hingaro  Barrica Barrica 300L
D7 Americano  0.89 m? Astillas
D8 Francés  0.89 m? Astillas
D9 Hingaro  0.89 m? Astillas
D10 Americano  0.91 m? Astillas
D11 Francés  0.91 m2 Astillas
D12 Hingaro  0.91 m? Astillas
D13 Americano  0.89 m? Tablones
D14 Francés  0.89 m? Tablones
D15 Hingaro  0.89 m? Tablones
D16 Americano  0.91 m? Tablones
D17 Francés  0.91 m2 Tablones
D18 Hingaro  0.91 m? Tablones

El tiempo de envejecimiento ha sido de 12 meses en barrica y de 14 meses en botella, muestreandose
cada 60 dias en el periodo de envejecimiento en madera y aproximadamente cada 90 dias durante el
periodo de botella. Se han realizado un total de 11 muestreos de cada sistema por duplicado.
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Figura 24: Vista general del montaje de los sistemas de envejecimiento del vino D.O. Cigales en la sala de barricas de la E.T.S.
ingenierias Agrarias de Palencia (Universidad de Valladolid)

Envejecimiento del vino de la DO Toro. El mismo vino tinto fue tratado en un total de 15 recipientes

(figura 25):

e 6 barricas de 225 L de madera de roble francés (Q. petraea) y diferente grado de tostado: ligero (2
unidades), medio (2 unidades) y fuerte (2 unidades) de la toneleria Doreau.

e 9 depdsitos de acero inoxidable de 210L y una altura de 2m que asegura la correcta disolucion del
oxigeno dosificado. Se emplearon astillas de la misma madera que la de las barricas hasta alcanzar
idéntica relacion superficie/volumen 2,01 m2 y asi imitar la superficie de contacto del vino con la
madera de las barricas de 225 L.

o 1 depdsito de acero inoxidable de 100 L, denominado control.

Tanto las barricas como las astillas se han fabricado con roble de origen Francés (Q. petraea (Allier)
suministradas por OenoAZ3 (Guiplzcoa). Los distintos niveles de tostado de las astillas se han obtenido
con la mezcla de 4 tipos: astillas de madera fresca (BF, cuyo tratamiento ha sido el secado natural),
astillas de secado simple (SCA), astillas a las que se le ha aplicado un tostado fuerte a 180 °C (DC 180) y
finalmente astillas con aplicacion sobre ellas de un tostado fuerte plus a 210 °C (DC210).

La tabla 6 presenta un resumen de las caracteristicas de cada sistema de envejecimiento ensayado. El
tiempo de envejecimiento ha sido de 6 meses en barrica y de 22 meses en botella, muestreandose cada
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30 dias en el periodo de envejecimiento en madera. Se han realizado un total de 9 muestreos en cada
sistema por duplicado.

Tabla 6: Descripcion de los tostados de las astillas empleadas en el envejecimiento del vino D.O. Toro

Depésito Tostado Mezcla Tipo de envejecimiento Recipiente
DO no no control Depésito

D1 Ligero 2 g/L BF +2g/L SCA Astillas-MOX 1 Deposito + MOX
D2 Ligero 3 ¢g/LBF Astillas-MOX 2 Depésito + MOX
D3 Medio 2 g/L BF +2g/L DC180 Astillas-MOX 1 Depésito + MOX
D4 Medio 3 ¢g/L DC180 Astillas-MOX 2 Depésito + MOX
D5 Fuerte  2g/L BF +2g/L DC210 Astillas-MOX 1 Depésito + MOX
D6 Fuerte 3 g/L DC210 Astillas-MOX 2 Deposito + MOX
D7 Ligero 2 g/L BF +2 g/L SCA alos 45 dias Astillas-MOX 3 Deposito + MOX
D8 Medio 2 g/L BF + 2 g/L DC180 a los 45 dias Astillas-MOX 3 Deposito + MOX
D9 Fuerte 2 g/L BF +2 g/L DC210 a los 45 dias Astillas-MOX 3 Deposito + MOX
D10-D11 Ligero  Ligero Barrica Barrica
D12-D13 Medio  Medio Barrica Barrica
D14-D15  Fuerte  Fuerte Barrica Barrica

Figura 25: Vista general del montaje de los sistemas de envejecimiento del vino D.O. Toro en la sala de barricas de la E.T.S.
ingenierias Agrarias de Palencia (Universidad de Valladolid)
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IV.3. GESTION Y CONTROL DE LA MICROOXIGENACION DE LOS VINOS

El tratamiento de microoxigenacion se efectud para el vino variedad Tinta de Toro. Se ha optado por la
realizacion de este tratamiento a lo largo del proceso de envejecimiento del vino ya que en el estudio
realizado para el vino variedad Tinto del Pais se observé una elevada astringencia en los vinos que
permanecian en deposito frente a aquellos vinos que evolucionaron en barrica. Como se ha indicado,
para la aplicacion de la microoxigenacion se empled un Microoxigenador Ducounau-Laplace, de la marca
OENODEYV (figura 26). El equipo gestiona el aporte de oxigeno disuelto en concentraciones de mg/L a los
recipientes de forma independiente por medio de cabezales provistos de difusores. A partir de una
dosificacion programable, el oxigeno circula (desde una bombona en la que se encuentra a una presion
de 6 bares, a través de tubos de poliamida de 4 mm de diametro) hasta el difusor que se encuentra
inmerso en el vino. Este difusor se compone de una ceramica protegida por un cuerpo de acero
inoxidable.

La cantidad de oxigeno aportada se fij6 en funcién de las caracteristicas del vino inicial, de los valores de
oxigeno disuelto medido con un equipo LDO HQ10 de la marca HACH® con resolucion 0,01 mg/L. Estas
medidas han permitido mantener las dosis de oxigeno en todos los vinos envejecidos en los distintos
sistemas, entre 0,01 a 0,1 ml/L.mes de acuerdo a las necesidades.

Se control6 la temperatura y humedad relativa en las muestras de vino mediante un termémetro de bulbo
humedo y un termémetro de bulbo seco, graduados ambos de 0 a 60 °C QUIMILID, manteniendo
mediante equipo refrigerador automatico la temperatura de 15 + 1 °C y la humedad de 85 + 5 % durante
el tratamiento.

Figura 26: Microoxigenador empleado en el envejecimiento del vino D.O. Toro

Los vinos tras su permanencia en contacto con la madera (en barricas o0 en depositos) fueron
embotellados en botellas de cristal verde de 750 mL y taponadas con corcho natural suministrado por
Rich Xiberta.
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IV.4. ANALISIS QUIMICOS DE LOS VINOS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

El estudio analitico se centrd en los parametros enologicos basicos, la familia y naturaleza de compuestos
fendlicos, los pardmetros cromaticos, la edad quimica y copigmentacién asi como los compuestos
fendlicos de bajo peso molecular y los antocianos monomeros y sus derivados acilados de los vinos tintos
envejecidos.

IV.4.1. Determinacion de los parametros enoldgicos basicos

Los parametros determinados y los métodos analiticos empleados para el analisis basico de los vinos
fueron los que se describen en el cuadro siguiente, y fueron realizados por el laboratorio del Instituto
Tecnoldgico Agrario acreditado (Norma UNE-EN ISO/IEC 17025) de la Estacién Enoldgica de Castilla y
Leon.

Tabla 7: Parametros basicos y métodos analiticos empleados en el anélisis de los vinos.

Parametro Método analitico
pH método CE (Reglamento n°® 2676/90)
Acidez total (g/L) método CE (Reglamento n°® 2676/90)
Anhidrido sulfuroso libre y total (mg/L)  método iodométrico automatizado
Az(cares (glucosatfructosa) (g/L) método enzimatico (Novakit)
Grado alcohdlico (% viv) método CE (Reglamento n°® 2676/90)
Acidez volatil (g/L) método enzimatico (Chema-ltalia)
Acido malico (g/L) método enzimatico (Boehringer-Mannheim)
Acido tartarico (g/L) método colorimétrico
Potasio (mg/L) método CE (Reglamento n°® 2676/90)
indice de polifenoles totales (IPT) D.O. 280 nm en cubeta de 1 cm (vino diluido 1/100)
Antocianos totales (mg/L) Método ultravioleta-visible
Extracto seco (g/L) Método densimétrico
Glicerol (g/L) Método enzimatico
Densidad relativa PNT1-09 Densimetria electronica

IV.4.2. Determinacion de los compuestos fendlicos

Se determinaron los polifenoles totales (PT como mg/L de &cido galico) (Rossi, J.A. et al., 1965), los
polifenoles poco polimerizados (PPP como mg/L de acido galico) usando el método descrito por
Masquelier, J. et al. (1961) y los polifenoles muy polimerizados (PMP como mg/L de acido gélico),
catequinas (CAT mg/L de d-catequina), y taninos condensados (TAN como mg/L de cianidina) segun lo
establecido por Ribéreau-Gayon, P. et al. (1998), y modificado por Glories, Y. (1984b). Los métodos
analiticos estan basados en la espectrofotometria UV-Vis, y los resultados finales se obtuvieron
directamente como indice de absorbancia-densidad dptica, o se expresaron en mg/L del compuesto
mayoritario de la familia fendlica correspondiente. Se cuantificd a través de una recta de calibrado o a
través del coeficiente de extincion molar del compuesto.
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Las muestras fueron previamente centrifugadas durante 20 minutos a 2500 rpm.

Los equipos de fotometria empleados para llevar a cabo las pruebas analiticas han sido:
- Espectrofotometro GENESYS.
- Espectrofotometro SAFAS-MONACO UV-visible, con espectro de longitudes de onda entre 215y
620 nm. Los resultados obtenidos a partir de este equipo permiten ser procesados a través del
software para PC.

IV.4.2.1. Fenoles totales

La determinacion de los fenoles totales se realiz6 siguiendo el método de Folin-Ciocalteu (Rossi, J. A. et
al., 1965) que se basa en la propiedad de oxidacion de los grupos hidroxilos de los compuestos fenélicos
del vino en medio basico y presencia del reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de los &cidos
fosfowolframico (HsPW12040) y fosfomolibdico (HsPM012040)) dando lugar a una mezcla de oxido de
wolframio (W3053) y dxido de molibdeno (MosO2s), de coloracion azul. Esa coloracion presenta un maximo
de absorcién entre 725 y 760 nm y es directamente proporcional a la concentracion de compuestos
fendlicos en el vino. La lectura de absorbancia se realizd a 750 nm y su valor se transformé en mg/L de
acido galico a través de una recta de calibrado.

Reactivos:
- Reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac).
- Solucién de carbonato sédico anhidro (Na2 CO3) 75 g/L (Panreac).
- Patrén de &cido galico (Sigma) disuelto en etanol al 12 % (SCHARLAU) ayudando a la disolucién
con un equipo de ultrasonidos.
- Agua destilada.

Procedimiento: Se disponen dos matraces aforados de 25 ml en los que se afiaden en uno de ellos 0,2 ml
de vino y el segundo se usa de testigo con 0,2 ml de agua destilada, 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu
y 10 ml de NaxC0s3 (75 g/L), enrasando finalmente con agua destilada. Al cabo de 1 hora se mide la
absorbancia de la muestra frente al blanco a 750 nm (A = A muestra — A blanco) en cubetas de plastico
de 1 cm de longitud de camino 6ptico.

Cuantificacién: La medida de la absorbancia a 750 nm se interpola en una recta de calibrado para obtener
la concentracion de polifenoles totales expresada en mg/L de &cido galico, a partir de disoluciones patrén
muy concentradas de acido galico (2500 mg/L), y de ella se realizan varias disoluciones
(aproximadamente 7) de distinta concentracion que vayan de 0 a 2500 mg/L, por dilucion con etanol al 12
% viv. Esta recta de calibrado se emplea para determinacion de polifenoles totales y polifenoles poco
polimerizados. La lectura de absorbancia se transforma en mg/L de acido galico mediante una recta de
calibrado que se ha empleado para determinacion de polifenoles totales y polifenoles poco polimerizados
(gréfica 1).

(75mm) —0,0488

0,0007

PT (mg/L &cido galico) = A Coeficiente de correlacion r = 0,9958
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Grafica 1: Recta de calibrado empleada en la determinacion de fenoles totales y poco polimerizados

IV4.22.  Polifenoles poco y muy polimerizados

Se siguié el método descrito por Masquelier, J. et al. (1965), basado en el fraccionamiento de los
compuestos fendlicos segun su grado de polimerizacién. Se basa en la saturacion con sal (NaCl) que
provoca una disminucion de la solubilidad de los fenoles muy polimerizados, por el aumento de la
concentracion iénica, causando su precipitacidn y eliminacién por centrifugacion.

Reactivos:
- Reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac).
- Solucién de carbonato sodico anhidro (Na; CO3) 75 g/L (Panreac).
- Patrén de 4cido gélico (Sigma) disuelto en etanol al 12 % (SCHARLAU) ayudando a la disolucién
con un equipo de ultrasonidos.
- Agua destilada.

Procedimiento: Se toman 15 ml de vino y se saturan con NaCl. Se centrifuga a 2500 rpm durante 20
minutos y se separa el sobrenadante del residuo. A continuacion se afiade al residuo 15 ml de disolucién
saturada de NaCl y se vuelve a centrifugar a 2500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante resultante se
junta con el anterior y se determinan los polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu, dando el
valor de los polifenoles poco polimerizados, considerando que los que permanecen en el sobrenadante
son los polifenoles que no han precipitado con el exceso de sal.

e PASO 1: Tubo de centrifuga + NaCl = residuo 1 + sobrenadante 1 (muestra-vino)

e PASO 2: Tubo de centrifuga + NaCl = residuo 2 + sobrenadante 2 (residuo 1)

e PASO 3: Sobrenadante 1 + Sobrenadante 2 - Método Folin Ciocalteau

Cuantificacién: El sobrenadante obtenido se analiza siguiendo el método de Folin-Ciocalteau. Si al valor
obtenido se resta el dato obtenido como polifenoles totales se obtiene el valor de los polifenoles muy
polimerizados.

PPP (mgl dcido galico) = AUznm) —0,0488
0,0007

PMP (mg/L &cido galico) = PT - PPP
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IV4.23. Catequinas

Para la determinacion de este grupo de compuestos se empled el método descrito por Swain, T. et al.
(1959) que se fundamenta en la capacidad de condensacién de las catequinas con compuestos
carbonilicos en medio acido. El reactivo empleado fue vanillina, un aldehido relativamente estable a altas
concentraciones de &cido clorhidrico o acido sulfarico. El cation carbonilo de la vanillina ataca a las
posiciones electrofilicas C6 y C8 del anillo B de la catequina, dando lugar a una estructura croméfora de
color rosa, con un maximo de absorcion a 500 nm. La presencia de grupos carbonilo u oxanio en el anillo
A lo desactiva, lo que impide la reaccion de la vanillina con los acidos fendlicos, antocianos y flavonas, de
esta forma la condensacion se produce solamente con flavan-3-oles y flavan-3,4-dioles (catequinas y
leucoantocianos).

Reactivos:
- Solucién de &cido clorhidrico (HCI) al 70 %. Preparado a partir de HCI al 37 % (PANREAC).
- Solucién de reactivo de vanillina al 1 % p/v en HCl al 70 % (MERCK).
- Patrén de D-catequina (Sigma-Aldrich).
- Agua destilada.

Procedimiento: En tres tubos de ensayo aforados de 10 ml denominados A, B, y C, se disponen
respectivamente:

Tubo A (muestra): 0,1 ml de vino, 2 ml de reactivo de vanillina y se enrasa a 10 ml con HCl al 70 %

Tubo B (muestra): 0,1 ml muestra y se enrasa a 10 ml con HCl al 70 %.

Tubo C (blanco): 2 ml de reactivo vanillina y se enrasa a 10 ml con HCI al 70 %

Transcurridos 25 minutos, se mide la absorbancia de la disolucién del tubo denominado A y del tubo
denominado B, frente a la del tubo C (blanco), a una longitud de onda de 500 nm en una cubeta de
cuarzo de 1 cm de longitud de camino dptico.

Cuantificacién: La medida de absorbancia a 500 nm de la diferencia entre A y B, frente al C se interpola
en una recta de calibrado para obtener la concentracion de catequinas expresada en mg/L de D-
catequina (grafica 2). Para la obtencion de la recta de calibrado se prepara una solucién patrén muy
concentrada de D-Catequina (3000 mg/L) que se disuelve en etanol al 12 % y a partir de éste se realizan
sucesivos patrones de concentraciones comprendidas entre 150 y 2400 mg/L. Se aplica a todos ellos el
método descrito y se obtienen los valores de absorbancia para las distintas concentraciones de D-
Catequina, ajustando los resultados a una recta:

s0mm) — 0,0259

CAT. (mgi) = Al o

Coeficiente de correlacion r = 0,999
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Grafica 2: Recta de calibrado empleada en la determinacion de catequinas.

IV4.24. Taninos condensados o proantocianidinas

Se siguid el procedimiento descrito por Bate-Smith, C. (1981), basado en la transformacion de las
proantocianidinas en antocianidinas, ya que en medio &cido y caliente, se rompen, y liberan un
carbocation reactivo, que por oxidacién da una antocianidina, la cianidina principalmente, por lo que el
resultado se expresa en mg/L de cianidina.

Reactivos:
- Solucién clorhidrico (HCI) al 37 % (Panreac).
- Solucién de etanol 96 % v/v (Scharlau).
- Agua destilada.

Procedimiento: En un matraz aforado de 50 ml se prepara una dilucion 1:50 de la muestra de vino tinto.
Se dispone de 2 tubos que se preparan de la siguiente manera:

Tubo A (muestra): 4 ml de muestra diluida 1:50, 2 ml de agua destilada y 6 ml de HCL al 37 %

Tubo B (blanco): 4 ml de muestra diluida 1:50, 2 ml de agua destilada y 6 ml de HCL al 37 %

Los tubos Ay B se tapan y protegen de la luz. A continuacién, el tubo A se pone al bafio maria a 90 °C
durante 30 minutos, mientras que el tubo B se deja a temperatura ambiente. Al cabo de 30 minutos de
ebullicion se saca el tubo A del bafio y se deja enfriar en la oscuridad. Posteriormente se afiade 1 ml de
etanol a los tubos A 'y B para estabilizar y resaltar el color.

En 1978, Glories puso a punto dos métodos de célculo de la concentracion de taninos en los vinos
siguiendo método analitico similar, pero modificando la forma de cuantificacion. Esa modificacion en el
sistema de cuantificacion ha sido la seguida para esta cuantificacion.

Cuantificacién: EI método de cuantificacion descrito por Glories, Y. (1978) se basa en la medida de la
absorbancia de los tubos A y B a tres longitudes de onda: 470, 520 y 570 nm, eligiendo aquella que
presente el valor menor al restar las absorbencias entre el tubo A y el tubo B de las tres longitudes de
onda. AAbs sy medido

AADbs 52 = 1,1 x AAbs 470

AADs 520 = 1,54 x AAbS 57
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A fin de unificar los resultados a lo largo del proceso evolutivo del mismo vino y tras varios muestreos, se
ha observado de manera generalizada (> 80 % de los casos) que la diferencia de medida menor se
produce cuando se comparan ambos tubos a una longitud de onda de 470 nm. Por ello, se ha
considerado 470 nm como Unica longitud de onda a medir. Se mide, por tanto, la absorbancia de los
tubos A 'y B a una longitud de onda de 470 nm en cubetas de cuarzo de 1cm de camino Optico. Por
comparacién con una solucion de procianidinas provenientes de las pepitas de las uvas, se obtiene la
concentracion de taninos por la relacién:

TAN. (g/L) = 15,7 x 1,1 x Abs 470 (A-B)

IV.4.3. Indicadores de la naturaleza de los antocianos y taninos

La caracteristica fundamental del analisis de los compuestos fendlicos bajo el parametro de indicador se
basa en la diferencia de medida, antes y después de la precipitacién, provocada por un agente
precipitante, de las sustancias a determinar (Blouin, J. et al., 2000), obteniendo de esta manera un valor
en términos relativos. Con estos parametros se analizaran algunos aspectos de gran importancia para el
color del vino tinto debidos a los pigmentos antocianicos y se veran también aspectos relacionados con la
estructura de los pigmentos tanicos. Los indices de ionizacion, HCI (&cido clorhidrico), gelatina y etanol se
determinaron siguiendo el método establecido por Somers, C. et al. (1974) y Glories, Y. (1978) y
posteriormente descrito por Ribéreau-Gayon, P. et al. (1998). Siendo el indice de ionizacién el encargado
de determinar el porcentaje de antocianos libres y combinados que contribuyen al color del vino, el indice
de HCl representa el porcentaje de taninos con un alto grado de polimerizacion, el indice de gelatina mide
el porcentaje de taninos que reaccionan con las proteinas y contribuyen a la astringencia del vino y el
indice de etanol representa el porcentaje de taninos combinados con polisacaridos.

IV.4.3.1. indice de lonizacion

El indice de ionizacion indica el porcentaje de antocianos que contribuyen al color del vino. Se basa en la
propiedad de las antocianinas de variar su color en funcién del pH y decolorarse mediante didxido de
azufre (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998). Se decolora el vino mediante un exceso de SO, por una parte a
pH del vino y por otra a pH 1, obteniendo el valor final por la relacién entre ambos.

Reactivos:
- Solucién de &cido clorhidrico (HCI) 0,1 N preparado a partir de HCI al 37 %.
- Solucién de NaHSO; al 7 % preparado a partir de NaHSO3 al 40 %.
- Agua destilada.

Procedimiento: En dos tubos de ensayo se dispone lo siguiente:

Tubo A: 5 ml de vino y 1 ml de agua destilada
Tubo B: 5 ml de vino y 1 ml de NaHSOs al 7 %
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Tanto el tubo A como el B se tapan y agitan. Tras 10 minutos se lee la absorbancia a 520 nm en cubetas
de vidrio de 1 mm de longitud de camino 6ptico. Se calcula Adp:

Adp = (Abs. A— Abs. B) * 12/ 20
Paralelamente se preparan otros dos tubos y se afiade lo siguiente:
Tubo C: 1 ml de vino, 7 ml de HCI 0,1 N y 2 ml de agua destilada
Tubo D: 1 ml de vino, 7 ml de HCI 0,1 Ny 2 ml de NaHSOs al 7 %
Tanto el tubo C como el tubo D se tapan y se agitan. Tras esperar 10 minutos, se mide la absorbancia de
ambos tubos a 520 nm, en cubeta de vidrio de 1 mm para el tubo C y se multiplica el resultado por 10
para corregir la medida, y en cubeta de vidrio de 1 cm para el tubo D. Se calcula Ady de la siguiente
manera:

Ady = (Abs. C — Abs. D) * 100/ 95

Cuantificacién: A partir de AdP y de Ady se calcula el indice de ionizacién como sigue:
indice de ionizacion = (AdB / Ady) * 100

IV.4.3.2. indice de Etanol

Se sigui6 el método descrito por Glories, Y. (1978), basado en la propiedad de precipitacién de los
taninos combinados con sales y polisacaridos en el vino cuando el medio presenta un exceso de etanal.
Su valor depende de la edad del vino y este indice debe intervenir para explicar algunas caracteristicas
organolépticas ligadas a la estructura o ligereza del vino (Blouin, J. et al., 2000), ya que las
combinaciones de los taninos y los polisacaridos dan a la degustacién sensaciones de cuerpo y
untuosidad muy buscadas en la degustacion de los vinos, motivo por el cual se caracteriza este indice.
Igualmente estas combinaciones favorecen el sabor del vino, pues producen una inactivacion de los
taninos frente a las proteinas y refuerzan el caracter del cuerpo (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998).

Reactivos: Etanol absoluto al 96 % (Panreac) y agua destilada.

Procedimiento: En dos tubos de ensayo se dispone lo siguiente:

Tubo A: 0,5 ml de vino y 4,5 ml de etanol al 96 %.
Se homogeniza y se deja reposar durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se centrifuga a
3500 r.p.m. durante 10 minutos. Posteriormente se procede a realizar una dilucion 1/10 del
sobrenadante con agua destilada y sobre la disolucion resultante se determina la absorbancia a
280 nm utilizando cubeta de cuarzo de 10 mm de camino 6ptico.

Tubo B: 0,25 mL de vino enrasando a 25 mL con agua destilada. (Dilucién 1/100)
Se mide la absorbancia a 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm de longitud de camino dptico.

Cuantificacién: El indice de etanol calcula el porcentaje de taninos que se han combinado con

polisacaridos, por la presencia de etanol en exceso en el medio. Calculado de la siguiente manera:
indice de etanol = (Abs. A — Abs. B) / Abs. A * 100
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IV.4.3.3. indice de Clorhidrico (HCI)

Se siguid el método decreto por Glories, Y. (1978), en el que se representa el estado de condensacion y
polimerizacién de los taninos (taninos muy condensados, taninos condensados, taninos polisacaridos y
taninos sales), basado en la inestabilidad de las procianidinas en medio acido fuerte. Este indice es
proporcional al grado de polimerizacién de los taninos, por lo que indica el porcentaje de taninos
presentes en el vino, con un alto grado de polimerizacion (Blouin, J. et al., 2000). La velocidad de
precipitacién esta condicionada por el grado de polimerizacion.

Reactivos: Acido clorhidrico (HCI) al 37 % (Scharlau) y agua destilada.

Procedimiento: Se prepara una muestra compuesta de: 2 ml de vino, 1 ml de agua destilada y 3 ml de
HCl al 37 %. A partir de ella se preparan dos tubos:

Tubo Ay: Se homogeniza y posteriormente se hace una dilucién 1/30 con agua destilada. Se realiza un
centrifugado a 3500 r.p.m. durante 10 minutos y se mide la absorbancia a 280 nm en cubeta de cuarzo de
10 mm de longitud de camino dptico frente a un blanco de agua destilada.

Tubo A7: Se homogeniza y se deja en reposo durante 7 horas a temperatura ambiente, posteriormente se
diluye 1:30 con agua destilada. Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 minutos y se mide la absorbancia
a 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm de longitud de camino dptico frente a un blanco de agua
destilada.

Cuantificacién: Se calcula posteriormente el indice de HCI como: indice de HCI = ((A7 — Ag) / A7) * 100

IV.4.3.4. indice de Gelatina

Se ha realizado siguiendo el método de Glories, Y. (1978). Se basa en las propiedades de los taninos de
reaccionar con las proteinas formando con ellas combinaciones estables. Los taninos condensados
presentes en el vino precipitan con la gelatina de manera homogénea y reproducible. Esta capacidad de
reaccion de los taninos del vino con las proteinas de la gelatina interviene en la sensacion de astringencia
que comunica la degustacion del vino tinto.

Reactivos:
- Acido clorhidrico (HCI) al 37 % (Scharlau).
- Etanol absoluto al 96 % (Panreac).
- Solucién de gelatina (35 g/L) 80-100 Booms (PANREAC).
- Agua destilada.

Procedimiento: En dos tubos de centrifuga se prepara lo siguiente:

Tubo A: 25 ml de vino, 5 ml de agua destilada.
Tubo B: 25 ml de vino, 5 ml de solucion de gelatina (35 g/L).
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El tubo A y B se tapan y se dejan en reposo bajo refrigeracion durante 72 horas. Una vez pasado este
tiempo se centrifugan las muestras y se determina la concentracién en taninos del sobrenadante a partir
del método de determinacion de taninos condensados o proantocianidinas (Bate-Smith, C., 1981).

Cuantificacion: Para cuantificar el indice de gelatina se establecio la formula siguiente:

indice de gelatina = ((Tubo A — Tubo B) / Tubo A) * 100

IV.4.4. Edad quimica: potencial de envejecimiento

Para la determinacion de la edad quimica se sigui6 el método descrito por Somers, C. et al. (1977). La
edad quimica de un vino tinto se define como su potencial de envejecimiento, y este potencial se

cuantifica mediante los parametros de edad quimica.

Reactivos:

HCI 1 M: partiendo de HCl al 37 %, se realizan los oportunos calculos y afiadimos a un matraz
aforado de 1000 ml, 82.9 ml de HCl al 37 %, enrasamos con agua destilada.

HCl al 37 % puro comercialmente (PANREAC)

Agua destilada.

Solucién de hidrégenosulfito sédico 0.54 M. Hidrégenosulfito sodico al 40 % comercial
(SCHARLAU)

Solucién acuosa de acetaldehido al 10 %: se toman 1.26 ml de acetaldehido y se afiaden a 6 ml
de agua destilada a temperatura inferior a 5 °C, se diluye a 10 ml con ese mismo agua destilada
almacenada en el frigorifico (MERCK)

Procedimiento: La determinacion de los parametros de edad quimica se hace a partir de de las siguientes
medidas espectrofotométricas del equilibrio antocianico:

HCI
20 : se toman 100 pl de vino tinto y se afiaden sobre 10 ml de HCI 1 M, se tapa y agita.

Después de 3 horas se mide su absorbancia a 520 nm en cubetas de vidrio de 1 cm de longitud
de camino optico frente agua destilada. La medida obtenida se corrige debido a la dilucién
multiplicandola por 101.

SO2
Aszo : se toman 2 ml de muestra y se afiaden 160 pl de solucién de hidrégenosulfito sodico 0.54
M, se mezcla por inversion y tras esperar un minuto se mide la absorbancia a 520 nm en cubeta
de vidrio de 1 mm de longitud de camino 6ptico frente agua destilada. La medida se corrige

multiplicando por 1.08 y como se refiere a la cubeta de 1 ¢cm por 10.

CH3CHO
20 : se afiaden 20 ul de solucidn acuosa de acetaldehido al 10 % a una muestra de 2 ml

de vino, se agita, tapa y después de esperar 45 minutos se mide la absorbancia en cubeta de
vidrio de 1 mm de longitud de camino Optico. Esta medida se corrige multiplicando por 1.01 y
para referirla a una cubeta de 1 cm de longitud de camino éptico por 10.
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Cuantificacién: Con las absorbancias medidas y corregidas se obtienen los parametros de edad quimica:

a: porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavilium.

(Ao — A )
A= i0(5/3)20 = %100
20 20

aa: porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavilium después de suprimir el efecto
decolorante del SO..

CH3CHO _ A SO2 )
_ 20 20

aa = x100
(A —(BI3)ASY)

i: relacion de los pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino.

SO2
. 20
= — CHscHO
20

ii: relacion de los pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino en forma
flavilium.

SO2
. _ 520
Ih=—"hei
20

ifii: relacion de los antocianos del vino en forma flavilium con respecto a los antocianos del vino.

IV.4.5. Copigmentacion

El método seguido para determinar el color y las fracciones de color que experimentan los compuestos
fendlicos libres y copigmentados se determinaron a través del método descrito por Boulton, R. (2001).

Reactivos:

Solucién de hidrogenosulfito sédico (Scharlau) 0.9 M.

Solucion acuosa de acetaldehido al 10 %: se toman 1,26 ml de acetaldehido (Merck) y se
afiaden a 6 ml de agua destilada a temperatura inferior a 5 °C, se diluye a 10 ml con la misma
agua destilada almacenada en refrigeracion.

Disolucion tampdn: 24 ml de etanol puro (Scharlau) a 176 ml de agua destilada. A continuacion
se disuelven 0,5 g de tartrato sodio potasio 4-hidrato (Panreac) y se ajusta el pH a 3,6 con HCI
(Scharlau) o NaOH (Panreac).

Agua destilada.

Procedimiento: Para llevar a cabo esta determinacién se necesita que el pH sea ajustado a un valor de
3,6, de esta manera las componentes de coloracién en los distintos vinos pasan a ser independientes del
pH en todas las muestras de vino, y dado que el efecto del pH influye en la ionizacion de los antocianos
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libres, en el color de la forma copigmentada y del polimero coloreado. El ajuste se realizé6 con HCL
(Scharlau) 0 NaOH (Panreac). A continuacion, las muestras de vino se centrifugaron a 2500 rpm durante
15 minutos.

Una vez preparadas las muestras se realizaron los ajustes que a continuacion se establecen para medir
espectrofotométricamente cada muestra a diferentes longitudes de onda bajo los procedimientos que a

continuacién se exponen:

CH3CHO
20 : Se afiaden 20 pl de solucion acuosa de acetaldehido al 10 % a una alicuota de vino de 2 ml.

Pasados 45 minutos se coloca en una cubeta de vidrio de 1 mm de longitud de camino Optico y se mide la
absorbancia a 520 nm. La lectura se corrige por el menor camino dptico (X 10) y (X 1,01) para corregir la
dilucién.

A‘532%2 : Se afiaden 160 pl de una solucién de hidrogenosulfito sddico 0,9 M a una alicuota de vino de 2 ml.
Se espera 1 minuto y se mide la absorbancia a 520 nm en cubetas de vidrio de 1 mm de longitud de
camino o6ptico. La medida obtenida se corrige por la dilucién (X 1,08) y se refiere a la cubeta de 1 ¢cm de

longitud de camino dptico (X 10).

20
20 ; Se colocan 500 I de vino tinto junto con 9.500 pl de disolucién tampén. Pasados unos minutos se

mide la absorbancia a 520 nm en cubeta de 1 cm de longitud de camino 6ptico. La medida obtenida se
corrige (X 20) debido a la dilucidén. Se emplean para la medida cubetas de cuarzo a fin de poder emplear

la muestra en la medida de la absorbancia a 280 y 365 nm.

20
A,q,: Se tiliza la disolucion realizada para determinar Aszo y se mide la absorbancia a 280 nm en

cubetas de cuarzo de 1 ¢cm de longitud de camino oOptico. La medida obtenida se corrige por la dilucién (X
20). En aquellas medidas en las que el rango sea mayor que el permitido en la medida
espectrofotométrica, se realiza una dilucion 1/100 y la lectura se corrige (X 101).

A Se realiza la media a 365 nm de la muestra preparada con la solucién de hidrogenosulfito sédico

0,9 M.

Cuantificacién: Los resultados se obtuvieron a partir de la aplicacion de las siguientes formulas empiricas:

H H H - C = CH3CHO 20
Color debido a los antocianos copigmentados: C = ( A_,, - ASp)
20 S02

Color debido a los de antocianos libres: TA = ( * 5207520 )

SO2
Color debido al pigmento polimérico: Ep = 520

Estimacion del contenido de cofactores flavonoles: FC =

Estimacion del contenido de fenoles totales (mondémeros y taninos): TP = Azso

Todos estos pardmetros se expresan en unidades de absorbancia (nm), pero para obtener un resultado
numérico relativo se establecieron tres parametros mas, definidos como fracciones de color debidas a:

CH3CHO 20 CH3CHO
Fraccién de color debida a la copigmentacion: COP = (520 - 1520) [ 77520
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) ) 20 SO2 CH3CHO
Fraccién de color debida a los antocianos libres: AL = (© 520 - 7520 ) /7520

. ) . . ASSOZ CH3CHO
Fraccion de color debida al pigmento polimérico: PP = “ 520 / 520

IV.4.1. Determinacion de los parametros cromaticos del vino

Las medidas de color se realizaron con un espectrofotdmetro de diodo array UV-vis (SAFAS-MONACO)
sobre la muestra de vino centrifugada.

IV.4.1.1. Método de Glories

La intensidad colorante y el tono, definidos por Sudraud, P. (1958), hacen intervenir exclusivamente el
color rojo y el amarillo, medidos a 520 nm y a 420 nm. El conocimiento de estos dos valores nos interesa
para el estudio del color de los vinos evolucionados (mas de un afio) pero no refleja el aspecto mas o
menos oscuro de los vinos jovenes. La componente azul atribuida a las formas quinonas de los
antocianos libres y combinados fue también un hecho a tener en cuenta sobre todo cuando el vino
presenta un pH préximo a 4. Probablemente debido al estado coloidal de la materia colorante, no existe
proporcionalidad entre la absorcién y la dilucién; por lo tanto las mediciones espectrofotométricas se
realizaron bajo 1 mm de recorrido 6ptico sobre la muestra multiplicada por 10, a valores de longitud de
onda de 420, 520 y 620 nm. A partir de estas medidas, se calcularon diferentes valores utilizados para
caracterizar el color del vino (Glories, Y., 1984b):

o Intensidad colorante (IC) representa la importancia del color: IC = Absaz + Absszg + Abseag
o Tonalidad (T) corresponde al nivel de evolucion del color hacia el naranja T = Absazo / Abssag
> Composicion del color es la contribucion (bajo forma de porcentaje) de cada uno de los componentes
al color global:
% amarillo: % A420 = (Abss/IC) x 100
% rojo: % A520 = (Abss2/IC) x 100
% azul: % A620 = (Absg/IC) x 100

o Brillo del color rojo o aspecto de color (%dA) esta relacionado con la forma del espectro. Cuando el

vino presenta un color rojo vivo, el maximo a 520 nm es estrecho y bien definido; en cambio es
relativamente amplio cuando es rojo oscuro o rojo teja.

dA (%) = (1

_ Abs(420)+ Abs(620)) 100
2xAbs (520)

Cuanto més elevado es el valor del %dA, mas predomina el color rojo sobre la muestra de vino, asi si el
espectro presenta un maximo estrecho, el vino se caracteriza por un color rojo vivo (60-80 %). Cuando
posee un maximo aplanado, el color rojo del vino es débil en comparacion con el amarillo y el azul,
entonces el vino es rojo, teja o rojo oscuro y %dA es inferior a 40 %. La variacién de color de una solucion
de antocianos y de un vino tinto joven con el pH, sera un buen ejemplo de utilizacidn de estos indices. A
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medida que el pH aumenta, la intensidad colorante (IC) de la solucion de antocianos disminuye, mucho
mas que la de un vino joven, debido a la ausencia de combinaciones tanino-antociano. El espectro se
aplana (la tonalidad aumenta). A pH 4 los colores del vino y de la solucién de antocianos son distintos, su
composicion muestra que el color dominante de la solucion de antocianos se mantiene rojo; en el caso
del vino, si la suma amarillo-azul es mayor al rojo, el vino se oscurece y presenta reflejos amarillos
(Glories, Y., 1984b).

IV4.1.2.  Método CIELab

El método CIE (1986), actualmente recomendado para determinar el color de muestras transparentes
como el vino, requiere la medida del espectro de transmitancia cada 5-10 nm entre 380 y 780 nm. Para la
evaluacion de estas medidas la CIE recomienda el uso del observador estandar 10° (1964) y el iluminante
D65 (1967). El célculo simple de estos valores triestimulo se obtiene tras la lectura de la transmitancia a
450, 520, 570 y 630 nm en cubeta de 1 mm de camino 6ptico de acuerdo con las siguientes ecuaciones
(Negueruela, A. I. et al., 2001):

X=19,717 T450 + 1,884 T520 + 42,539 T570 + 32,474 T630 - 1,841
Y =7,950 T450 + 34,764 T520 + 42,736 T570 + 15,759 T630 - 1,180
Z=103,518 T450 + 4,190 T520 +0,251 T570 — 1,931 T630 + 0,818

En 1986 la CIE adapt6 un nuevo espacio del color llamado espacio CIELab como un mejor sistema de
medida del color. Este espacio tridimensional es una transformacién no lineal de los valores triestimulo
del CIE XYZ y cada color se definido por sus coordenadas en los ejes L*, a*y b* (Pérez, S. et al., 2003b).
El eje vertical L* es una medida de la claridad. El termino claridad (L*) se emplea para caracterizar el
atributo de la sensacién visual segun la cual un cuerpo aparenta reflejar o transmitir una fraccion de luz
mas o menos incidente. La percepcion acromatica, variando del negro al blanco pasando por el gris, se
representa por puntos a lo largo del eje vertical. Valorando el 0 para el negro u opaco y el 100 para el
blanco o transparente. Las coordenadas cromaticas a* y b* indican dos ejes de color antagénicos; el eje
a* se compone de rojo (0 — a* de verde) y b* se compone de amarillo (0 — b* de azul) (figura 27).

Figura 27: Coordenadas y parametros CIELab.
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El calculo de L*, a* y b* se determina a partir de los valores de X, Y, Z mostrados anteriormente y de
acuerdo con las siguientes ecuaciones (Bakker, J. et al., 1986a):

Claridad o luminosidad (L*) = 116(Y/100)1/3 - 16
Tonalidad rojo-verde (a*) = 500 [(X/94,825)1/3 - (Y/100)1/3]
Tonalidad amarillo-azul (b*) = 200 [(Y/100)1/3 - (Z2/107,383)1/3]

Las coordenadas CIELab permiten una definicion mucho mas precisa del color que la establecida por los
parametros de Glories, y mas cercana a la percepcion real del observador. Ademas permite calcular, a
partir de los parametros L*, a*, b* la llamada diferencia de color CIELab (AE*), que cuantifica
numéricamente la diferencia de percepcion de color para el 0jo humano, entre dos muestras de vino. Por
tanto, si se consideran las coordenadas rectangulares L*, a*, b*, la diferencia de color entre dos muestras
viene dada por la férmula (Negueruela, A. 1. et al., 1995):

AE*a,b = [(AL*)2 +(Aa*)2 + (Ab*)2]1/2 (Unidades CIELab)

Teoricamente el 0jo humano es capaz de diferenciar dos colores cuando AE*>1. Sin embargo, cuando un
catador ha observado un vino a través de una copa, aun en condiciones normalizadas, la capacidad de
discriminar dos colores disminuye (Negueruela, A. I. et al., 1995; Gonnet, J. F., 1998), aunque este
parametro no se ha calculado en esta tesis. La percepcion cromatica de una muestra coloreada se define
esencialmente por su angulo de color (H*) y su croma (C*). Los diferentes matices se sitlan en la
circunferencia materializando la extremidad del plano mediante perpendiculares al eje de la claridad. La
croma es el segmento horizontal, partiendo del centro que alcanza la proyeccion de un punto en el plano
medio es decir, el objeto coloreado en funcién del blanco y el angulo de color es el angulo que este
segmento forma con el eje de las abscisas; es el atributo de apariencia por el cual un color se identifica
de acuerdo a su semejanza con el rojo, amarillo, verde, o azul, 0 a una combinacion de dos de estos
colores. Este angulo situa el color en su cuadrante correspondiente y toma valores, medidos en grados,
de 0° para rojo, 90° para amarillo, 180° para verde y 270° para azul. Para simplificar mas la expresion del
color, las coordenadas a* y b* del espacio CIELab pueden transformarse en las coordenadas esféricas H*
y C* de acuerdo con las ecuaciones:

Angulo de color o tono (H*) = arctg (b*/a*)
Croma o saturacion (C*) = (a*2 + b*2)1/2

Este método se ha propuesto como método de referencia de la OIV (Negueruela, A. I. et al., 2001),
aunque para utilizar este método, se necesita un programa para Windows® que permita hacer los
calculos a partir de las absorbancias medidas en las longitudes de onda 420, 540, 570 y 630 nm en
cualquier espesor de cubeta, aunque los calculos se refieran a 2 mm de espesor de cubeta para vinos
tintos y rosados y a 10 mm de espesor de cubeta para vinos blancos y brandis. Este programa se
identifica con las siglas MSCV® (método simplificado para el color de vinos) y se accede a través de la
pagina web http://www.unizar.es/nequeruela/MSCVes.zip. (Sanchez, M., 2007)
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IV.4.2. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular y antocianos monémeros y
acilados

El analisis pormenorizado de compuestos fendlicos de bajo peso molecular y antocianos se ha realizado
empleando el sistema de cromatografia liquida de alta resolucién a partir del equipo Agilent Technologies
liquid cromatography Serie 1100, equipado con un inyector automatico y un detector de fotodiodos
alineados (DAD), realizandose el registro y tratamiento de datos a través del programa HPCHEM. Para la
separacion de los distintos compuestos se han empleado dos métodos analiticos distintos, utilizandose
para la separacion de los compuestos fendlicos el describo por Casado, L. (2002) y Del Alamo, M. et al.,
(2004 ¢ y d) y el descrito por Del Alamo, M. et al. (1997, 2004b y 2006b) y De Castro, R. (2002) para la
separacion de los antocianos pormenorizados, en ambos casos optimizando las condiciones
cromatogréficas.

Inicialmente y previo a su analisis, las muestras de vino han sido centrifugadas a 2500 rpm durante 15
minutos y posteriormente concentrados 15 ml de vino en un rotavapor (Blichi R-200) a 36 °C y 70 mbar,
hasta obtener un volumen final de 1 mL. El extracto obtenido ha sido redisuelto en 3 ml de una disolucién
que se asemeja a una solucién de vino (12 % etanol - 3.5 g/L acido tartarico).

IV4.21.  Compuestos fendlicos de bajo peso molecular (HPLC)

Los compuestos fendlicos determinados han sido los que se muestran en la tabla 7. Una vez obtenida la
muestra rehidratada segin se ha indicado en el apartado anterior, ha sido necesario realizar una
extraccion de la misma cuya finalidad ha sido separar los fenoles de bajo peso molecular del resto de los
componentes presentes en el vino, y asi evitar el mayor nimero de interferencias en la cuantificacion de
los compuestos con bajas concentraciones en los vinos. El aislamiento de estos compuestos se ha
llevado a cabo mediante una extraccion solido/liquido. Para obtener el soporte sélido se ha empleado
cartuchos Oasis HLB de 200 mg, y para la fase liquida se ha empleado el siguiente gradiente:

Acondicionamiento del cartucho Oasis HLB: 3 mL de AcN, 3 ml de H,O, 3 mL de12 % EtOH, 3.5g/L TH..
Carga de la muestra 1 mL de vino concentrado.

Lavado del cartucho: 5 mL de MeOH al 12 %.

Elucién de los compuestos: 1,5 mL de AcH al 5 % en AcH/H,0 (10:90), 1.5 mL NH3 al 2 % en AcH/H.0
(10:90).

El volumen de elucién obtenida sirvié como muestra para la determinacién de los compuestos fendlicos
de bajo peso, empleando un equipo cromatrogréfico HPLC-DAD -modelo 1100 (AGILENT). Se ha
realizado la inyeccion de 10 uL de muestra a un flujo de 1mL/min de los solventes A (agua mili Q), B
(Acetonitrilo), C (2 % acido acético / 85 % agua), y D (2 % &cido acético/ 20 % acetonitrilo / 78 % agua) y
usando en siguiente gradiente de elucién: 100 % C (min 0); 30 % C + 70 % D (min 55); 100 % A (min 56);
y 100 % a (min 60); a un flujo constante de 1 mL/min. La columna empleada para la separacién ha sido
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una Hypersil ODS de 200 mm de longitud y 4.6 mm de diametro interno (SUGELABOR) que se mantuvo
durante el tiempo de separacién termostatada a 25 °C.

La identificacién y cuantificacion se llevé a cabo por medio de patrones de cada uno de los compuestos,
estableciéndose los tiempos de retencidn, maximos espectrales y sus respectivas rectas de calibrado
Casado, L. (2002) y Del Alamo, M. et al. (2004 c y d). En la tabla 8 se presenta un ejemplo de las rectas
de calibrado obtenidas periddicamente.

Tabla 8: Rectas de calibrado empleadas en la determinacion de los compuestos fendlicos de bajo peso

Rango tr A max

(mglL) (min) (nm)
A. galico(Sigma) y=24483x +2,4768 0,9996 0,48-60,00 6,18 280
Ald.Protocatéquico (Sigma) vy =30,733x-1,5159 10,9997 0,05-15,00 17,30 280
p-hidroxibenzaldehido (Sigma) y=73,117x-1,7771 0,999 0,05-15,00 25,42 280

Compuesto Ecuacién R2

Catequiza (Sigma) y =5,2384x - 6,0258 10,9953 0,48-75,00 26,58 280
A. siringico (Sigma) y=26,65x-6,1075 0,9991 0,48-15,00 33,71 280
Ald. vanillinico (Merck) y=33,727x- 11,262 0,9946 0,10-15,00 35,34 280
Epicatequina (Sigma) y=3,083x +3,0092 10,9918 0,48-30,00 39,53 280
A. p-cumarico (Sigma) y=39,413x- 16,183 10,9994 0,48-15,00 43,46 280
A. protocatéquico (Sigma) y=233,44x-2,0953 0,9994 0,48-15,00 11,77 254
A. vanillinico (Sigma) y=31,602x-6,579  0,9985 0,48-15,00 27,52 254
A. gentisico (Sigma) y=12,37x-12,826  0,9797 1,02-15,00 18,11 340
A. caféico (Sigma) y=35,407x-7,8843 0,9984 0,48-15,00 30,64 340
A. ferdlico (Sigma) y=35,929x - 10,255 10,9984 0,10-15,00 50,89 340
A. sinpico (Fluka) y=14,376x-2,8628 0,999 0,48-15,00 54,14 340
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Figura 28: Cromatogramas de identificacién de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular numerados segun
la tabla 8 correspondiente a un vino tinto

IV4.22.  Antocianos monoméricos y sus derivados (HPLC)

En este caso las muestras rehidratadas se filtraron a 0,45 um de membrana de nylon (PFTE) con el fin de
eliminar particulas en suspension existentes en el vino. EI método empleado se baso en las experiencias
de Del Alamo, M. (1997, 2004b y 2006b), y De Castro, R. (2002). Se inyectaron 30 uL de vino a un flujo
de 0.8 mL/min en un cromatdgrafo de liquidos (HPLC-DAD 1100 (AGILENT)). La columna empleada
Hypersil ODS (250 x 4,6 mmi.d.; 5 um de tamafio de particula), que se mantuvo termostatada a 30 °C,
bajo las siguientes condiciones: A (agua mili Q), B (MeOH), C (45 % MeOH / 45 % agua / 10 % é&cido
formico), y D (10 % é&cido férmico / 90 % agua). El gradiente de elusion empleado ha sido: 25 % C + 75 %
D (min. 0); 80 % C + 20 % D (min. 25), 80 % C + 20 % D (min. 35); 100 % B (min. 38); y 100 % B (min.
43).
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Para la cuantificacion de los compuestos identificados se emplearon dos procedimientos dependiendo del
tipo de vino. Los vinos de la experiencia de Cigales, se cuantificaron empleando como patron el Oenin
chloride (Extrasynthése), realizando dos rectas de calibrado para cuantificar antocianos en cantidades
comprendidas entre los 0,83 - 20,85 mg/L y los 20,83 - 150,00 mg/L, mostrado en la tabla 9.

Tabla 9: Patrones empleados en la identificacion de los antocianos monoémeros y acilados para el vino D. O. Cigales

Patron Ecuacion R? Rango (mg/L)
Oenin chloride (Extrasynthése) y =61,008x — 218,31 0,9998  20,83-150,00
Oenin chloride (Extrasynthése)) y=50,572x — 37,89 0,9979 0,83-20,85

En el caso de los vinos de Toro, se han incorporado mas patrones estandar para la cuantificacién de los
antocianos. Myrtellin chloride (Extrasynthése), Kuromanin chloride (Extrasynthése), Peonidine-3-o-
glucoside chloride (Extrasynthése) y Oenin chloride (Extrasynthése). Mostrandose en la tabla 10 un
ejemplo de las rectas de calibrado obtenidas.

Tabla 10: Patrones empleados en la identificacion de los antocianos monoémeros y acilados en el vino D. O. Toro

Patron Ecuacion R?

Myrtellin chloride (Extrasynthése) y = 57,91144x - 93,04085 0,99527
Kuromanin chloride (Extrasynthése) y = 105,00055x — 44,06526 0,99901
Peonidine-3-o-glucoside chloride (Extrasynthése) y =103,14703x — 17,21875 0,99717
Oenin chloride (Extrasynthése) y = 105,03824x — 146,54359 0,99988

Los tiempos de retencion y sus maximos espectrales fueron establecidos con los patrones y la bibliografia
consultada, identificando asi a los compuestos presentados en la tabla 11

Tabla 11: Identificacién y cuantificacién de los antocianos mondémeros y sus derivados

Pico n® Antociano Notificacién tr (min) A max (nm)

1 Delfinidin-3-O-glucosido Df -3-GI 7,370 278/526

2 Cianidin 3 O-glucésido Cn-3-Gl 9,772 292/ 516

3 Petunidin 3 O-glucésido Pt-3- G 11,291 278/ 528

4 Peonidin 3 O-glucosido Pn-3-Gl 14,086 280/518

5 Malvidin 3 O-glucésido Mv-3-Gl 14,962 278/ 530

6 Vitisin A (Malvidin 3 O-glucosido-piruvato) Vit A 16,931 252/ 296/ 372/ 512
7 Delfinidin 3 O-acetilglucésido Df-3-Gl-Ac 17,963 276/528

8 Cianidin 3 O-acetilglucésido Cn-3-Gl-Ac 20,388 282/ 544

9 Petunidin-3 O-acetilglucésido Pt-3-Gl-Ac 22,025 280/ 544

10 Peonidin-3 O-acetilglucosido Pn-3-Gl-Ac 23,199 278/ 532

1 Delfinidin-3 O-cumarilglucdsido Df-3-GI-Cm 27,044 282/ 298/ 316/ 534
12 Malvidin-3 O-acetilglucosido Mv-3-Gl-Ac 27,511 278/ 532

13 Malvidin-3 O-cafeilglucésido Mv-3-GI-Cf 29,855 336/520

14 Cianidin-3 O-cumarilglucdsido Cn-3-GI-Cm 30,377 280/ 296/ 308/ 540
15 Petunidin-3 O-cumarilglucésido Pt-3-GI-Cm 30,882 284/ 316/ 524

16 Peonidin-3 O-cumarilglucésido Pn-3-GI-Cm 32,150 282/ 300/ 308/ 534
17 Malvidin-3 O-cumarilglucésido Mv-3-GI-Cm 38,103 284/ 298/ 310/ 532

116



Materiales y métodos

La identificacion y cuantificacion de los antocianos monémeros y sus derivados se establecié a una Unica
longitud de onda de 528 nm, dividiéndolos en dos grupos de compuestos. El primer grupo
correspondiente a compuestos que han alcanzado concentraciones elevadas (mayoritarios) y el segundo
grupo correspondiente a compuestos presentes en baja concentracién (minoritarios) en una muestra de
vino, como se observa respectivamente en las figuras 29 y 30. Cada nUmero corresponde a la
identificacion de cada compuesto segun asignacion en la tabla 11.
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Figura 30: Ampliacion del cromatograma de identificacidn de los antocianos mondmeros y derivados de un vino tinto
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IV.5. ANALISIS SENSORIAL DE LOS VINOS

La evaluacion sensorial se realizd mediante la técnica del analisis descriptivo. Esta herramienta permite
describir las diferentes percepciones sensoriales de los vinos con una serie de términos y magnitud
mediante una escala. Para ellos se utilizé una recta continua dividida en un determinado nimero de
apartados para cada descriptor donde cada degustador debia marcar la intensidad de la sensacién
(Garriga, A. et al.,, 2002). Durante varias sesiones preliminares el grupo de integrantes del panel
seleccionaron y definieron por consenso cada descriptor que serviria posteriormente para diferenciar los
vinos, definiendo la ficha de cata final. Los catadores a su vez fueron entrenados en sesiones especiales
para la deteccion los aromas aportados por el tostado de la madera, la relacién vino-madera y los cuatro
tipos de taninos descritos en la ficha de cata empleada para el vino de la D.O. Toro. Estas sesiones
fueron dirigidas por José Antonio Ferndndez Escudero, Director Técnico de la Estacion Enolégica de
Castilla y Leon.

Con ellas se ha tratado de diferenciar la evolucién de los vinos tras el tratamiento bajo el que han sido
sometidos tanto en presencia de madera como sin ella, con tratamiento de microoxigenacion como
aquellos sin tratamiento de oxigeno han sido evaluados organolépticamente a lo largo de su proceso de
envejecimiento. También se ha tratado de evaluar aspectos como el tostado de la madera empleado o la
dosis de madera aportada, ya que se ha considerado un aspecto importante como complemento y apoyo
al estudio quimico de forma paralela en la consecucion y comparacién de los objetivos establecidos.

La temperatura de servicio de las muestras fue de 18°C, el volumen de servicio de 50 ml y las copas
utilizadas fueron ISO de degustacion de cristal transparente, de 200 ml de capacidad. La sala de catas
utilizada, se encuentra en la ETSIIAA de la Universidad de Valladolid (Palencia), y cumple con las
condiciones exigidas por la Norma UNE 87-004-79.La toma de las muestras a evaluar se realiz6 6 horas
antes de la sesion, conservandolas en botellas de color verde de 750 ml de capacidad. Debido a que los
factores determinantes de la respuesta percibida estan relacionados con la respuesta dada para la copa
anterior, se realizé una aleatorizacion de las copas para cada degustador. Todos los vinos han sido
analizados sensorialmente por una comisién experta de 10 catadores (5 mujeres y 5 hombres), entre los
que se encontraban jueces especializados de la ETSIIAA, asi como personal de comités de cata del
Consejo Regulador Cigales y de la Estacién Enoldgica de Rueda. Cada catador valor6 para cada vino, en
una escala del 0 al 10 o de 0 a 5, las cualidades sensoriales que se describen en las fichas de cata
correspondientes a las figuras 31, 32 y 33. Se han establecido sesiones de cata correspondientes a los
periodos objeto de estudio y se han realizado tandas de catas seleccionando partidas de vinos para cada
sesion, a fin de evitar agotamiento entre los catadores.
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Figura 31: Ficha de cata empelada para el andlisis sensorial de los vinos tintos de la D.O. Cigales
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Figura 32: Primera ficha de cata empleada para el andlisis sensorial de los vinos tintos de la D.O. Toro
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Figura 33: Ficha de cata final empleada para el andlisis sensorial de los vinos tintos de la D.O. Toro

121




Materiales y métodos

IV.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos del andlisis quimico y sensorial de los vinos se evaluaron mateméticamente a
través del andlisis estadistico, analizandose los datos procedentes de los diferentes momentos de su
envejecimiento tanto oxidativo (deposito-madera) como reductor (botella). Se emple6 el analisis de
varianza (ANOVA) para determinar la existencia o no de diferencias estadisticamente significativas en los
parametros evaluados debidas al tratamiento de microoxigenacion, al sistema de envejecimiento o al
origen geografico del roble, asi como a su intensidad de tostado. La existencia de diferencias
estadisticamente significativas se determind mediante el empleo del test de Fisher denominado LSD
(Least Significant Difference) para un nivel de significacién a = 0,05. Se utiliz6 el Test de Newman-Kleus
para determinar los grupos homogéneos y las diferencias se expresaron como la media de cada variable
seguida de una letra, con un nivel de significacion del 5,00 %.

Para lograr informacién resumida y sintetizada del gran conjunto de variables estudiadas y comprender
mejor el efecto del tratamiento aplicado en el envejecimiento de los vinos, se usaron técnicas estadisticas
multivariantes. Empleando analisis discriminante y analisis factorial sobre las variables tipo y origen de
madera, tipo de tostado y tratamiento de microoxigenacién, como métodos de reduccion de informacién.

El objetivo del analisis discriminante lineal ha sido encontrar las funciones discriminantes, combinacion
lineal de las variables iniciales, con mayor poder discriminatorio entre los grupos establecidos, y
proporcionar tantas funciones como grupos menos uno. Se aplico para determinar las variables que
permitan diferenciar los vinos que habian sido microoxigenados de aquellos que no lo habian sido, y para
clasificar o diferenciar los vinos en funcién del origen del roble, tamafio, tostado y formato de la madera
en que habian sido envejecidos.

El analisis discriminante se realizd por pasos eligiendo el estadistico F como criterio de seleccidn de las
variables. En este modo operativo, en cada paso se selecciona la variable con mayor poder
discriminatorio de los grupos. La seleccion de variables se aplica para cuando ya no existen variables con
un poder discriminatorio superior al limite impuesto, valor de F elegido. En este caso se trabajé con un
valor de F de 4.

El analisis factorial trata de explicar el niumero de variables medidas mediante un nimero mas reducido
de factores hipotéticos que ayude a la interpretacion de los datos. Este analisis se llevé a cabo eligiendo
el método de componentes principales (APC) el cual determina nuevas variables, los factores o
componentes principales, que son combinaciones lineales de las variables iniciales, que se correlacionan,
en otras que seran combinaciones lineales de las iniciales (factores o componentes principales), y que a
diferencia de las iniciales, no estaran correlacionadas entre si. Para asegurar este hecho, los factores
finales se obtienen usando la rotacion Varimax, que minimiza los errores y busca la combinacion de
factores ortogonales entre si, que explique la maxima variabilidad de los datos. Sin ningun tipo de
restriccion el analisis proporciona tantos factores como variables iniciales. Por ello, habitualmente se
establece algun criterio de seleccion de factores para asi obtener un nimero reducido de nuevas
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variables. De las diversas opciones habituales en los trabajos experimentales, en este trabajo se opté por
aplicar como criterio de seleccion de factores tomar los factores con un valor propio o eigenvalue mayor
que uno, ya que un valor propio menor que uno indica que la cantidad de informacion recogida por este
factor es poco significativa.

Para evitar asignar un mayor peso a las variables con un mayor valor absoluto se necesité eliminar el
efecto de las unidades de medida y obligar a que todas las variables participen por igual en la definicién
de las componentes. Esto se consigue igualando las varianzas de todas las variables, es decir,
estandarizando los datos. Por ofra parte, y por razones similares, se elimind o no se introdujo en el
andlisis de variables dependientes, transformaciones matematicas directas de otras ya consideradas.

Las herramientas utilizadas para la valoracién de los resultados obtenidos han sido Statistica v 7.0

(Copyright 1984-2007. Statsoft, Inc., Tulsa, OK), Statgraphics Plus Professional 16.0.03 (2007-2011) y
Microsoft Office Excel v.2007.
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Capitulo 1

V. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados se presentan los resultados obtenidos divididos en tres
grandes capitulos segun se ha descrito en el apartado de plan de exposicion:

CAPITULO 1: Importancia del sistema de envejecimiento (barricas, astillas y tablones de roble americano,
francés y hungaro) en la composicion antocianica y color de los vinos tintos. Evolucion en madera y en
botella. Capitulo centrado en la evaluacién del efecto del tamafio del producto y su origen en la
propiedades del vino tinto de la DO Cigales, en comparacién con el mismo vino envejecido en barricas

fabricadas con las mismas maderas que los alternativos.

CAPITULO 2: Efecto de la dosificacion de oxigeno en las caracteristicas fendlicas de los vinos elaborados
con la variedad tempranillo y tratados con astillas de roble francés. Capitulo centrado en el anélisis del
efecto de la adicidén o no de oxigeno en las propiedades de los vinos tintos tratados con astillas de roble

francés y tostado medio.

CAPITULO 3: Efecto del tipo de tostado y momento de adicion de las astillas junto a microoxigenacion en
las caracteristicas fenélicas de los vinos tintos. Capitulo centrado en evaluar la importancia de la gestion
de la adicion de las astillas al vino, tanto en la eleccion de la mezcla de astillas de diferentes tostados
para conseguir un tipo de tostado como el momento de la adicién al vino, su efecto en las propiedades de

los vinos tintos tratados con astillas y microoxigenacién.
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V.1. CAPITULO 1: IMPORTANCIA DEL SISTEMA DE ENVEJECIMIENTO (BARRICAS, ASTILLAS
Y TABLONES DE ROBLE AMERICANO, FRANCES Y HUNGARO) EN LA COMPOSICION
ANTOCIANICA Y COLOR DE LOS VINOS TINTOS. EVOLUCION EN MADERA Y EN
BOTELLA

V.1.1.Resumen

Este capitulo recoge los resultados obtenidos del estudio de la influencia del tipo de tratamiento de
envejecimiento sobre la evolucién de los pardmetros enolégicos basicos y la composicion antocianica del
vino variedad Tinto del Pais de la DO Cigales. los resultados obtenidos del estudio de la influencia del
sistema de envejecimiento (astillas, tablones y barricas), asi como del origen de la madera de roble
(americano, francés y hingaro), y la influencia de la relacion volumétrica del envase (225 y 300 L) sobre
las caracteristicas fendlicas del vino tinto elaborado. Se han comparado los resultados obtenidos de la
evolucién de los vinos que han permanecido en contacto con astillas, tablones y barricas de los distintos
origenes.

La finalidad del estudio ha sido determinar el efecto de la aportacién de madera al vino de distintos
tamafios y con diferente relacion volumétrica, durante su fase de envejecimiento en contacto con madera
y sus repercusiones a lo largo de la permanencia en botella. Ademéds se ha comparado el
comportamiento de estos sistemas en maderas de diferentes origenes geogréficos, asi para el roble
americano se ha empleado la especie Quercus alba y para el roble de origen francés y hungaro se ha
empleado la especie Quercus petraea.

Se presentan los resultados de los vinos obtenidos tras su permanencia en barricas de roble americano,
francés y hungaro de 225 y 300 L de capacidad, imitando estas caracteristicas en depdsitos de acero
inoxidable con incorporacion de astillas y tablones durante 12 meses de envejecimiento. También se
presentan los resultados de los vinos en su posterior envejecimiento en botella (14 meses). Los
resultados obtenidos en el andlisis estadistico indicaran si el compuesto analizado aumenta o disminuye
su concentracion a lo largo del proceso de envejecimiento en funcién del sistema u origen de la madera
en el que ha permanecido el vino.

Se han analizado parédmetros basicos, compuestos fendlicos, color, edad quimica y antocianos
mondmeros y acilados de los vinos durante un periodo de 0 a 26 meses de envejecimiento total,
compuestos fendlicos de bajo peso molecular desde el inicio hasta los 24 meses de envejecimiento,
parametros de copigmentacién entre los 21 y 24 meses de envejecimiento en botella y un analisis
sensorial entre los 2 y 18 meses de envejecimiento.
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V.1.2.Vino estudiado

El vino tinto empleado para el desarrollo experimental ha sido elaborado con la variedad Tinto del Pais de
la DO Cigales elaborado en la bodega La Legua S.L. (Fuelsaldafa). Se ha envejecido durante 12 meses
en 6 barricas de roble americano, francés y hingaro, en 6 depésitos de acero inoxidable con astillas y 6
depdsitos de acero inoxidable con tablones de las mismas maderas (ver descripcion del apartado de
materiales y métodos). Posteriormente se ha estudiado su estancia en botella durante 14 meses (durante
este segundo periodo, para diferenciar a los vinos, se ha mantenido la nomenclatura que se asigné
durante su estancia en madera).

El vino tinto inicial ha finalizado la fermentacion malolactica, se ha clarificado mediante la adicién de 400
mg/L de bentonita y de 10 mg/L de gelatina, posteriormente se ha efectuado una estabilizacién tartarica
mediante refrigeracion a -4 °C y sulfitado con metabisulfito potasico (K2S:0s) para mantener una
concentracion de anhidrido sufuroso libre en valores proximos a los 33 mg/L. Se mostraran por tanto, los
datos del vino inicial (T0), y su evolucion durante su periodo de estancia en recipiente en contacto con
madera durante 12 meses (T1-T12) y su estancia en botella (T15-T26). Los muestreos se han realizado
cada 60 dias en el periodo de envejecimiento en madera y aproximadamente cada 90 dias durante el
periodo de botella. Se han realizado un total de 11 muestreos de cada sistema por duplicado.

V.1.3. Parametros enoldgicos basicos del vino

Para conocer el vino de partida asi como informacion complementaria del comportamiento del vino se han
seleccionado diversos parametros, constituidos basicamente por pH, acidez total, anhidrido sulfuroso libre
y total, grado alcohdlico, acidez volatil, acido tartérico, extracto seco y potasio. Los datos iniciales (T0) del
vino de variedad Tinto del Pais de la DO Cigales de los que se ha partido han sido de un pH de 3,69, una
acidez total de 4,6 g/L, el anhidrido sulfuroso libre y total de 30 mg/L y 66 mg/L respectivamente, grado
alcoholico 13,4 % vlv, acidez volatil 0,52 g/L, acido tartérico 1,8 g/L, indice de polifenoles totales (IPT) 63,
antocianos totales 423 mg/L y extracto seco de 28,4 g/L (tabla 4).

Con los datos observados en la tabla 4 puede deducirse que el vino cumple los criterios necesarios para
ser envejecido, dado que ha seguido un correcto proceso de elaboracion en la fase de fermentacion
alcohdlica, en la que los azucares han alcanzado un valor de 1,2 g/L, logrando un grado alcohdlico de
13,4 % viv. Estos componentes han permitido efectuar correctamente la fermentacion malolactica hasta
agotar practicamente la cantidad de acido malico presente en el vino, quedando un residuo de 0,1 g/L.
Ambas fermentaciones han llevado al vino a una acidez volatil media de 0,52 g/L.

La informacion obtenida estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA), para los
parametros basicos del vino, desde que inicia su proceso de envejecimiento en contacto con madera
hasta el final de su seguimiento en botella, se muestran en las tablas 12 y 13, en ellas se han comparado
las dosis de madera empleada (225 L y 300 L), origen de la madera (americano, francés y hiingaro), asi
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como el sistema de envejecimiento (astillas, tablones y barricas) diferenciando entre periodo de madera y
botella. Las tablas recogen los p-valores, donde se indica la importancia estadistica de cada uno de ellos.
Los p-valores inferiores a 0.05 tienen efecto estadisticamente significativo sobre el pardmetro
correspondiente para un 95,00 % y se indican en negrita.

Tabla 12: Valores medios de los parametros basicos de los vinos envejecidos en un afio en relacién volumétrica
(225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y hingaro). Resultados
de la ANOVA

Relacion
superficie volumen

225L 300L plevel Astillas TablonesBarricas p level AmericanoFrancésHungarop level
Acido tartarico’ 192 18a 0298 18a 18a 19a 0352 181 18 18a 0,800

Sistema Origen

Glicerol! 85a 86a 0660 85a 84a 87a 0374 B86a  84a 86a 0528
Antocianos totales? 4333 4292 0,441 430a 425a  439a 0,081 436a  428a 430a 0495
K2 1076a 10752 0,933 1079a 1078a 1069a 0,878 1066a 1084a 1076a 0,703
IPT 656a 6503a 0,142 650a 6492a 6598a 0,076 6542a 6566a 64,90a 0,299
Grado alcoholico®  134a 134b 0,006 134a 134a 135b 0,000 134a 134a 134a 0,341
Ext. Seco’ 281b 279a 0,003 279a 279a 282b 0,000 279a 280a 280a 0,058
Acidez total’ 45b 45a 0,000 44a 452  46b 0,000 45a  45b  46c 0,000
Acidez volatil 078a 076a 0226 075a 076a 081b 0,008 075a 0,77ab 0,80b 0,027
SOz total? 75a 76a 0556 76a 74a  76a 0128  75a 76a  75a 0524
SO libre? 32a 32a 0535 32a 31a 33 0328 32a 32a  31a 0479
Azicares' 13 13 0501 13 13a 13b 0002 13a 13a 13a 0448
Densidad 0,9935b 0,9934a 0,000 0,9934a 0,9934a 0,9935a 0,056 0,9934a 0,9934b 0,9935b 0,000
pH 370a 372a 0086 372a 371a 370a 0051 371a 371a 371a 0814

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95,00 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v)

Se han encontrado diferencias significativas entre parametros analizados en los vinos envejecidos debido
al tamafio del recipiente (225 L y 300 L) para el grado alcohdlico, extracto seco, acidez total y densidad
durante el periodo de contacto vino-madera (2 a 12 meses) (tabla 13). Sin embargo, estas diferencias
pierden significacién después de un periodo prolongado de botella (15 a 26 meses) (tabla 13), aunque se
mantienen las diferencias y por consiguiente, la influencia del tamafio del envase en el que se conserva el
vino, para los parametros acidez total y densidad.

La grafica 3a muestra la evolucion de la densidad en los vinos analizados durante todo el envejecimiento
(periodo de madera y botella). Se ha observado un descenso de la densidad a lo largo del tiempo, este
descenso puede ser explicado por la clarificacion espontanea que tiene lugar durante el envejecimiento y
que determina la precipitacion de sustancias presentes en el vino, tanto disueltas como en suspension.
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Tabla 13: Valores medios de los parametros basicos de los vinos envejecidos en botella (15-26 meses) en relacion
volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y hingaro).
Resultados de la ANOVA

R_eI.aclon Sistema Origen
superficie volumen
225L 300L plevel Astillas TablonesBarricas p level AmericanoFrancés Hungarop level

Acido tartarico’ 1,7a 1,7a 0,383 1,7a 1,7a 1,8b 0,000 1,7a 1,7a 1,7a 0,270

Glicerol! 75 75 035 68a 682 88b 0,000 7,6b 76b  7,2a 0,002
Antocianos totales? 242a  235a 0,222 226a 221a 268b 0,000 249  237ab 228a 0,009
K2 1038a 1034a 0,729 1037a 103%9a 1032a 0,907 1030a 1035a 1044a 0,656
IPT 51,89a 55,75b 0,000 57,52c 53,91b 50,02a 0,000 53,52a 54,282 53,66a 0,713
Grado alcohdlico® 13,3a  13,3a 0,644 132a 13,3a 13550 0,000 134a 1332 13,3a 0,480
Ext. Seco! 26,8a 26,7a 0465 263a 262a 279 0,000 267a 269a 26,7a 0,589
Acidez total' 550 54a 0,047 57b 57b  50a 0,000 53a 53a 58b 0,000
Acidez volatil' 099a 098a 0660 1,02a 098a 095 0,072 091a 094a 1,09 0,000
SOz total? 60a 62a 0472 62a 57a 64a 0,099 59a 63a 61a 0,483
SOz libre? 23a 23a 0,989 22a 21a 25b 0,001 23a 23a 22a 0,367
Azlcares' 1,52 14a 0190 14a 1,4a 1,6b 0,000 1,5 1,50 1,4a 0,008
Densidad 0,9931b 0,9930a 0,000 0,9929b 0,9928a 0,9933c 0,000 0,9930a 0,9931b 0,9930a 0,005
pH 360a 362a 005 358a 358a 3,66b 0,000 361a 362a 359 0,140

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)
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Grafica 3: Evolucion de la densidad relativa (a) y del extracto seco (b) del vino durante la crianza en madera y botella de
diferente relacion volumétrica (225 y 300 L)

Este mismo efecto (descenso en concentracion) se repite para el extracto seco del vino. La pérdida de
estas sustancias en el vino se atenta cuando se emplean recipientes de mayor tamafio (300 L frente a
225 L). Cabe destacar que el extracto seco se mantiene en la Ultima fase del periodo de botella (21 a 26
meses), podria explicarse por el aumento de sustancias en suspension, también se aprecia en dicho
periodo una caida menos acusada de la densidad (graficas 3 a y b). La relacion entre |a acidez total y el
pH del vino se definen como parametros inversamente relacionados, demostrandose en la grafica 4 (a 'y
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b) que la acidez total en el vino en volumen de 225 L alcanza valores mas elevados, si se compara con
los vinos en volumen de 300 L, y por tanto las medidas de pH son inferiores en vinos de recipientes de
225 L. Por ello, podria decirse que el pH y la acidez total desempefian un papel fundamental en el
comportamiento del color del vino. Ademas, como en el vino analizado no se han obtenido diferencias
significativas en los valores del pH en funcion del tamafio del envase, podria decirse que de manera
general, la importancia del tamafio del envase no afectara a las modificaciones debidas en los pardmetros
de color y los antocianos mondmeros y acilados presentes en el vino, objeto de estudio (tablas 14, 15, 16
y 17) causados por las modificaciones del pH.

Si se analiza el comportamiento del vino envejecido en diferentes sistemas (astillas, tablones,
barricas), las diferencias aumentan especialmente cuando el vino permanece en barrica. Analizando los
vinos en contacto con astillas y tablones, se encuentran menos diferencias, incluso se definen como
grupos homogéneos al analizar la mayoria de los compuestos basicos (tabla 12). A medida que el vino
permanece en botella, estas diferencias entre el vino que permanecié en barricas y los sistemas
alternativos (astillas, tablones) aumenta, alcanzado valores de 99,99 % de significacién, para los
parametros &cido tartarico, glicerol, antocianos totales, etanol, extracto seco, acidez total, acidez volatil,
sulfuroso libre, azlicares, densidad y pH.
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Grafica 4: Evolucion de la acidez total (g/L ac. tartarico) (a) y pH (b) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente
relacién volumétrica (225 y 300 L)

El origen de la madera de roble apenas presenta diferencias significativas en los parametros basicos
durante su permanencia en madera, aunque destaca el comportamiento en parametros como extracto
seco, acidez total, acidez volatil y densidad donde si hay diferencias significativas entre los vinos
analizados que permanecieron en contacto con cada tipo de roble (americano, francés y hingaro). En el
periodo en que el vino ha permanecido en botella, se ven incrementadas las diferencias significativas de
los pardmetros bésicos, destacando el vino que ha permanecido en contacto con roble hungaro, que
presenta una mayor diferencia en concentracién que los vinos en contacto con roble americano y francés.
Encontrando diferencias significativas para este periodo en pardmetros como glicerol, antocianos totales,
acidez total, acidez voltil, azucares y densidad.

La acidez total es significativamente distinta en todos los vinos estudiados, asi los valores mas bajos de
acidez total se encuentran en vinos que han permanecido en barricas de roble francés y americano
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(tablas 12 y 13). También se observa una menor concentracion de acidez total en los vinos que
permanecieron en recipientes de 300 L de capacidad. Este resultado ha podido deberse a una menor
acidez volatil, ya que la madera de 300 L cede menor cantidad de grupos acetilos procedentes de la
hemicelulosa (Del Alamo et al, 2006¢) o lo hacen mas lentamente, amortiguando la subida de la acidez
volatil de los vinos y por tanto, su acidez total. Los resultados indican que cuando los periodos de
envejecimiento son mas prolongados, las diferencias entre los vinos procedentes de distintos sistemas y
origenes de la madera se ven acentuados. Por lo que a continuacién se analiza (tablas 12 y 13), la
evolucion a lo largo del tiempo de las variables con diferencias significativas.

Se observa una mayor presencia de antocianos totales en vinos provenientes de barricas y por tanto su
mayor conservacion en el tiempo (grafica 5 a y b). La mayor pérdida de antocianos en el vino tratado con
tablones y astillas puede estar relacionada con un mayor nimero de precipitaciones y la absorcion de los
compuestos por la madera (Dallas, C. et al.; 1995, Pazo, M., 1997). Aunque también debe tenerse en
cuenta que la incorporacion de fragmentos de madera al vino han podido aportar suficiente oxigeno, en
las primeras fases del envejecimiento, como para fomentar los procesos de estabilizacién de estos
compuestos, pero no mantuvieron el mismo nivel de antocianos totales que las barricas, en un periodo
prolongado de envejecimiento, disminuyendo entonces la hipdtesis debida a los procesos de
estabilizacion.

Como ya indicara Ojeda, S. (2012) son numerosos los autores (Martinez, J. 1998; Pomar, M. et al., 2001;
Pérez, L. J. et al., 2003d; Hernandez, I. et al. 2007; Puech, C. et al., 2006; Gambuti, A. et al., 2010;
Puértolas et al., 2010) que apreciaron un descenso del contenido de antocianos de los vinos
embotellados debido a reacciones de degradacion, precipitacion y polimerizacion, para dar lugar a otros
complejos (antocianos polimeros, efc...). Mas adelante se han analizado las posibles reacciones que se
dan entre los antocianos y otros compuestos presentes en el vino o la madera para mitigar o acelerar esa
pérdida.

Puede comprobarse también en las graficas 5 (a y b) que el tiempo de envejecimiento en botella marca
las mayores diferencias en la concentracion de antocianos totales de los vinos estudiados. Asi los vinos
que fueron envejecidos en barricas, han mantenido los niveles mas altos de antocianos totales,
resultados publicados en el articulo Del Alamo M., etal.; (2004b).
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Grafica 5: Evolucion de los antocianos totales del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica

225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Se observa en las graficas 6 (a y b) que el tratamiento del vino en depdsitos (astillas y tablones) dio lugar
al menor valor de la variable IPT, posiblemente debido a una rapida polimerizacion que provoco la
oxidacién de polifenoles y formacién de moléculas que precipitaron por a su gran tamafio. Otra
explicacion encontrada por autores como Vivas, N. et al (1993) y Haba, M. et al (1995), podria ser que la
aportacién de elagitaninos de la madera y oxigeno compensara esta pérdida como en el caso del
tratamiento del vino en barricas., donde observaron un menor valor del IPT de los vinos criados en
depdsito de acero inoxidable en comparacion con los vinos de las barricas. Corroborandose asi los

resultados obtenidos en este trabajo.
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Grafica 6: Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Las mayores concentraciones de azucares (glucosa y fructosa) se alcanzan en los vinos que han
permanecido en contacto con barricas de roble americano y francés. Sin embargo, no hay diferenciacion
con los vinos tratados con roble hungaro para los distintos sistemas, por tanto la aportacion de azlcares
alcanzados en el roble hungaro, limita diferenciar los vinos envejecidos en sistemas alternativos
comparados con los vinos envejecidos en barricas. Del Alamo, M. (1997) encontré incrementos en la
cantidad de azucares reductores durante el envejecimiento del vino, que se explica por la hidrélisis de los
antocianos glucosilados, pasando a agliconas, con liberacion de azucares. La madera de roble cede al
vino taninos hidrolizables que derivan en glucosa, y acidos galico y elagico (Zamora, F., 2003a). El
secado de la madera es fundamental en la concentracion de azlcares reductores presentes en los vinos
como Ya indicara Gallego, L. (2013) donde observara que las mayores concentraciones se alcanzaban
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para vinos en contacto con madera, que ha recibido un secado tradicional (barricas), frente a los métodos
de secado acelerado (astillas y tablones).
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Grafica 7: Evolucion de los azicares (glucosa+fructosa) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Cuando se emplea roble en el envejecimiento, se ha encontrado que la presencia de grado alcohdlico
afecta a los parametros basicos principalmente por su relacién con la etandlisis de la madera. El roble
hungaro cortado en tablones provoca en el vino menor concentracién de glicerol, antocianos totales,
azucares y pH, acidez total y acidez volatil y mayor presencia de etanol principalmente cuando el vino
envejece en recipientes de 225 L de capacidad. Esta mayor presencia de etanol en el vino ademas podria
ayudar a aumentar la cantidad de antocianos totales, azucares presentes en el vino y a disminuir valores
dei, ii, a, aa.
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El contenido en grado alcohélico (% v/v) presenta valores mas elevados en vinos que han permanecido
en recipientes de mayor tamafio, debido a una menor evaporacién del mismo o una menor absorcién por
la madera (grafica 8). Destacan los vinos de las barricas con los niveles més elevados de alcohol,
seguido de los vinos en contacto con tablones. También se observa un mayor grado alcoholico en los
vinos que han permanecido en contacto con roble hungaro, seguido del roble francés, corroborando asi
los resultados descritos por Ojeda, S. (2012) y justificando estos resultados por el corte de las duelas en
aserrado, lo que hace a la madera mas porosa que la técnica de hendido. Estos resultados coinciden con
lo observado por otros autores (Pomar, M. et al., 2001; Gonzélez, L. A. et al., 2006; Martinez, J., 2004).
Sin embargo, esto no puede ser la Unica justificacidn, ya que el corte en hendidura se realiza en el roble
francés. Posiblemente habria que analizar con mayor profundidad la estructura fisica de la madera y su
relacidn con la mayor o menor porosidad, densidad, evaporacion, etc.
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Grafica 8: Evolucion del grado alcohdlico (% v/ v) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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La acidez total y la acidez volatil de los vinos presentan evoluciones similares, se observa que el
aumento de la acidez volatil produce una variabilidad en la acidez total. De manera general, se aprecia
una evolucién de la acidez volatil ascendente con el paso del tiempo a excepcion de los vinos envejecidos
en la Ultima fase de botella (21-26 meses) que desciende su contenido en acidez volatil (graficas 9 a y b).
Una de las causas del aumento de la acidez volatil es la cesién de la madera de unidades de xilosa
provenientes de la hemicelulosa. Esta xilosa presenta grupos acetilo, que al liberarse forman acido
aceético. Esta reaccion se produce por procesos de hidrélisis que tienen lugar durante el tostado de la
madera (Martinez, J., 1999 y 2004; Zamora, F., 2000 y 2003b; Del Alamo et al., 2000; Pomar, M., 2001;
Martinez, J. et al., 2005a y 2006b). Esta podria definir la causa del aumento mas acusado de la acidez
volatil del vino en el periodo de envejecimiento en contacto con la madera. Destacando una menor cesion
de los tablones de roble hingaro, que podria dificultar la extraccion del acido acético formado en el
tostado medio de la madera. Otra explicacion al aumento de la acidez volatil seria la presencia de
oxigeno en el periodo de contacto con madera, sobre todo al inicio de la incorporacién del vino en la
barrica o de los trozos de madera al vino. Esta aportacién de oxigeno fomenta los fenémenos oxidativos,
produciéndose pérdida de alcohol por oxidacién a &cido acético (Gonzélez, L. A. et al. 2006). Ademas, la
cantidad de oxigeno cedida por la madera nueva cortada en astillas es de 14 mg de oxigeno por cada
100 gramos, frente a los 9 mg de oxigeno que ceden al vino los tablones. Estos datos explicarian la
aparente disminucion de grado alcohdlico en los vinos envejecidos en depésitos (tablas 12 y 13), al no
producirse una interaccién con el exterior como ocurre en la barrica, no se produce la evaporacion de
agua. Fenémeno que ocurre en los vinos envejecidos en barricas, donde la pérdida de agua por
evaporacion fomenta la concentracién de los componentes del vino, entre los que destaca el etanol,
siempre que las condiciones ambientales ayuden a que se produzca este fenomeno.

Si se analiza lo ocurrido en la fase de madera (tabla 12), se comprueba que se alcanzan los valores de
acidez total mas elevados en los vinos envejecidos en barrica, especialmente de roble hungaro, seguido
del roble francés, y manteniendo valores méas bajos los vinos de barricas de roble americano. Otros
autores observaron un valor mas alto de acidez total en el vino envejecido con roble francés que en
americano (Aiken, J. W. et al., 1984; Martinez, J., 1999; Martinez, J., 2004). Incluso han observado que la
acidez total en los 6 primeros meses de envejecimiento en madera ha sido superior en el vino en contacto
con barricas de roble americano, pero cuando han aumentado el tiempo de permanencia en barrica a 24
meses, los valores mas elevados se han dado en los vinos en contacto con roble francés y hdngaro
(Ojeda, S., 2012).
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Grafica 9: Evolucion de la acidez volatil (g/L &c. acético) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

V.1.4. Compuestos fendlicos, parametros de color y edad quimica en el vino.

Las diferencias encontradas en los compuestos fenolicos y parametros de color de los vinos aumentan
con el transcurso del tiempo, especialmente los vinos envejecidos en las barricas frente a una mayor
similitud entre los vinos tratados con las astillas y los tablones; teniendo en cuenta que en las barricas
existe un importante factor no analizado en este primer estudio, que es la microoxigenacion. Se observa,
para los datos analizados en relacidon con el sistema de envejecimiento que desde el periodo de
madera los parametros diferenciadores de los vinos envejecidos en barrica son la componente roja
(%AS520), tonalidad (T), importancia de la componente roja %dA, coordenada a* y croma (C*). Destaca la
diferenciaciéon entre los vinos envejecidos en barricas, astillas y tablones después de un periodo
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prolongado de botella (14 meses), en parametros como polifenoles totales (PT), poco polimerizados
(PPP), polifenoles muy polimerizados (PMP), componente amarilla (%A420), componente azul
(%A620),intensidad colorante (IC), tonalidad (T), importancia de la componente roja (%dA), relacion de
los pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino (i), relacién de los pigmentos
poliméricos con respecto a los antocianos ion flavilum (ii), relacién de los antocianos del vino en forma
flavilium con respecto a los antocianos del vino (ifii), antocianos libres ién flavilium (a), antocianos libres
i6n flavilium sin SO, (aa) L, relacion rojo-verde (a*), relacion amarillo-azul (b*), croma (C*) y tono o matiz
(H) (tablas 14 y 15).

En relacion al tamanio del envase destaca la influencia sobre la alta polimerizacién de fenoles (PMP) en
el tiempo de contacto con madera y los polifenoles totales (PT) encontrado en los vinos durante su
periodo en botella. Una mayor polimerizacion se produce en recipientes de 225 L, sin embargo esta
diferenciacién deja de ser significativa en el periodo de botella. Respecto a la presencia de fenoles en el
vino (PT) la mayor concentracion se logra en recipientes de 300 L durante el periodo de permanencia en
botella (15-26 meses) (tablas 14 y 15). De lo que se deduce que el envejecimiento en recipientes de
mayor tamafio mitiga la polimerizacién de los fenoles en general y por tanto, ayuda a mantener en el vino
niveles mas elevados de estos compuestos. Parece que el tamafio del envase de madera produce un
efecto diferenciador en la concentraciéon de compuestos fendlicos presentes en el vino como indicara
Zhang, B. et al. (2015b).

El origen de la madera parece no ser un factor diferenciador de los vinos tratados con los tres tipos de
roble estudiados: americano, francés y hingaro. Sélo se aprecian diferencias significativas para el tono
(H) en el periodo de madera. Cuando el vino evoluciona en el tiempo, en ambiente reductor, las
diferenciaciones se incrementan alcanzado diferencias significativas en parametros como componente
amarilla (%A420), intensidad colorante (IC), tonalidad (T), importancia de la componente roja (%dA),
relacion de los pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino (i), relacion de los
antocianos del vino en forma flavilium con respecto a los antocianos del vino (i/ii), color debido a los
antocianos libres en forma de ion flavilium (a), luminosidad (L), coordenada a*, coordenada b*, croma (C)
y tono (H), obteniéndose estadisticamente valores homogéneos entre el roble americano y francés. Es
por tanto, el roble hungaro el origen de la madera diferenciador de los vinos en relacion a sus parametros
de color.
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Tabla 14: Valores medios de los parametros de color y compuestos fendlicos de los vinos envejecidos en un afio en
relacion volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y
hungaro). Resultados de la ANOVA

Relacion volumen Sistema Origen

225L 300L plevel Astillas Tablones Barricas p level Americano Francés Hingaro p level

PTZ 2011,66a 1995,22a 0,226 2003,64a 2009,05a 1997,64a 0,789 2009,94a 2008,25a 1992,14a 0,496
PPP2 1301,43a 1321,68a 0,055 1309,30a 1320,39a 1304,99a 0,465 1305,32a 1325,40a 1303,94a 0,177
PMP2 710,23b 673,54a 0,025 694,34a 688,66a 692,66a 0,958 704,62a 682,852 688,19a 0,522
CAT? 818,79a 823,94a 0,646 806,34a 826,07a 831,68a 0,157 818,72a 829,82a 815,55a 0,553
TAN! 256a 2,58a 0586 256a 256a 259 0,766 2,60a 2,558 2,57a 0,495
%A420  34/48a 34,58a 0,263 3460a 3459 34,40a 0,127 3453a 34,57a 3447a 0,664
%A520  50,72a 50,57a 0,295 5048a 5049a 50,95 0,011 5061a 50,58a 50,73a 0,670
%A620  14,81a 14,88a 0,561 1492a 1495a 14,65a 0,080 14,88a 14,84a 14,80a 0,830

IC 13,29a 13,20a 0419 1317a 1328a 13,28a 0,592 13,20a 13,23a 13,30a 0,733
T 068a 0692 0,184 069 069 068a 0,015 068a 068a 068a 0,559
%dA 51,35a 51,03a 0,263 5087a 5088a 51,81b 0,010 5111a 51,08a 51,38a 0,631
L 64,11a 64,332 0314 64292 64,17a 6420a 0896 64,34a 64,22a 64,098 0,654
a* 32,00a 31,64a 0,057 3152a 31,58a 32,36b 0,000 31,60a 31,73a 32,12a 0,062
b* 1252 142a 0192 144a 143a 113a 0,106 1,34a 1,39a  1,27a 0,767
c 32,05a 31,71a 0,067 31,58a 31,66a 3241b 0,001 3167a 31,80a 32,18a 0,072
H 473a 488a 0452 494a 481a 4652 0496 4,77a  449ab 515b 0,029

i 035 035 0263 035 035 034a 0,103 0,35a 0,35a 0,352 0,663
i 0,10a 0,10a 0492 0,0a 0,10a  0,10a 0,099 0,10a 0,10a  0,10a 0,577

ifi 3,73a  380a 0234 377a 373 377a 0693 377a 3,78a 3,752 0,861
a 2489a 2393a 0,107 2461a 2468a 2393a 0519 2456a 24,06a 24.61a 0,700
aa 20,05a 20,11a 0,851 19,65a 20,08a 20,50a 0,122 19,83a  20,05a 20,36a 0,422

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v), *Folin
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Tabla 15: Valores medios de los pardmetros de color y compuestos fendlicos de los vinos envejecidos en botella
(15-26 meses) en relacion volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera
(americano, francés y hlingaro). Resultados de la ANOVA

Relacion volumen Sistema Origen

225L 300L plevel Astillas Tablones Barricas p level Americano Francés Hingaro p level
PTZ 2091,86a2164,97b 0,000 2218,35c 2146,10b 2020,80a 0,000 2125,04a 2131,06a 2129,14a 0,969
PPP2  121556a1199,04a 0,186 1182,34a 1191,77a 1247,79b 0,000 1211,47a 1204,28a 1206,14a 0,886
PMP2  936,13a 914,75a 0,130 962,62b 938,70b 875,00a 0,000 936,07a 914,40a 925.86a 0,452
CAT2  647,19a 643,81a 0,771 650,53a 645,82a 640,14a 0,764 654,50a 637,92a 644,08a 0,500
TAN! 271a 2,71a 0833 2,70a 269 2,74a 0519 274a 2,/2a 2,68a 0,454
%A420  37,09a 37,08a 0,837 37,07b 36,852 37,34c 0,000 37,450  37,15b 36,96a 0,000
%A520  48,53a 4844a 0,286 4847a 4844a 4855a 0,485 4846a 48,39a 48,61a 0,071
%A620 13,82a 13,87a 0,577 13,87b 14,01b 1364a 0,001 1384a 13,87a 13,83a 0,915

IC 13,50a 13,50a 0926 13,35a 13,84b 13,31a 0,000 1332a 1342a 13,76b 0,000
T 0,73a 0,73a 005 073a 072a 074b 0,000 0,74b 0,73b  0,73a 0,000
%dA 47,34a 4731a 0873 47,07a 47,04a 47.85b 0,000 47,00a 47,38ab 47,58b 0,026
L 6347a 63,63a 0264 6347b 6295a 6423c 0,000 6382b 638% 6293a 0,000
a* 2795 2831a 00225 2719a 28,68b 2851b 0,000 2768a 28,00a 28,71b 0,014
b* 466a 4,70a 0485 468ab 4,78 459 0,006 4061a 463a 481b 0,001
c 2826a 28282 0935 27,63a 2858b 28,60b 0,000 2784a 2807a 2890b 0,000
H 6,23 6,17 0425 601a 6,03 65b 0,000 625 621a 6,13a 0,452

i 042a 043a 0079 044b 044b 0402 0,000 042a 042a 043b 0,002
i 0,177a 017a 0695 018 0118p  0,45a 0,000 0,17a 0,177a 0,18 0,001

ifi 206a 268 035 259 256a 287b 0,000 2,73b 2,70b  2,59a 0,000
a 31,85a 31,852 0,992 33250 3530c 27,00a 0,000 3127a 30,88a 33,39 0,031
aa 32,29a 32,07a 0,751 33,32b 3445b 28,77a 0,000 3182a 3146a 3326a 0,085

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v), *Folin

V.1.4.1.Compuestos fendlicos en el vino

Los tratamientos en los que el vino ha permanecido en barricas han tenido menor nivel de polifenoles
totales (PT Folin) en los Gltimos meses de envejecimiento en botella con respecto a los otros tratamientos
(astillas-tablones) (Graficas 10a y 11). Este resultado se podria explicar teniendo en cuenta la
polimerizacién experimentada por estas alternativas de crianza, o causada por una mayor extraccién de
elagitaninos y otros compuestos de la madera (Chatonnet, P. et al., 1997; Fernandez, B. et al., 1999b y
2003b; Pérez, L. J. et al., 2003a y b; Cadahia, E. et al., 2004; Fernandez, B., 2007).

La concentracion de polifenoles totales (PT Folin) en el vino se mantiene estable e incluso aumenta en
cantidad para los vinos en contacto con astillas y tablones a lo largo del proceso de envejecimiento, y
principalmente las mayores transformaciones se dan en la fase de botella, donde se observa desde el
comienzo del periodo reductor un importante descenso en la concentracién de fenoles totales en vinos

que en el primer periodo permanecieron en contacto con barricas. En esta fase, los fenoles poco
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polimerizados (PPP) disminuyen hasta valores inferiores a los vinos envejecidos en barricas, esto
demostraria que los sistemas alternativos experimentan procesos de polimerizacién mas rapidos, lo que
se traduce en una evolucion mas acelerada cuando se emplean alternativos, permitiendo esta técnica
acortar los tiempos de envejecimiento ya que la aportacién de polifenoles totales en los sistemas
alternativos aumentan. Estas diferencias en los valores corroboran los resultados descritos por Del
Alamo, M. (2004a) (tablas 14 y 15).
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Grafica 10: Evolucion de los polifenoles totales (PT Folin) (a) y polifenoles muy polimerizados (PMP) (b) del vino durante la
crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica (225 y 300 L)

Los fenoles poco polimerizados (PPP) (graficas 11 a y b) no son significativamente diferentes en los vinos
tratados en los distintos sistemas durante el primer periodo de envejecimiento (2-12 meses). Sin embargo
cuando el vino pasa a la fase de envejecimiento en botella, comienzan a diferenciarse los vinos
envejecidos en barrica, ya que mantiene una mayor concentracion de compuestos fenélicos libres, como
ya se comentara anteriormente. Se observa también un aumento en la concentracién de fenoles libres en
los vinos en periodos en los que la presencia de oxigeno es menor, podria decirse que en ambiente
reductor o con un descenso de la presencia de anhidrido sulfuroso los compuestos fenolicos poco
polimerizados experimentan una liberacion, siendo detectables a longitudes de onda de 750 nm.
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Grafica 11: Evolucion de los polifenoles poco polimerizados (PPP) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente
relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

En términos generales puede decirse que los compuestos fendlicos del vino disminuyen durante su
envejecimiento, pérdida que se ve mitigada en aquellos vinos que permanecieron en barricas frente a
depositos de acero inoxidable. Las diferencias méas significativas se alcanzan en el periodo de
permanencia en botella, lo que explicaria que los polifenoles de los vinos en contacto con barricas
presentan una mayor estabilidad, hecho que se refleja en que hacen que sus concentraciones sean
superiores a lo largo del tiempo. Diversos autores también apreciaron un descenso de estos compuestos
en el vino durante el tiempo de barrica y botella (Peyron, E., 1994, Ojeda S., 2012). Ademas, se ha
encontrado que los vinos tratados con roble francés alcanzan valores méas elevados de polifenoles totales
(PT Folin e IPT) que los envejecidos en roble americano y huingaro, como ya observara Gonzélez, L. A. et
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al. (2006), aunque tales diferencias no son significativas, confirmarian la mayor extraccién de elagitaninos
en el envejecimiento con roble europeo (francés y hingaro).

V.1.4.2. Parametros de color

El color de los vinos se ha estudiado mediante los métodos de Glories, Y. y CIELab descritos en el
Capitulo 2. La componente amarilla (%420) de los vinos ha experimentado una evolucion diferente en
funcidn del tamario y origen de la madera empleada (nivel de significacion 100 % para periodo de botella)
(tabla 14) (graficas 12 a y b). Los vinos envejecidos en barrica han presentado un incremento de la
tonalidad amarilla a lo largo del envejecimiento, debido a varios factores: la formacién de compuestos
amarillos debido a la oxidacion del vino, las polimerizaciones o la extracciéon de compuestos fendlicos de
la madera (Cadahia, E. et al., 2008); fenémenos modulados por el aporte de oxigeno a través de las
duelas de la barrica. Destaca el final del envejecimiento en botella, donde se observa una mayor
importancia de componente amarilla en los vinos que estuvieron en barrica al inicio del envejecimiento.
Ademés los vinos tratados con roble hungaro, especialmente con la madera cortada en tablones,
muestran valores mas bajos de porcentaje de color amarillo, podria ser atribuido a una menor
polimerizacién y condensacion de los taninos en estos vinos. Autores como Pomar, M. (2001), Pérez, L.
J. et al. (2003a) y Gonzélez, L. A. et al. (2006), atribuyeron un porcentaje de amarillo mas elevado a la
mayor extraccion de compuestos fenélicos de la madera hacia el vino.

Aunque no es significativo, puede observarse en las tablas 14 y 15, que la concentracién de catequinas
(periodo de madera) y taninos (periodo de botella) es menor en los vinos tratados con madera de origen
hungaro. El roble hingaro empleado en este estudio presenta un grano fino a muy fino, lo que se ha
relacionado con una mayor porosidad (Zamora, F., 2003a), pero el roble francés empleado en el estudio
también pertenece a dicha especie (Quecus petraea), ademas dependiendo del origen geografico el
grano puede ser variable, lo que explicaria la diferenciacidn entre los dos robles de una misma especie y
distinto origen. Atribuyendo menor porosidad al roble de origen hingaro frente al roble francés. Sin
embargo, las ultimas investigaciones realizadas por el grupo UVaMOX han determinado que el tipo de
grano no influye significativamente en el aporte de oxigeno al vino, ya que aunque en teoria el grano fino
deberia producir una mayor oxigenacion por su mayor porosidad, este hecho no ha sido constatado en
ningun estudio y las barricas de roble americano de grano medio aportan mas oxigeno a los vinos que las
barricas de grano fino (Del Alamo, M.et al. 2014 y 2015; Nevares |. et al., 2014a y b).
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volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El descenso observado en la componente roja (% A520) (gréficas 13 a y b) de los vinos responde a lo
esperado en el proceso de envejecimiento de los vinos, debido a los procesos que tienen lugar durante la
crianza de un vino, como son las polimerizaciones y condensaciones en las que estan implicados los
antocianos y los taninos (Feuillat, F. et al., 1999) con etanal como intermediario y en presencia de
oxigeno (Martinez, J., 1998 y 2004; Del Alamo, M. et al., 2002; Fernandez, B. et al., 2003b; Pérez, L. J. et
al., 2003a, b y d; Cadahia, E. 2004 y Cadahia, E. et al., 2008). El ligero aumento que han experimentado
los vinos en barrica en su componente roja durante el periodo madera, ha podido ser debido al
predominio de los procesos de copigmentacién y de polimerizacién estabilizadores de la materia
colorante (Valls, J. et al., 2000). Se observa un mayor porcentaje de color rojo en el vino que ha estado
en contacto con madera de roble hungaro, este resultado avala lo encontrado por Ojeda, S. (2012), que
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determina un valor mas elevado en el porcentaje de rojo en un vino envejecido durante 12 meses de
crianza en barricas de este roble frente a los vinos envejecidos en roble francés, americano y espafiol.
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Grafica 13: Evolucion de la componente roja (% A520) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

La intensidad colorante (IC) de los vinos nos da informacién sobre la estructura y cuerpo en boca. Se ha
observado en meses de envejecimiento en madera (2-12 meses) y botella (15-26 meses) (tablas 14 y 15)
un ligero incremento en los vinos debido a la formacién de nuevos compuestos coloreados de gran
estabilidad, siendo muy importantes los compuestos formados por las condensaciones entre antocianos y
taninos (Chatonnet, P., 2007). Este ligero aumento se mitiga a su vez, por las reacciones de
polimerizacién que dan lugar a estructuras poco estables en solucién que se pierden por precipitacién
(Hernandez, T. et al., 2007), coincidiendo con lo observado por otros autores (Cano, M. et al., 2007).
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Autores como Gonzalez, A. (2009) observo que los vinos elaborados al abrigo del aire presentaban una
intensidad colorante estacionaria que incluso disminuia. Esto cambiaba cuando el oxigeno intervenia en
la reaccién de manera moderada, la intensidad colorante aumentaba netamente. Ademas la intensidad
colorante aumenta en momentos en los que se efectla un aireado o el oxigeno no se encuentra
desplazado por la presencia de anhidrido sulfuroso. Por ese motivo el estudio de lo que ocurre en la
botella (al inicio del embotellado y cuando transcurre el tiempo y disminuye progresivamente la presencia
de anhidrido sulfuroso) refleja un aumento de la intensidad colorante, de lo que podria deducirse que la
presencia de anhidrido sulfuroso del vino influye de manera considerable en el andlisis de la intensidad
colorante. Ademas, Gonzalez, A., (2009) también ha comprobado que cuando la intensidad colorante
aumenta se observa que el contenido en antocianos libres disminuye, lo que se traduce en
condensaciones de estas moléculas. Estos nuevos pigmentos resultantes de la combinacion de estas
moléculas con otras presentes en el vino, fomentan la estabilizacion del color. Sin embargo, los
resultados obtenidos por otros autores hacen pensar que el comportamiento de la intensidad colorante no
siempre es la esperada y se ve afectada por gran cantidad de variables como el pH, presencia de
anhidrido sulfuroso, alcohol, antocianos libres y pigmentados y/o presencia de oxigeno que dificultan
interpretar el comportamiento de la intensidad colorante (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998, Del Alamo, M.
et al., 2002, Fernandez, B. et al., 2003b, Pérez, L. J. et al., 2003d, Cadahia, E. et al., 2004, Martinez, J.,
2004,, Gonzalez, L.A. et al., 2006, Martinez, J. et al., 2005a y 2006b y Cadahia, E. et al., 2008, Catania,
A., 2009 y Ojeda, S., 2012).

Aunque existe controversia entre autores frente al comportamiento de la intensidad colorante (IC) de los
vinos durante el envejecimiento, se comprueba que dependiendo del ambiente en el que se encuentre el
vino el resultado sera diferente. En periodo oxidativo la intensidad de color disminuye o varia segun los
procesos que se dan en el vino, en el periodo de botella la intensidad colorante aumenta progresivamente
hasta valores similares a los valores iniciales. Asi autores como Fernandez, B. et al. (2003b), Pérez, L. J.
et al. (2003d), Cadahia, E. et al. (2004), Martinez, J. (2004), Catania, A. (2009), y Ojeda, S. (2012)
observaron un descenso en la intensidad colorante de los vinos, mientras que autores como Ribéreau-
Gayon, P. et al. (1998), Del Alamo, M. et al., (2002), Gonzalez, L.A. et al. (2006), Martinez, J. et al.,
(2005a y 2006b) y Cadahia, E. et al. (2008), apreciaron un aumento en la intensidad colorante con el
tiempo de envejecimiento, que justificaron por la formacién de combinaciones antociano-tanino que
presentan un color mas intenso que los antocianos libres, y por procesos de polimerizacién de los
antocianos con las catequinas en presencia de acetaldehido.

La luminosidad (L) o también definida como claridad o capacidad de reflejar la luz o el color blanco
(Guzman, M., 2010). Se observa en las graficas 14 (a y b) al inicio del periodo de envejecimiento en
madera, una tendencia de diente de sierra en la claridad o pérdida de intensidad en el color de los vinos,
sin embargo se aprecia una pérdida de claridad o aumento de oscuridad en los vinos cuando se
encuentran en periodo de permanencia en botella, que se explicaria como un aumento en la intensidad
colorante. Esto podria ser debido a la presencia en estos vinos de un aumento de sustancias que
contribuyen a incrementar el color rojo o rojo-teja (Guzman,M., 2010). Los vinos mas claros durante el
periodo de botella se dan, con un 100 % de significacién, en aquellos que han permanecido en barricas.
Siendo los méas oscuros los vinos en contacto con tablones.
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Respecto al origen de la madera el roble hingaro es el que aporta al vino mayor oscuridad en su periodo
de botella, repitiendo una significacion del 100 % en sus diferencias con respecto al vino que permanecio
en contacto con roble americano y francés. Prida, A. et al. (2006) ya observaron diferencias en la
composicion fenolica de las maderas de roble de origen del Este de Europa, comparando 102 arboles de
roble de esta madera con 56 robles americanos y 276 robles franceses. Ademas dedujeron que los
compuestos capaces de distinguir mejor las especies de roble son los elagitaninos, siendo el eugenol, 2-
feniletanol, y los aldehidos fendlicos (vanillina y siringaldehido) las sustancias que alcanzaron mayor
concentracion en la composicion de los robles de Europa del Este.

Rodriguez, P. et al. (2011) también compararon los vinos en diferentes volimenes (300 y 500 litros) de
barricas de roble francés y encontraron que los vinos envejecidos en el volumen mas pequefio con un
nivel de tostado medio adquirieron mejores caracteristicas cromaticas, cantidades mas altas de aromas
relacionados con el roble, y las puntuaciones mas altas de anélisis sensorial.
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Grafica 14: Evolucion de la luminosidad (L) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L
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(@) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

La coordenada a*, se define como la componente que relaciona el color rojo frente al verde, es decir
vinos con aumento de componente a* en la escala positiva indicarian un aumento de la componente roja.
Dado que se trata de un vino tinto, la escala es positiva, predominando el color rojo frente al verde,
aunque se observa en las graficas 15 (a y b) que se produce una pérdida de color rojo a medida que el
vino envejece con el paso del tiempo. Se observa un descenso mayor en la componente a* en vinos que
han estado en contacto con astillas y mas altos valores en vinos en contacto con barricas, por tanto, los
valores mas rojos se alcanzan en los vinos de las barricas y los tablones, perdiendo color rojo con mayor

rapidez el vino en astillas.
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Grafica 15: Evolucion del color rojo frente al verde (a*) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Se vuelve a repetir la excepcionalidad en el vino en contacto con roble hingaro, que mantiene los valores
mas elevados de componente roja (a*). Este dato se repite, permitiendo relacionar la componente roja de
este dato con el porcentaje de rojo medido a una absorbancia de 520 nm, asi como con la intensidad de
color y con la cantidad de antocianos totales como ya lo hicieran otros autores, como Pérez, S. et al.
(2003a), Casassa, F. et al. (2006a), Guzméan, M. (2010), u Ojeda, S. (2012), donde ya observaran
también la peculiaridad de los vinos envejecidos con roble hingaro que presentaban diferencias respecto
a otros origenes de las madera estudiadas (americano, francés o espafiol) para los parametros CIElab.
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La coordenada b* que indica la componente que relaciona el color amarillo frente al azul, es decir vinos
con aumento de componente b* en la escala positiva indicarian un aumento de la componente amarilla. El
color del vino de la gama cromética para esta componente inicia el envejecimiento con valores en
equilibrio entre el amarillo y azul, puesto que se encuentran en torno al valor 0, pero a medida que
evoluciona en el tiempo aumenta la componente amarilla y se pierde color azul (gréficas 16 ay b).

Se observa por tanto, un aumento de la coordenada b* a lo largo del tiempo, siendo ese aumento
estadisticamente significativo para los vinos que han permanecido en tablones y para vinos que han
estado en contacto con madera de origen hungaro durante su periodo de estancia en botella (tabla 15).

Destaca el vino en contacto con roble hungaro, ya que durante el periodo de madera presenta los valores
mas bajos de coordenada b*, sin embargo en el periodo de botella representa el valor més elevado. Estos
valores mas elevados de la componente amarilla y mayor pérdida de la componente azules en vinos en
contacto con tablones cuando el vino permanece en botella, indicarian una evolucién mas acelerada de
las componentes del color del vino o la formacién de compuestos mas estables medibles a longitudes de
onda mas bajas.
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Grafica 16: Evolucion del color amarillo frente al azul (b*) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacién
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El parametro del croma o intensidad de color C*, da una idea de la contribucion de a* y b* al color total
del vino. Por ello valores méas elevados de C* presentarian una mayor saturacion a la vista de los vinos,
que indicarian la presencia de mas rojos ademas representa valores en toda la escala de a* y b* (Ifiiguez,
M. et al., 1995). La evolucion a lo largo de la crianza del vino es por tanto descendente como ya lo hiciera
la componente a* o el valor del porcentaje de color rojo (%A520), asi como la intensidad en color.
Diversos autores han comprobado en los vinos controversias, dado que han experimentado aumentos en
el valor del croma (lfiiguez, M. et al., 1995, Guzman, M., 2010 y Ojeda, S., 2012), o disminucion en su
valor (Noriega, M. J. et al., 2003) a lo largo del envejecimiento de los vinos en barricas de roble. Destaca
en los vinos estudiados que pequefias aportaciones de oxigeno fomentaria la recuperacién del croma,
dado que el vino cuando entra en madera o botella mitiga temporalmente la pérdida de croma (gréficas 17
ayb).
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Grafica 17: Evolucion del croma o intensidad de color (C*) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacién

volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El vino que ha permanecido en contacto con astillas presentan los valores mas bajos de croma a lo largo
del proceso de envejecimiento, lo que cabe pensar que presentan una menor intensidad en color tanto en

recipientes de 225 L como de 300 L.

El tono (H), se debe a los pigmentos amarillos que absorbe la luz a 420 nm y longitudes cercanas. Se
expresa en angulo y a medida que el vino envejece se produce un aumento del valor del tono.
Efectivamente se observa un aumento del valor a lo largo del proceso de envejecimiento en el primer
periodo (2-12 meses), aunque en el segundo periodo (botella) se produce un descenso del valor el tono

(14-26 meses); como puede apreciarse en la gréficas 18 (ay b).
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Este aumento de la coordenada H, que vendria determinada por el aumento de pigmentos amarillos
estaria relacionada con la formacién de antocianos polimerizados (Casassa, F. et al., 2006a; Gordillo, B.
et al 2012) o por el aumento de los polifenoles totales aportados al vino por la madera de roble (Martinez,
J., 1998 y 2004; Martinez, J. et al., 2005a y 2006b) durante el contacto del vino con la madera y esa
segunda etapa de pérdida de coordenada H durante el periodo de botella quedaria definida como la
precipitacién de la materia colorante y los fenoles polimerizados en el vino (Pomar, M. et al., 2001).

Siguiendo el criterio de formacion de nuevos pigmentos aportados por la madera, parece interesante
determinar las diferencias encontradas en los vinos en este parametro segun el origen de la madera en el
que han permanecido. Si se observa la tabla 14, se aprecia una diferencia significativa de los vinos que
han permanecido en madera de roble hungaro, que alcanza valores mas elevados de matiz, siendo el
vino de roble americano el que presenta el valor mas bajo. Este dato se centra en los vinos cuando han
estado en contacto con la madera, dado que las diferencias significativas en la botella desaparecen. La
significacion en el periodo reductor la marca la barrica, que alcanza los valores méas elevados. Con estos
resultados podria decirse que, aquellos vinos que en la primera fase de envejecimiento alcanzan valores
muy elevados en H (compuestos polimerizados 0 aumento de copigmentos amarillos) en la segunda fase
de envejecimiento pierden mas rapidamente estos compuestos, porque al continuar con la polimerizacion
alcanzan un peso tal que acaban precipitando y perdiéndose en el vino (tabla 15).

Por tanto, el valor de coordenada H encontrado en este estudio determina que el roble hungaro es el
origen de la madera en el que mas evolucion sufren los vinos, con las caracteristicas de envejecimiento
empleadas en este trabajo, y la barrica es el recipiente que mantiene a los vinos mas jévenes en relacion
a su color.
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Grafica 18: Evolucion del tono (H) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L (a) y
300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

V.1.4.3.Edad quimica

Los parametros de edad quimica (i, ii, 0, aa) dan una idea de las reacciones que sufren los antocianos
del vino implicandose en la formacion de pigmentos. Destaca la menos relaciéon de los pigmentos
poliméricos respecto a los antocianos (i) presentes en los vinos envejecidos en barricas seguidos de los
tratados con astillas y finalmente con tablones, principalmente en su fase final de envejecimiento en
botella (gréficas 19 a y b), excepto para los vinos de las barricas de roble hingaro de tamafio 225 L. Este
resultado se ha obtenido tanto con la medida directa en el vino (pigmento polimérico respecto a los
antocianos del vino i), como con la medida aplicada sobre la muestra de vino a la que se ha relacionado
con los antocianos ion flavilium (ii). En ambos casos, la relacion del pigmento polimérico frente a los
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antocianos es mas importante en los vinos en contacto con tablones (excepto para el roble hingaro de
225L). Se ha observado que al embotellar el vino se produce un aumento del contenido de pigmento
polimérico durante el proceso de envejecimiento en botella (12-26 meses), como puede observarse en las
gréficas 20 (ay b).
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Grafica 19: Evolucion del pigmento polimérico respecto a los antocianos (i) del vino durante la crianza en madera y botella de
diferente relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

158



Capitulo 1

0,40
Relagion vol.: 225
— 035 —+ Barricas
=4 -m Astillas
% Tablones
& 0,30
=
S
@
£ 025
8
1=
@©
2 0,20
8
o
o
8 0,15
Rl
£
E
o 0,10
=
[
£
>
o 0,05 =
Madera Botella Madera Botella Madera Botella
0,00
Mes: 6 10 15 21 26 pMes: 6 10 15 21 26 pMes 6 10 15 21 26
4 8 12 18 24 4 8 12 18 24 4 8 12 18 24
Orig.: Americano Orig. Francés Orig.: Hingaro
0,40 7
Relation vol.: 300
= 0,35 ~e~ Barricas
5 -# Astillas
= Tablones
& 0,30
s L
8 ’ »
& 0,25
§ .1 »
£ . .
£ 0,20 ’
2 ] '
2 ]
5 H '
2 ! o
= ol r 4
o 4 -
= 4
(]
£
=2
o 144
Madera Botella Madera Botella Madera Botella
0,00
Mess 6 10 15 21 26 pMess 6 10 15 21 26 Mes: 6 10 15 21 26
4 8 12 18 24 4 8 12 18 24 4 8 12 18 24
Orig.: Americano Orig.: Francés Orig.:Hungaro

Grafica 20: Evolucion del pigmento polimérico respecto a los antocianos en forma de ion flavilium (i) del vino durante la crianza
en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Al'igual que ocurriera en los parametros i € ii, el color debido a los antocianos en forma de i6n flavilium (a)
también aumenta en los vinos, aunque en menor proporcion. La cantidad de color debido a los antocianos
en forma flavilium (a) en vinos que han permanecido en contacto con tablones alcanzan los valores méas
elevados, seguidos de los tratados con las astillas. Los vinos de las barricas son los que menor valor
presentan, es decir tienen menor color debido a antocianos libres. Es por tanto, el vino en contacto con
tablones, el que experimenta la mas rapida formacion de pigmentos poliméricos, debido al mayor nimero
de reacciones de polimerizacién que han sufrido los antocianos (excepto para los vinos envejecidos en
roble hungaro), aunque a su vez presentan los valores mas elevados de color debido a los antocianos en
forma flavilium medidos directamente (a) o una vez suprimido el efecto del SO, (aa) (graficas 22 (ay b) y
24 (a 'y b)). Esto explicaria en general, como los antocianos del vino disminuyen su estado libre para
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formar compuestos mas estables, formando pigmentos poliméricos que contribuirian a incrementar la
intensidad colorante y la componente roja (%A520), por su relacién directa entre el analisis de estas dos
variables, siendo la componente roja en un vino tinto el parametro que méas contribuye a aumentar el valor
de la intensidad colorante.
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Grafica 21: Evolucion del color debido a los antocianos en forma de i6n flavilium (a) del vino durante la crianza en madera y
botella de diferente relacién volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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Grafica 22: Evolucion del color debido a los antocianos en forma de ién flavilium tras suprimir el efecto del sulfuroso (aa) del vino
durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de
envejecimiento

V.1.5. Antocianos mondmeros y acilados en el vino

La concentracion de antocianos mondmeros y acilados estudiados se han identificado individualmente
mediante su aislamiento del resto de los componentes del vino, y posteriormente, cuantificados por
cromatografia de liquidos previa identificacion individualizada de cada compuesto.

Dependiendo de las condiciones de almacenamiento (tamafio y tipo de recipiente), varias reacciones
quimicas pueden influir en la composicién de antocianos del vino. Diferentes efectos tienen en el vino tras
la crianza en botella. Estos efectos como se ha comprobado en apartados anteriores influyen en el

161



Resultados y discusion

aumento de la estabilidad del color, la clarificacion espontanea y componentes fendlicos mas complejos.
La complejidad de los componentes fendlicos se incrementa debido a la condensacion y polimerizacién
entre ciertos compuestos presentes en el vino, cierto nimero es transferido al vino durante el periodo de
contacto con roble. Durante el almacenamiento, los compuestos antocianos monoméricos, (Df-3-Gl, Cn-3-
Gl, Pt-3-Gl, Pn-3-Gl y Mv-3-GlI) disminuyen y polimerizan hacia pigmentos oligoméricos o poliméricos mas
estables (Monagas, M. et al.; 2006a) hasta que se acercan al equilibrio con sus componentes fenolicos
correspondientes, lo que podria ser responsable como se viera en el apartado anterior de la pérdida de
componente de color rojo y azul del vino (tablas 14 y 15). Pero también se ven implicados en reacciones
de degradacién (Cano, M. et al., 2006) que inevitablemente hace que la pérdida de los antocianos y por
tanto del color sea irreversible.

El grupo de antocianos monoglucosilados aunque disminuyen en concentracién, en parte esta pérdida se
ve mitigada como resultado de las reacciones de condensacion con las proantocianidinas (Pomar, M. et
al., 2001). Tales como catequinas, epicatequinas y también por uniones con el acido p-cumarico, acido
aceético, acido pirtvico y acido caféico entre otros, formando lo que se define como antocianos acilados
(Df-3-Gl, Cn-3-Gl, Pt-3-Gl, Pn-3-Gl y Mv-3-GI formando antocianos cumarilados, acetilados, piruvatos y
caferilados). A lo largo del proceso de envejecimiento, tanto en contacto con madera como en botella, se
observa un descenso o pérdida de los antocianos monoémeros asi como de sus derivados acilados
(Graficas 23, 24 y 25 (a y b)). Destaca que la pérdida de estos compuestos en el vino se mitiga durante el
primer periodo de crianza (madera) y se produce una pérdida mas rapida cuando el vino se encuentra en
su segundo periodo de crianza (botella), coincidiendo este resultado con lo obtenido por otros autores
(Monagas, M. et al., 2005a; Cano, M. et al., 2007; Gallego, L. 2013) (tablas 16 y 17). Este
comportamiento podria explicarse debido a una menor pérdida causada por las uniones que se dan entre
los antocianos y los taninos (Del Alamo, M. et al., 2004b; Cano, M. et al., 2006, 2007). Ademas también
explicaria por qué los tratamientos con barrica son los que han tenido mayor nivel de antocianos
monémeros, lo que se deberia a que el alto nivel de copigmentos protegié los polifenoles e inhibié la
polimerizacion, ya que muchos de los flavonoides actuaron como cofactores (Boulton, R., 2001).

Cuando se observa la influencia del tamafio del recipiente, las mayores diferencias se alcanzan de
manera significativa, sobre los compuesto acilados destacando el Vit A, Cn-3-Gl-Ac, y el Pt-3-GI-Ac. Una
vez finalizado el periodo de contacto con madera estas diferencias desaparecen (tabla 16 y 17).

En relacion al sistema de envejecimiento, se observa una clara diferenciacion entre los vinos envejecidos
en barricas frente a los sistemas alternativos, obteniéndose los valores mas altos para los vinos que han
estado introducidos en barricas, en general para todos los antocianos analizados por métodos
cromatogréaficos. Se puede concluir que la barrica fomenta la permanencia de los antocianos en estado
libre o copigmentado y retrasaria la polimerizacion de los mismos. Esta cicloadicion y condensacion
directa que es debida a la unién de antocianos con taninos mediada por el acetaldehido se ve favorecida
por la presencia de acetaldehido, por tanto un aporte de oxigeno a través de la madera favoreceria esta
reaccion, de ahi que el vino en contacto con barricas mantengan valores mas elevados de antocianos
monoglucosilados y sus acilaciones. Aunque diversas experiencias realizadas por otros autores no han
obtenido diferencias en el nivel de antocianos entre el vino que se encontraba en barrica y el que se
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encontraba en deposito (Pontallier, P. et al., 1982; Peyron, E. et al., 1994; Martinez, |. et al., 2000; Vivas,
N. et al., 2000; Pérez, L. J. et al., 2003a; Martinez, J. et al., 2005b; De Beer, D. et al., 2008).

Tabla 16: Valores medios de los antocianos monémeros y acilados de los vinos envejecidos en un afio en relacion
volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y hingaro).
Resultados de la ANOVA
Relacion volumen Sistema Origen

225L 300L plevel Astillas Tablones Barricas p level Americano Francés Hungaro 225 L
Df-3-GI2 3548a 3537a 0,789 34,59a 33,90a 37,80b 0,000 3580a 3520a 3528a 0,441
Cn-3-GI2 367a 366a 0,710 3,57a 3,53a 3,89b 0,000 3,70a 3,64a 3,652 0,307
Pt-3-GI2 34,46a 34,252 0,615 33,52a 32,80a 36,75b 0,000 34,732 34,14a 34,21a 0,465
Pn-3-GI2 10,28a 10,20a 0,458 998a 9,79a 10,95b 0,000 10,32a 10,16a 10,24a 0,498
Mv-3-GI2 128,10a 127,01a 0,450 124,62a 122,22a 135,82b 0,000 128,40a 126,91a 127,352 0,684
Vit A2 1,11b 1,05a 0,001 1,02a 1,05a 1,17b 0,000 1,07a 1,06a 1,11a 0,079
Df-3-G-Ac?  241a 242a 0,906 2352 2352 2,550 0,000 243a 241a 242a 0,894
Cn-3-G-Ac?> 1,32a 1,40b 0,010 1,42a 1,36ab 1,30a 0,010 1,36a 1,34a 1,38a 0,518
Pt-3-Gl-Acz  121a 127b 0,001 126a 123a 124a 0463 126a 1,23a 1,24a 0,484
Pn-3-Gl-Ac2  287a 281a 0,303 283 2,70a 298b 0,000 291a 2,79 2,82a 0,228
Df-3-G-Cm? 525a 528a 0,671 5718 496a 565c 0,000 532a 526a 521a 0,500
Mv-3-Gl-Ac2 6,96a 6,88a 0469 669a 6,61a 745b 0,000 7,02a 6,83a 6,91a 0,322
Mv-3-GI-Cf2  0,25a 0,26a 0,724 025a 025a 026a 0,376 0,26a 0,25a 0,25a 0,812
Cn-3-G-Cm? 0,82a 0,81a 0532 0820 077a 087c 0,000 0,83a 081a 0,81a 0,590
Pt-3-GI-Cm? (0,81a 0081a 0556 0,79a 0,76a 0,88b 0,000 0,82a 0,80a 0,81a 0,424
Pn-3-Gl-Cm2? 332a 330a 0,622 320a 3,2a 3,60b 0,000 3,36a 3,26a 3,30a 0,176
Mv-3-GI-Cm2 1556a 15,46a 0,647 15/10a 14,81a 16,61b 0,000 1556a 1544a 1553a 0,882
Ant-3--Gl-Ac? 14,76a 14,77a 0,935 14,56a 14,24a 1549b 0,000 1500a 14,582 14,72a 0,158
Ant-3-GI-Cm? 2574a 2542a 0,411 2521b 24,08a 27,44c 0,000 2583a 2561a 2529 0,535
Antocia. tot.2 254,11a 252,40a 0,546 247,60a 242,34a 269,82b 0,000 25537a 251,79a 252,61a 0,558
Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)
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Tabla 17: Valores medios de los antocianos monémeros y acilados de los vinos envejecidos en botella (15-26
meses) en relacion volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano,
francés y hiingaro). Resultados de la ANOVA

Relacion volumen

Sistema

225L 300L plevel Astillas Tablones Barricas p level Americano Francés Hungaro 225 L

Df-3-GI2
Cn-3-GI2
Pt-3-GI2
Pn-3-GI?
Mv-3-GI2

Vit A2
Df-3-Gl-Ac?
Cn-3-Gl-Ac?
Pt-3-Gl-Ac?
Pn-3-Gl-Ac?
Df-3-GI-Cm2
Mv-3-Gl-Ac?
Mv-3-GI-Cf2
Cn-3-GI-Cm?
Pt-3-GI-Cm?
Pn-3-GI-Cm?
Mv-3-GI-Cm?
Ant-3--Gl-Ac?
Ant-3-GI-Cm?

14,80a
1,70a
14,45a
4,58a

14,75a
1,64a
13,92a
4,28a

50,75a 49,94a

1,21a
1,32a
1,26a
1,10a
0,97a
2,21a
2,24a
0,29a
0,60a
0,77a
0,93a
4,28a
6,74a
8,98a

1,19a
1,37a
1,34a
1,20a
0,91a
2,20a
2,25a
0,27a
0,55a
0,79a
0,97a
4,13a
7,09a
8,92a

0,910
0,241
0,329
0,077
0,624
0,750
0,427
0,245
0,063
0,397
0,912
0,849
0,365
0,068
0,815
0,284
0,422
0,073
0,870

Antocia. tot.2 105,35a 103,82a 0,659

13,22a
1,54a
12,85a
4,04b
45,42a
1,12a
1,38b
1,30a
1,10a
0,85a
1,94a
2,03a
0,25a
0,56a
0,77a
0,80a
3,58a
6,54a
7,81a
94,36a

12,30a
1,56a
12,12a
3,52a
42,84a
1,14a
1,22a
1,36a
1,16a
0,95a
1,90a
1,91a
0,28a
0,54a
0,73a
0,81a
3,51a
6,54a
7,59a
89,93a

18,81b
1,90b
17,60b
5,73¢c
62,78b
1,33b
1,45b
1,25a
1,19a
1,02a
2,78b
2,79
0,32b
0,62b
0,84a
1,23b
5,53b
7,66b
11,45b

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,452
0,353
0,154
0,000
0,000
0,003
0,030
0,282
0,000
0,000
0,000
0,000

129,45b 0,000

16,30c
1,78b
15,36b
4,64b
54,24b
1,13a
1,35a
1,22a
1,11a
0,99a
2,37b
2,41
0,26a
0,57a
0,83a
1,01a
4,690
6,86a
9,70b

111,85b

Origen
15,09 12,94a
1,70b  1,52a
14,23ab 12,97a
458b  4,06a
51,60b 45,20a
1,16a  1,31b
1,32a 1,38a
1,22a  1,47b
112a 1,22a
0,90a 0,93a
2,24b  2,01a
2,24ab  2,08a
0,30a  0,28a
0,58a 0,57a
0,79a 0,73a
091a 0,93a
4,18a  3,75a
6,81a 7,07a
8,92ab 8,23a

106,23b 95,67a

0,000
0,001
0,002
0,012
0,000
0,003
0,755
0,008
0,221
0,587
0,003
0,003
0,116
0,892
0,389
0,086
0,000
0,489
0,015
0,001

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (V/v)
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Grafica 23: Evolucion del Cianidin-3-glucosido (Cn-3-Gl) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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Grafica 24: Evolucion del Petunidin-3-glucésido (Pt-3-Gl) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Sin embargo, se produce un comportamiento diferenciador, aunque no significativo, para el vino que ha
permanecido en contacto con roble hungaro de 225 L de tamafio, donde la barrica no se comporta como
sistema en el que menos antocianos se pierden, y son los vinos en contacto con tablones los que
mantienen concentraciones mas elevadas de estos compuestos. Se podria definir como un
comportamiento puntual, ya que como se observa en las tablas 16 y 17, ni el tamafio del recipiente, ni el
origen de la madera se han considerado factores diferenciadores de manera significativa, aunque seria
interesante encontrar una explicacion a esta excepcionalidad (donde el sistema no presenta importantes
diferencias entre los vinos en contacto con barricas y el empleo de sistemas alternativos para la relacion
de tamafio de 225 L). Este comportamiento excepcional podria definir una caracteristica singular de la
madera de roble hungaro (Quercus. petraea). Podria decirse que cuando las aportaciones de madera al
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vino son elevadas (relacion/volumen: 225 L), los tablones permiten mantener mayor concentracion de
antocianos totales del vino. EI comportamiento del roble hungaro hace este origen diferenciador también
para parametros como son los antocianos mondémeros y acilados.

18

Relagion vol.: 225
~e~ Barricas
- Astillas
— Tablones
S w
E
3
@
£ \
S h!
%
2 D‘:Q
=}
>
2
K=
k=] [ 3
3 n \
[
N
a
0
Madera Botella Madera Botella Madera Botella
-2

Mes: 6 10 15 21 26 pes: 6 10 15 21 26 pes: 6 10 15 21 26

4 8 12 18 24 4 8 12 18 24 4 8 12 18 24
Orig.: Americano Orig.: Francés Orig.: Hingaro
18
Relagion vol.: 300
16 -o- Barricas
‘ 3 "
14 = Astillas
— Tablones
jan \
g 12t ®
= N\
Q
<@ 10
<
S5
S 8
S
'8
3
> 6
o
=
=]
< 4
[o)
o
2
0
Madera Botella Madera Botella Madera Botella
-2

Mess 6 10 15 21 26 pMess 6 10 15 21 26 Mess 6 10 15 21 26
4 8 12 18 24 4 8 12 18 24 4 8 12 18 24

Orig.: Americano Orig.: Francés Orig.:Hungaro

Grafica 25: Evolucion del Peonidin-3-glucésido (Pn-3-Gl) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Las concentraciones de todos los antocianos fueron siempre significativamente mayores en el primer
periodo de contacto con madera que en el segundo periodo en botella (tablas 16 y 17), y las
concentraciones mas altas se encontraron en las barricas, seguido por el vino tratado con astillas y,
finalmente, el vino en contacto con tablones. Este resultado esta de acuerdo a las reacciones de
envejecimiento que dan lugar a una pérdida de antocianos se llevd a cabo mas rapido en el vino
envejecido en sistemas alternativos que en vinos envejecidos en barricas, pudiendo ser debido a que la
cesién de los taninos en los vinos en barricas es mas lento por su mayor dificultad de extraccion de la
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misma, produciendo un menor nivel de condensacion con taninos. (Pérez, S. et al. 2000; A. Piracci, A. et
al., 2001).

El malvidin-3-glucésido es el antociano mayoritario en los vinos producidos de la variedad Tinto fino.
Seguidamente se encuentra en concentraciones elevadas el delfinidin-3- glucésido (gréficas 26 y 27 (a'y
b)) y el petunidin-3-glucdsico. Caracterizando estos antocianos a la variedad Tinto fino en la
denominacion de origen Cigales, dado que estos tres antocianos presentes en las uvas mantienen las
concentraciones mas elevadas en el vino. Ademas destaca que sus derivados acilados también
presentan los valores mas elevados.
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Grafica 26: Evolucion del Malvidin-3-glucésido (Mv-3-Gl) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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Grafica 27: Evolucion del Delfinidin-3-glucosido (Dt-3-Gl) del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion
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volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Respecto a las especies botanicas de madera, durante la permanencia en botella, los vinos tratados con
madera de roble de diferentes origenes han tenido concentraciones similares de antocianos y los mas
altos se han mantenido en el vino envejecido en roble americano. Dichos resultados fueron méas
evidentes en peonidin-3-glucosido (Pn-3-Gl) y malvidin-3-glucésido (Mv-3-Gl). Las concentraciones mas
bajas se lograron con madera de roble francés. De ello se deduce que, aunque todos los antocianos
monomeros presentan similar evolucion, cabe destacar la influencia en el origen de la madera cuando los
vinos permanecen un tiempo prolongado en botella y no presentandose esas diferencias en su periodo de
madera. Siendo el vino con roble hingaro el que presenta los valores inferiores en relacion a los
antocianos libres, pero los mas elevados en cuando a antocianos acilados o polimerizados (Vit A). Es
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interesante definir que la madera de roble hingaro ha facilitado la polimerizacién de los antocianos y
aumenta el color de los vinos (IC, i 6 ii).

En cuanto a los derivados antocianicos del acido p-cumarico y del acido acético, sus concentraciones
fueron superiores en el vino envejecido en barricas, y ligeramente superiores en el vino de las astillas que
las duelas (tabla 16 (graficas 28 y 29 (a y b)). La madera de roble americano ha alcanzado las
concentraciones mas altas de antocianos acilados. Estos datos se mantienen tanto en contacto con
madera como durante su estancia en botella, destacando que en este segundo periodo la diferenciacién
del sistema aumenta es decir, las barricas evitan en mayor medida la pérdida de antocianos y esta menor
pérdida ayuda a mantener la cantidad de antocianos mas elevada en botella.
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Grafica 28: Evolucion del Malvidin-3-glucésido acetilado (Mv-3-Gl-Ac) del vino durante la crianza en madera y botella de
diferente relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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Se ha encontrado en los vinos una menor pérdida del contenido de antocianos acilados que de
antocianos mondmeros, que puede ser causado por la velocidad entre las combinaciones de los
antocianos con taninos, siendo mas rapidas para los antocianos acilados y también a causa de los
posibles procesos de hidrélisis que provocan los antocianos monoméricos (Dallas, C.; et al.; 1995; Pazo
M., etal.; 1997). Este hecho puede ser debido a que las combinaciones con taninos son mas rapidas para
los antocianos acetilados y también a causa de los posibles procesos de hidrolisis que se producen en los
antocianos no acetilados (Dallas, C., et al., 1995; Pazo, M., et al., 1997).
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Grafica 29: Evolucion del Malvidin-3-glucésido cumarilado (Mv-3-GI-Cm) del vino durante la crianza en madera y botella de
diferente relacion volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El comportamiento del compuesto vitisin A (malvidin-3-glucésido piruvato) en el vino estudiado es
irregular donde se observa en las graficas 30 (a y b) una tendencia més o menos constante a lo largo del

tiempo. Las diferencias mas significativas se observan en los vinos envejecidos entre diferentes origenes,
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influenciados por el tamafio de la madera es decir, entre barricas, astillas y duelas de los vinos de los
demés, cuando se utiliza roble francés en lugar del americano o hungaro. Siendo significativas las
diferencias encontradas también en relacién al tamafio del envase, asi la cantidad de vitisin A en
recipientes de 225 L es mayor en vinos con duelas que en vinos con astillas, ocurriendo el efecto
contrario en vinos que permanecieron en recipientes de 300 L.

También es significativo el comportamiento del vitisin A (malvidin-3-glucésido piruvato) en los vinos con
roble hingaro en su periodo de botella (tabla 17). Donde se observa una mayor formaciéon de este
compuesto para los vinos envejecidos inicialmente en contacto con madera de roble hungaro.
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Grafica 30: Evolucion del vitisin A del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L (a) y
300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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La suma de los antocianos totales analizados en los vinos (graficas 31 a y b) por HPLC experimenta la
misma evolucién que el analisis determinado por el método ultravioleta-visible. Se produce un descenso
en los vinos, siendo menor la pérdida de antocianos totales en los vinos que permanecieron en barricas.
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Grafica 31: Evolucion de los antocianos totales del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica
225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

V.1.6. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular en el vino.

La presencia de compuestos fendlicos parece estar muy influenciada, como se ha visto con anterioridad,
por los procesos de envejecimiento a los que se ven sometidos los vinos. Parece razonable exponer el
contenido en compuestos fendlicos de bajo peso molecular durante el proceso de envejecimiento tanto en
madera (2-12 meses), como en botella (14-24 meses) (tablas 18 'y 19).
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Después de 12 meses de contacto con madera, las diferencias relacionadas con el tamafo del envase
(225-300 L) aumentaron, destacando valores més altos para vinos en contacto con recipientes de 225 L
de capacidad para parametros como aldehido protocatéquico y acido gentisico, desapareciendo tal
diferenciacién en el periodo de botella. Destaca una mayor presencia en los vinos en recipientes de 300 L
para parametros como acido caféico, acido p-cumarico y acido fertlico, todos ellos &cidos
hidroxicinamicos. Manteniendo las diferencias significativas, para los dos primeros pardmetros en los
vinos, también en periodo de botella. Esto parece indicar que se ven claramente influenciados por el
contacto con la madera ya que a mayor cantidad de madera, mayor hidrolizacién de dichos compuestos
al vino. Otro parametro influenciado significativamente en el vino en su periodo de botella es la vanillina,
presentando valores mas elevados en los vinos en contacto con recipientes de mayor tamafio (300 L).

Tabla 18: Valores medios de los compuestos fenolicos de los vinos envejecidos en un afio en relacion volumétrica
(225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y hungaro). Resultados
de la ANOVA

Relacion volumétrica Sistema Origen

225L 300L plevelAstillasTablonesBarricasp levelAmericanoFrancésHungaro 225 L
Ac. galico? 39,67a 40,09a 0,454 39,41a 39,44a 40,79a 0,077 3998a 40,31a 39,36a 0,380
Ald. protocatéquico?> 1,92a 1,84a 0,079 1,82a 1,86a 1,95a 0,057 185a 1,88a 1,90a 0,700
Ald. p-Hydroxybenzoico? 0,15b  0,13a 0,000 0,15a 0,13a 0,14a 0,081 0,14a 0,114a 0,14a 0,957

CatequinaZ 418b 4,03a 0,022 391a 397a 443b 0,000 424b 4,10ab 3,97a 0,003
Ac. siringiro2 0,38a 040a 0095 038a 040a 040a 0,101 039 039 040a 0,856
Vanillina? 33,67a 34,41a 0,075 33,36a 34,35a 34,26a 0,164 33,72a 33,85a 34,41a 0,447
Epicatequina? 233 231a 0,710 228a 238a 231a 0,110 231a 233a 2,33a 0,891

Ac. p-Cumérico? 7,92a 8,74b 0,000 868b 874b 7,57a 0,000 795a 8,33b 8,70c 0,001
Ac. protocatéquico?  392a 394a 0,858 3,85a 4,00a 3,94a 0246 388a 39a 393a 0,586

Ac. vainillinico? 0,33a 0,37a 0,221 0,35a 0,39a 0231a 0,090 0,34a 037a 0,34a 0,562
Ac. gentisico? 10,91a 11,25a 0,168 10,70a 10,96a 11,58b 0,013 11,22a 10,95a 11,07a 0,669
Ac. cafeico? 3,80a 4,17b 0,000 4,16b 4,17b 3,63a 0,000 390a 391a 4,15b 0,002
Ac. ferdlico? 0,36a 0,38b 0,003 0,38b 0,39b 0,34a 0,000 0,36a 0,36a 0,39 0,000
Ac. sinapico? 145a 147a 0656 145a 146a 148a 0820 146a 146a 1,46a 0,993

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)
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Tabla 19: Valores medios de los compuestos fendlicos de los vinos envejecidos en botella (15-24 meses) en
relacion volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y
hungaro). Resultados de la ANOVA

Relacion volumétrica Sistema Origen

225L 300L p levelAstillasTablonesBarricasp levelAmericanoFrancésHingarop level
Ac. galico? 64,92a 65,07a 0,880 63,352 64,53a 67,090 0,009 6512a 66,01a 63,84a 0,201
Ald. protocatéquico?  352a 3,42a 0431 3,21a 361b 358 0,018 3,31a 3,61a 348a 0,169
Ald. p-Hydroxybenzoico? (0.44a 0,49a 0,060 0,47a 047a 046a 0994 045a 047a 048a 0,709

Catequina? 3,656a 3,52a 0317 3,28a 326a 4,23b 0,000 382b 358ab 3,37a 0,027
Ac. siringiro2 0,30a 0,31a 0487 0,31a 030a 031a 0,787 030a 031a 0,30a 0,585
Vanillina? 30,24a 29,96a 0,619 29,88a 30,08a 30,33a 0,801 30,12a 30,43a 29,74a 0,595
Epicatequina? 3,18a 321a 0,779 3,02a 335 3,23a 0,07 3,12a 3,33a 3114a 0,335

Ac. p-Cumarico? 15,69a 17,38b 0,000 16,93b 18,13c 14,54a 0,000 1553a 16,30a 17,77b 0,000
Ac. protocatéquico?  7,80a 7,54a 0,395 7,47a 7,98a 7,57a 0361 7,352 7,59a 808a 0,140

Ac. vainillinico2 1,32a 1,49 0,026 1,41a 143a 138a 0891 137a 142a 144a 0,699
Ac. gentisico? 13,35a 13,11a 0,490 12,552 13,42b 13,72b 0,024 13,282 13,17a 13,23a 0,969
Ac. cafeico? 6,24a 6,65b 0,013 6,30a 645a 6,58a 0381 650a 635 6,47a 0,736
Ac. ferdlico? 0,31a 0,30a 049 029a 032a 031a 035 031a 031a 0,30a 0,968
Ac. sinapico? 247a 245a 0,797 2,26a 253b 2,60b 0,006 244a 247a 247a 0,964

Para cada factor, letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas, en negrita se
muestra el p level con significacién > 95 % (p<0,05)

Los vinos con 12 meses de madera y 12 meses de botella (tablas 18 y 19), presentaron diferencias
significativas en relacion al tipo de madera en el contenido de &cido gentisico y acidos hidroxicinamicos
(&cido caféico, acido p-cumarico y acido ferdlico). Siendo en el periodo en el que ya la madera deja de
estar en contacto con el vino, significantes las diferencias en acidos hidroxibenzoicos (acido galico, &cido
protocatéquico y acido gentisico). Entre los acidos hidoxicinamicos, destacan diferencias en la fase de
botella el &cido caféico y &cido sindpico y el flavonoide epicatequina, en ambos periodos de
envejecimiento de los vinos. Destacando una menor concentracién de acidos hidroxicinamicos y una
mayor concentraciéon de &cidos hidroxibenzoicos y epicatequina en vinos en contacto con barricas,
seguida de los vinos envejecidos en tablones. Ademas parece que las astillas presentan valores mas
bajos en estos compuestos fendlicos con diferencias significativas, si se comparan con lo que ocurre en
los vinos en contacto con tablones. Este resultado demuestra la relacién importante del tamafio de la
madera en el contenido de estos compuestos en el vino.

El origen de la madera en el contenido en compuestos fendlicos medidos por HPLC parece ser poco
significativo en el proceso de envejecimiento de los vinos, encontrandose tales diferencias en el acido
gentisico, acido caféico, acido p-cumarico y acido ferulico, destacando el roble hiingaro como el origen
mas diferenciador. Sin embargo, estos vinos cuando dejan de estar en contacto con la madera y
permanecen un periodo prolongado en botella desaparecen tales diferencias entre los vinos y sélo se
mantienen para el &cido benzoico y el acido caféico. Diversos autores han caracterizado a la madera de
roble americano por una concentracion en elagitaninos totales menor y significativamente mayores
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cantidades de contenido de vanillina que el roble francés y hungaro. Ademas, Glabasnia, A. et al. (2006)
durante el envejecimiento de whiskys y vinos tintos observaron que el Quercus robur presentaba mayores
cantidades de é&cidos galico, protocatéquico, caféico, sindpico y fenoles totales en comparacién con
Quercus alba. Sin embargo, no encontraron diferencias significativas en el contenido de elagitaninos
entre el Quercus robury el Quercus petraea. El tiempo de envejecimiento en barrica y el tamafio de la
madera afectarian el contenido de polifenoles en los vinos. Ademas, Del Alamo, M. et al. (2004d)
observaron en los vinos de crianza tratados bajo diferentes sistemas (barricas, astillas, y tablones) un
aumento en la concentracion de &cidos galico, protocatéquico, caféico y p-cumarico, y aldehido
protocatéquico durante el envejecimiento.

El acido galico ha sido el compuesto mayoritario analizado, ha aumentado su concentracién a lo largo
del proceso de envejecimiento (graficas 32 a y b) como ya observaran diversos autores (Del Alamo, M. et
al., 2004d; Martinez, J., 2004; Cadahia, E. et al, 2008; Ojeda, S., 2012 y Gallego, L., 2013), siendo mas
elevado en el periodo intermedio entre madera y botella para todos los vinos estudiados. Este incremento
se debe a los procesos de hidrdlisis, debidas a la degradacion de la lignina y la formacién de elagitaninos
de la madera de roble (Cadahia, E. et al. 2008). Ademas, se observan valores més elevados de este
compuesto en los vinos que han permanecido en contacto con barricas, seguidos de los tablones, parece
que el tamafio de los trozos de madera (barricas, tablones y astillas) asi como el tamafio del envase (300
L y 225 L), determinan la cantidad de acido galico aportado al vino, aunque el resultado no ha sido
significativo. El origen de la madera no parece ser determinante en la aportacion de acido galico en el
vino como ya observara Cadahia et al. (2009). Todos los autores revisados coinciden en que las mayores
diferencias encontradas en las maderas han sido para el compuesto &cido elagico, no determinado en
este trabajo, ya que se trata de un acido que se produce durante el tostado de la madera por hidrélisis
térmica de los elagitaninos. (Fernandez, J.L: et al., 1999), siendo el roble americano en el que se ha
localizado la concentracion méas baja en los vinos durante su contacto con barricas comparado con los
robles europeos (Fernandez, B. et al., 2003b; Cadahia, E., 2004 y Ojeda, S., 2012).
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Grafica 32: Evolucion del acido galico del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L (a) y
300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El contenido en acido gentisico cuantificado en los vinos experimenta una pérdida en los vinos
envejecidos (graficas 33 a y b), principalmente en el periodo de contacto con madera. Los vinos criados
en barricas de roble mantuvieron los valores mas elevados de acido gentisico durante el proceso de
envejecimiento. Siendo el vino en contacto con roble hungaro el que ha perdido mayor concentracion de
acido gentisico. Destaca en los resultados la pérdida de &cido gentisico experimentada por los vinos que
han estado en contacto con tablones de origen francés y americano.
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Grafica 33: Evolucion del &cido gentisico del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica 225L
(@) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

El contenido de acido caféico en el vino ha ido aumentando en concentracién a medida que el vino
envejece en contacto con madera y durante su periodo de botella (graficas 34 a y b), debido
principalmente a las reacciones de hidrélisis del acido transcaftarico (éster tartarico) dando lugar a su
forma libre, y a su vez ser regenerado por reacciones de esterificacion (Gallego, L. 2013). Resultado que
coincide con lo observado por otros autores (Monagas, M. et al., 2005a y Cadahia, E. et al., 2008;
Ferrarini, R. et al. 2008 y Gallego, L., 2013). Aunque podria también interpretarse un aumento del
compuesto, mas 0 menos acusado dado que en el proceso de formacién por reacciones de hidrélisis
también sufren pérdidas por su esterificacion para dar acido caftarico, asi como en reacciones de
acilacién con los antocianos. Se observa en las graficas 34 (a y b) un valor mas bajo de acido caféico en
los vinos en contacto con barricas, que puede ser interpretado como vinos en los que se producen
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mayores reacciones de esterificacién y acilacion. No podria interpretarse, en vista de los resultaos
presentados en la gréfica 34, una mayor extraccion en astillas o tablones que en barricas, dado que los 6

meses primeros en contacto con madera no se produce una diferenciacion significativa entre los distintos
recipientes.
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Grafica 34: Evolucion del &cido caféico del vino del vino durante la crianza en madera y botella de diferente relacion volumétrica
225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

La cantidad de acido p-cumarico se ve incrementada, sobre todo durante el envejecimiento del vino en
madera manteniendo, o disminuyendo en algunos casos, su concentracién durante el periodo de botella
(gréficas 35 a y b). Este aumento en el primer periodo puede ser debido a la hidrdlisis sufrida por el acido
trans-cutarico (éster del &cido p-cumarico) y a la extraccion de este compuesto de la madera. Siendo
mayor su concentracién en vinos que permanecieron en recipientes de 300 L de capacidad, en roble
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hungaro y en astillas y tablones, quedando los vinos en contacto con barricas de 225 L de capacidad el
valor mas bajo durante su periodo de contacto con ella.
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V.1.7. Parametros de copigmentacion

A continuacién se describe el comportamiento, de los parametros de copigmentacion en el vino D. O.
Cigales al final del periodo de envejecimiento en botella (21-26 meses), en recipientes de diferentes
tamafios, sistemas y origenes.

Las modificaciones de los parametros de copigmentacion parecen estar influenciados principalmente por
el sistema en el que permanecid el vino en su primer periodo de envejecimiento (tabla 20). Destacan los
vinos envejecidos en barricas como vinos con valores mas elevados de copigmentacién (C y COP).

Tabla 20: Valores medios de copigmentacion de los vinos envejecidos en botella (21-26 meses) en relacion
volumétrica (225-300), sistemas (astillas, tablones y barricas) y origen de la madera (americano, francés y hingaro).
Resultados de la ANOVA

Relacion volumétrica Sistema Origen

225L 300L plevel Astillas Tablones Barricas p level Americano Francés Hungaro 225 L
C 0,89a 095 0518 0,79a 0.85a 1,13b 0,007 091a 0,9a 090a 0,804
TA 2,00a 1,87a 0357 191a 190a 201a 0,791 1,96a 1,94a 191a 0,957
Ep 2,76a 281a 0502 288 28% 259 0,000 267a 2,73a  2,96b 0,001
FlaC 6,08a 594a 0534 599a 591a 6,14a 0,721 597a 6,01a 6,052 0,965
TP 58,12a 55,03a 0,291 54,16a 55,03a 60,532 0,159 5543a 59,23a 55,06a 0,435

CORP (relativa) 0,16a 0,17a 0470 0,14a 0,5  0,20b 0,016 0,16a 0,177a 0,16a 0,791
AL (relativa) ~ 0,35a 0,33a 0,247 034a 033a 035 0825 0,35 0,34a 0,33a 0,652
PP (relativa)  0,49a 0,50a 0485 052b 052b 0452 0,001 048a 049a 052a 0,140
Para cada factor, letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas, en negrita se
muestra el p level con significacion > 95 % (p<0,05)

El parametro que define el color debido a los antocianos copigmentados (C) se representa en las
gréficas 36 (a y b). En ellas se observa que los vinos en contacto con barrica mantienen los valores mas
elevados. Como no se dispone de datos anteriores al 21 mes de envejecimiento, los resultados
disponibles podrian dar una idea de la tendencia anterior, siendo la barrica el recipiente con mayor
concentracion en antocianos copigmentado Es por tanto, la barrica el recipiente donde el color debido a
antocianos copigmentados es mayor.
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Grafica 36: Evolucion del color debido a los antocianos copigmentados (C) durante la crianza en botella de diferente relacion

volumétrica 225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento
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Como era previsible, el color debido al pigmento polimérico (Ep) es menor en los vinos que
permanecieron en barricas que en el resto de los sistemas (gréfica 37 a y b), sin embargo en el vino en
contacto con roble hungaro alcanza los valores mas altos para los vinos envejecidos en la barrica de 225
L de capacidad.




Capitulo 1

3,8
Relacion vol.: 225
3,6 -e- Barricas
-% Astillas
3,4 Tablones
E 3,2 - [
’ ~
8 | ¢ Sm
b
£ 30
o
o
o
3 28
£
k=2
Q.
S 26 L
3 —_ . "%
[ 8
o \/J
-
2,2
2,0
Mes: 21 24 26 Mes: 21 24 26 Mes: 21 24 26
Orig.: Americano Orig.: Francés Orig.: Hingaro
3,8
Relacién vol.: 300
3,6 -+~ Barricas
N w Asllas
3,4 \\ Tablones
— \
& 32 r N
‘ *.
@ [ § 4 ~
£ 30 ~ , =
a S 4 - -~ -m
E=} - P
5 28 .
£
2
o
g 2° \/’
Q
o
2,4
2,2
2,0
Mes: 21 24 26 Mes: 21 24 26 Mes: 21 24 26
Orig.: Americano Orig. Francés Orig.: Hingaro

Grafica 37: Evolucion del color debido al pigmento polimérico (Ep) durante la crianza en botella de diferente relacion volumétrica
225L (a) y 300 L (b) de distintos origenes y sistemas de envejecimiento

Con estos resultados obtenidos en la fase final del proceso de envejecimiento en botella, puede
concluirse que la barrica es el recipiente que mantiene a los vinos con valores mas elevados de color
copigmentado y es el roble hungaro la madera que mas color polimérico aporta a los vinos. En general se
cumple, que los tratamientos que tuvieron mayor copigmentacion son los que tuvieron menor nivel de
polimerizacion, debido a que la copigmentacion inhibid la polimerizacién, haciendo mas lenta las
reacciones (Boulton, R., 2001). Algunos autores establecieron una menor polimerizacién de los vinos en
contacto con barricas comparativamente con el vino sin madera (Rensburg, P. V. et al., 2002; Del Alamo,
M. et al., 2004). Por otro lado, diversos autores atribuyen diferentes procesos de polimerizacion en
relacion a los diferentes niveles de polifenoles totales (IPT) de los distintos vinos, y también a que la
capacidad de formar copigmentos seria una propiedad intrinseca de cada variedad (Pontallier, P. et al.,
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1982; Vivas, N., 1993; Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998; Martinez, I. et al., 2000). Debido a esto, se puede
hipotetizar que si el tiempo de envejecimiento es suficientemente prolongado los antocianos de los vinos
estarian protegidos por copigmentos en un primer periodo de crianza, pero posteriormente
incrementarian el nivel de color polimerizado. Si el contenido en IPT en el vino es mas elevado se podria
retrasar el proceso de polimerizacion a favor de la formacion de copigmentos. Esto coincide con lo citado
por algunos autores (King, G. A. et al., 1980; Furtado, P. et al., 1993) que sugieren que cuando el vino
envejece, los antocianos libres van desapareciendo del vino debido a su degradacién; su transformacion
en nuevos pigmentos: piranoantocianos o vitisinas (Bakker, J. et al., 1997b).

V.1.8. Analisis sensorial de los vinos

V.1.8.1.Estudio del efecto del envejecimiento del vino en distintos sistemas y
origenes de madera

Se ha realizado la caracterizacién de un vino tinto de la D.O. Cigales envejecido por medio de sistemas
alternativos, depdsitos con astillas y tablones, realizando una comparacidn con su evolucién en barrica,
con la aportaciéon de madera de roble de origen americano, francés y hdngaro. Los vinos han sido
analizados sensorialmente por personal experto de diversas instituciones de Castilla y Ledn, durante los
12 meses de contacto con la madera y tras 6 meses de permanencia en botellas. Las catas se han
realizado a los 2, 6, 8, 12 meses de contacto con madera y a los 16 y 18 meses de envejecimiento,
durante su contacto en ambiente reductor (botella).

Los datos obtenidos de las valoraciones de los expertos han sido los resultados promedios de los
atributos puntuados en los vinos. Las valoraciones se han representado en una escala de 0 a 10 puntos.
Se ha realizado un ANOVA para seleccionar los atributos con diferencias significativas (p-Level<0,05). En
la tabla 21 se presentan los resultados obtenidos del anélisis sensorial.

Los resultados del ANOVA muestran que los expertos no han encontrado diferencias significativas en la
fase visual de los vinos envejecidos en distintos sistemas o tostados. Aunque se puede apreciar que los
vinos envejecidos en barricas han sido mejor puntuados en atributos como intensidad en color
(luminosidad), limpidez, azules y rojos, siendo los vinos en contacto con astillas los mas opacos y méas
tejas, es decir los mas evolucionados en color.
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Tabla 21: Valores medios del andlisis sensorial de los vinos envejecidos durante 12 meses en distintos sistemas
(astillas, tablones y barricas) y diversos origenes (americano, francés y hiingaro) y 6 meses de botella (18 meses).
Resultados de la ANOVA

Sistema Origen

Astillas Tablones Barricas p-Level Americano Francés Hungaro p-Level

(LL”;‘?E;E’I:: g 0% 6% 708 02 6% 6952  692a 0,688
('gts:;i(;’::) 63% 6462 629 0,151 6,34 634a  641a 0643
Limpidez 6,90a 6,93a 7,03a 0,222 6,99a 6,95a 6,92a 0,688
Rojos 5,64a 5,6%a 5,75a 0,657 5,72a 5,76a 5,59 0,290
Azules 5,50a 5,54a 5,56a 0,900 5,63a 5,52a 5,46a 0,450
Tejas 2,04a 1,9%4a 1,92a 0,821 1,83a 2,20a 1,87a 0,166
Lagrima 5,10a 531a 5,22a 0,114 5,26a 5,25a 5,12a 0,289
Afrutados 2,58a 2,94b 2,91b 0,016 2,90a 2,86a 2,66a 0,160
Vegetal 2,28a 2,52a 2,40a 0,232 2,37a 2,55a 2,28a 0,138
Lacticos 3,23a 3,24a 3.44a 0,150 3,54b 3,15a 3,23a 0,004
Especiados 5,14b 4,28a 5,04b 0,000 5,17b 4,30a 5,00b 0,000
Otros 4,13b 4,03b 3,56a 0,038 3,82a 391a 3,99a 0,754
Plano 1,59a 1,73a 1,59a 0,679 1,47a 1,83a 1,61a 0,153
Corto 2,25a 2,50a 2,39 0,599 2,23a 2,58a 2,33a 0,357
Largo 5,18a 4,61a 4,98a 0,235 5,18a 4,61a 4,99a 0,239
Primarios 2,13a 2,33a 2,52a 0,245 2,39 2,32a 2,27a 0,868
Herbaceos 1,73a 1,67a 1,46a 0,276 1,44a 1,69a 1,74a 0,185
Maderas 4,78b 4,01a 5,02b 0,006 4,98a 4,39a 4,443 0,128
Lacteos 281a 2,73a 3,09a 0,384 3,13a 2,78a 2,73a 0,275
Frutos Secos 1,87a 1,62a 1,72a 0,370 1,74a 1,72a 1,74a 0,994
Tabaco 2,17b 1,47a 2,01b 0,004 2,06a 1,75a 1,84a 0,325
Cuero 2,75b 2,00a 2,46ab 0,017 2,44a 2,39 2,39 0,975
Balsamico 2,56a 2,56a 2,33a 0,587 2,63a 2,39 2,42a 0,589
Yodo 2,02a 1,97a 1,64a 0,170 1,96a 1,81a 1,86a 0,753
Acidez 5,07a 5,14a 5,22a 0,173 5,25b 5,12ab 5,06a 0,049
Tanino 5,45a 5,29a 5,46a 0,076 5,46b 5,27a 5,46b 0,041
Astringencia 5,37b 5,15a 5,27ab 0,048 5,27 5,22 5,30 0,688
Untuosidad 4,22b 3,92a 4,37b 0,001 4,26b 4,01a 4,24b 0,045
Retrogusto 5,33b 4,87a 5,39b 0,002 5,37 5,02 5,20 0,087
Persistencia 5,39b 5,00a 5,49 0,001 5,43 5,14 5,31 0,093
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Los descriptores sensoriales correspondientes al perfil aromatico y gustativo que alcanzaron diferencias
significativas en los vinos en contacto con distintos sistemas se muestran en las graficas 38 y 39.
Destaca la caracterizacién de los vinos envejecidos en contacto con tablones como los mas afrutados.
Entre los aromas propios del envejecimiento de los vinos, se observa que aromas como especiados,
madera, otros aromas secundarios y terciarios y tabaco son identificados en mayor concentracién en los
vinos envejecidos en contacto con astillas a los 2 meses de envejecimiento, posiblemente por la rapida
capacidad de extraccién de los compuestos volatiles causantes de estos aromas en maderas de pequefio
tamafio, como son las astillas. Sin embargo, a los 12 y 18 meses de envejecimiento los descriptores
especiados 0 madera han sido mas valorados en vinos envejecidos en barricas, donde la extraccion es
mas lenta, pero alcanzan umbrales de deteccion mas elevados. Atributos como tabaco y cuero, propios
de un vino con un envejecimiento prolongado, se alcanzan con mayor rapidez en los vinos envejecidos en
contacto con astillas, caracteristico de un envejecimiento acelerado. Para estos dos descriptores el vino
en contacto con tablones alcanza las puntuaciones més bajas, son considerados vinos mas jovenes.
Autores como Hernandez, P. et al., (2014) han clasificado a los vinos que maceran en fragmentos de
roble como vinos con mayor concentracion en vanillina, acetovanillona y siringaldehido; relacionados con
aromas a vainilla; frente a los fermentados en barricas que los han clasificados como vinos con mayor
concentracion en eugenol, fenoles volatiles, cis B-metil y-octolactona y derivados de furfural; relacionados
con aromas a especiados, clavo, tabaco y ahumados. Chatonnet (2008) encontré que cuando los
pequefos fragmentos de roble se tuestan utilizando las corrientes de conveccion, la generacion de
aldehidos fenodlicos se incrementa en comparacion al tostado de las barricas sobre el fuego, que hace
aumentar la concentracién del eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil)-fenol) contribuyendo al caracter
especiado, clavo y humo en vinos envejecidos en madera (Aiken, W. et al., 1984; Feuillat, F. et al., 1999).

En la fase gustativa los catadores han valorado con mayor puntuacion a los vinos envejecidos en
barricas en atributos como astringencia, untuosidad, retrogusto y persistencia, alcanzando la mayor
diferenciacién en envejecimientos prolongados (18 meses). Estos vinos han sido los mejor valorados por
los catadores. Parece que la extraccién de compuestos fenolicos propios de la madera que aportan estos
atributos han sido extraidos demasiado rapido en los productos alternativos, lo que ha acelerado el
proceso de envejecimiento de los vinos, principalmente cuando el vino ha dejado de estar en contacto
con la madera, no permitiendo a estos vinos envejecimientos prolongados en el tiempo.
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Los vinos envejecidos en maderas de roble de distintos origenes se han representado en la grafica 40.
Se ha observado una importante relacién de los aromas lacticos con la madera de roble americano, como
era previsible dada la importante cesion de cis 3-metil y-octolactona, aunque también puede deducirse
que su umbral de percepcién es diferenciado por los expertos en los vinos a los 12 y 18 meses de
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envejecimiento. Ojeda, S. (2013) ha observado a nivel analitico un aumento de este compuesto en el

roble americano a los 6 meses de envejecimiento.
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Grafica 40: Andlisis sensorial a los 2, 12'y 18 meses de envejecimiento en
distintos sistemas (fase olfativa )
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Se aprecia por el contraric una elevada
concentracion de aroma especiados también en
maderas de origen americano, aunque se definen
como aromas caracteristicos de roble francés y
hingaro (Quercus petraea). Parece que los
catadores no han relacionado este aroma con el roble
francés o su complejidad aromatica ha mitigado tales
aromas, aunque Ojeda, S. (2013) ya observara que
los catadores otorgaban mayor puntuacién de este
descriptor en los vinos envejecidos en barricas de
roble americano después de 18 meses. También
Hernandez, P. et al. (2014) encontraron mayor
concentracion del compuesto volatil  eugenol,
caracteristico de aromas especiados en el vino
envejecido en madera de roble americano tanto en
fragmentos de madera como en barrica.

La descripcion gustativa establece que acidez, tanino
y untuosidad se perciben valoraciones inferiores en
los vinos envejecidos en roble de origen francés. El
vino envejecido 18 meses en roble americano se
posiciona en valores mas altos de acidez y menos
untuosidad. Autores como Cadahia, E. (2004) y
Fernandez, B.et al. (2003a) observaron que el vino
envejecido en roble americano a los 12 meses de
crianza una valoracion peor en parametros gustativos
como redondez y equilibrio.
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V.1.8.2. Andlisis multivariante de los vinos sometidos a envejecimiento en distintos
sistemas y madera de diferentes origenes

Para completar las caracteristicas mas diferenciadoras de los descriptores analizados en la valoracién
sensorial se ha realizado un analisis discriminante lineal (LDA) y una representacion grafica del analisis
de componentes principales de los resultados mas significativos determinados en el ANOVA (tabla 21),
para diferenciar a los distintos sistemas de envejecimiento empleando depdsitos con incorporacion de
astillas y tablones y barricas. Ademas, para reducir la variabilidad causada por el origen de la madera en
el envejecimiento, se han analizado los vinos en relacion a sus sistemas de envejecimiento con los
origenes del roble por separado.

Se trata de establecer marcadores de envejecimiento que permitan diferenciar a los vinos por su sistema
de envejecimiento. El procedimiento LDA es una técnica donde el nimero de categorias y las muestras
que pertenecen a cada categoria son previamente definidos. El andlisis discriminante lineal permite
obtener funciones discriminantes, en las que se clasifican las variables independientes por grupos de
unidades, de manera que se obtenga una méxima discriminacion entre los grupos. Extrayendo las

componentes principales de acuerdo con el criterio de Kaiser (autovalor > 1).

Con los resultados obtenidos se pretende seleccionar las variables que presenten diferencias
significativas a lo largo del tiempo de envejecimiento de los vinos, sin diferenciacion entre el periodo de
envejecimiento en madera o botella, de esta forma se han seleccionados aquellas variables analiticas
capaces de distinguir los vinos por el sistema de envejecimiento (astillas, tablones y barricas) a través de
los resultados obtenidos en el andlisis sensorial de los vinos a lo largo de los 18 meses de envejecimiento
(tabla 21)

En la tabla 22 se presentan los resultados de los parametros seleccionados (de acuerdo a la ANOVA
realizada, tabla 21) del grupo de descriptores aromaticos y gustativos para realizar el analisis
discriminante, en ella se observa el peso de cada atributo evaluado en los vinos tratados con roble de
origen americano son aromas afrutados, y cuero. El resto de las variables, sin ser significativas, también

dan informacion, aunque el peso de dicha informacion viene definido por lo importante del p-Level.
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Tabla 22: Resumen del andlisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Afrutados  0,3010 07025 50818 0,0144 05622 04378

Especiados  0.2521  0,8389 2,3046 0,12150,2280 0,7720

Otros 02153 09819 02207 0,8036 0,4971 0,5029
Maderas 02290 09233 09973 0,3836 0,1920 0,8080
Tabaco 02279 09279 09325 0,4074 0,2194 0,7806
Cuero 02738 07722 35391 0,0450 0,6229 0,3771

Astringencia 02145 09860 0,1709 0,8439 0,4268 0,5732
Untuosidad 0,2410 08773 1,6788 0,2078 0,4950 0,5050
Retrogusto 0,2144  0,9863 0,1672 0,8470 0,1663 0,8337
Persistencia  0.2204  0,9594 10,5084 10,6078 0,1690 0,8310
No de vars en model: 10; Grupos: Tipo (3 grps) Wilks' Lambda: ,21145 aprox. F (20,48)=2,8192 p< ,0017

En la tabla 23 se observa el numero de muestras correctamente clasificadas, tanto en clasificacion directa
como mediante validacién cruzada. Se observa que el 86,11 % de los casos se encuentran clasificados
correctamente, este resultado es superior al limite establecido del 75 %, por tanto, el modelo obtenido
podra considerarse totalmente valido para diferenciar adecuadamente a los vinos tratados con madera de
roble americano por el sistema de envejecimiento. Ademas, el porcentaje de los casos para cada sistema,
es igual o superior al 75 %.

Tabla 23: Matriz de clasificacion de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble americano

Porcentaje de casos . .
L Barricas Tablones Astillas
clasificados correctamente

Barricas 91,66 11 0 1
Tablones 75,00 3 9 0
Astillas 91,66 0 11

Total 86,11 15 9 12

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos

La tabla 24 representa los coeficientes estandarizados de las funciones canédnicas discriminantes, que
contienen los grupos correlacionados de cada variable predictiva con valores propios de funcién canonica
(funcién 1y 2), el total de la varianza explicada y las variables altamente correlacionadas con funcién 1y
2, que aparecen destacadas en negrita. Ademas de la magnitud relativa de los coeficientes, se ha
determinado qué variables independientes se utilizaran para discriminar entre grupos. En ella se observa
que la funcidn 1 explica el 72,79 % de la varianza, con un valor propio de 1,8164. Seleccionando las
variables de esta funcion candnica con los coeficientes mas altos, se observa que en el eje positivo se
sitlan las variables, aromas afrutados y persistencia en el sabor y en el eje negativo se localizan las
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variables aromaticas especiados y cuero. La funcién canénica 2 no es capaz de alcanzar un valor propio
superior a 1, por lo que no aporta nueva informacion relevante.

Tabla 24: Coeficientes estandarizados de las variables canénicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble americano

Funcion 1 Funcién 2

Afrutados 0,8818  0,2615
Especiados -0,7999  -0,8524
Otros -0,1265 -0,2535
Maderas 0,2115  0,9575
Tabaco -0,6415  -0,3951
Cuero -0,5975 -0,5786
Astringencia 0,2203  -0,0631
Untuosidad 00147 0,7827
Retrogusto -0,2868 -0,2703
Persistencia 04111 05702

Valor propio (Eigenv.) 1,8164  0,6792
% varianza explicada 72,79 100,00

Con las variables seleccionadas se ha realizado una representacién gréafica 41 de los vinos estudiados.
En ella se observa a los vinos elaborados con barricas y tablones ocupar un espacio en el grafico definido
por la funcion canénica 1, perfectamente diferenciado del espacio ocupado por los vinos envejecidos en
contacto con astillas, a su vez, tienen una zona predominante en el grafico. Los vinos envejecidos en
barricas y tablones se sitlian en el eje positivo, definidos por la variables con coeficiente positivo
(afrutados y persistencia), se trata por tanto de vinos menos evolucionados, frente a los vinos elaborados
con astillas de roble americano, que se situan en el eje negativo definidos por especiados y cuero, que
determinan a estos vinos con aromas de evolucion.
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Grafica 41: Andlisis discriminante canonico del analisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble

Un desarrollo PCA de las 10 variables mas diferenciadoras entre los distintos sistemas de envejecimiento
para los vinos en contacto con roble americano han hecho posible diferenciar a los vinos segin su
sistema de envejecimiento.

Se confirma lo observado anteriormente y parece que la aportacién de astillas hace mas diferenciadores
a los vinos en descriptores como tabaco madera, cuero, especiados, situados en el eje negativo del factor
1y en el eje positivo del factor 2, quedando los vinos envejecidos en barricas y tablones distribuidos en el

resto de los ejes.

Grafica 42: Distribucion de las variables en el plano definido por
los dos primeros factores de los vinos envejecidos en distintos
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Grafica 43: Distribucion de los casos en el plano definido por los dos
primeros factores de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble

En la tabla 25 se presentan los datos seleccionados del grupo de descriptores aromaticos y gustativos
para realizar el analisis discriminante de los vinos tratados con roble francés, en ella se observa que no
se alcanzan valores diferenciadores en ninguna de las variables de forma significativa para los vinos del
roble de origen francés.
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Tabla 25: Resumen del analisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.
Afrutados 04172 09113 1,1674 0,3282 0,6242 0,3758
Especiados 0,4704  0,8083 2,8455 0,0778 0,4757 0,5243

Otros 04816 07895 3,1996 0,0586 04302 0,5698
Maderas 0,366 09587 05172 0,6027 0,5537 0,4463
Tabaco 03977 09559 05531 05823 0,5727 0,4273
Cuero 04296 08850 1,5596 0,2308 0,7404 0,2596

Astringencia 03834 0,9916 0,1012 0,9041 0,6576 0,3424
Untuosidad 0,4561  0,8336 2,3956 0,1126 0,4099 0,5901
Retrogusto 0,4340  0,8760 1,6984 0,2042 0,1859 0,8141
Persistencia 04563  0,8332 24015 0,1120 0,1219 0,8781
No. de vars en model: 10; Grupos: Tipo (3 grps) Wilks' Lambda: ,38022 approx. F (20,48)=1,4922 p< ,1285

En la tabla 26 se observan el nimero de muestras correctamente clasificadas, tanto en clasificacion
directa como validacion cruzada. Se observa que el 75,00 % de los casos se encuentran clasificados
correctamente por tanto, el modelo obtenido podra considerarse con una validez limite para diferenciar
adecuadamente a los vinos de origen francés por su sistema de envejecimiento. Este bajo porcentaje es
causado por el bajo porcentaje de clasificacion alcanzada en los vinos envejecidos en contacto con
astillas que se sittia en un 66,66 %.

Tabla 26: Matriz de clasificacidn de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble francés

Porcentaje de casos . .
o Barricas Tablones Astillas
clasificados correctamente

Barricas 75,00 9 0 3

Tablones 83,33 1 10

Astillas 66,66 2 2 8
Total 75,00 12 12 12

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos

La tabla 27 representa los coeficientes estandarizados de las funciones candnicas discriminantes (funcién
1'y 2), el total de la varianza explicada y las variables altamente correlacionadas con funcién 1y 2, que
aparecen destacadas en negrita. En ella se observa que la funcion 1 explica el 64,29 % de la varianza,
con un valor propio de 0,1823 para la funcién 1y del 100 % de la varianza y con valor propio de 0,4512
para la funcion 2. Como no se alcanza un valor propio >1, los resultados no se consideraran relevantes
para distinguir al sistema de envejecimiento en los vinos en contacto con roble francés. Ahora bien,
seleccionando la variable de esta funcion canonica con el coeficiente mas alto en el eje positivo, se
observa que se situa el descriptor retrogusto y persistencia en el sabor en el eje negativo.
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Tabla 27: Coeficientes estandarizados de las variables canénicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble francés

Funcién 1 Funcion 2

Afrutados
Especiados
Otros
Maderas
Tabaco
Cuero
Astringencia
Untuosidad
Retrogusto
Persistencia
Valor propio (Eigenv.)

% varianza explicada

0,0928
-0,9118
-0,9487
-0,2133
0,1103
-0,4668
-0,0314
0,6602
0,8390
-1,6751
0,8123
64,29

-0,6666
0,3122
-0,5256
-0,4177
0,4795
0,4307
0,1987
-0,8230
1,0633
-0,5958
0,4512
100,00

La representacion grafica 44 del anélisis discriminante situa en el eje positivo a los vinos envejecidos en
astillas de roble francés y los define como vinos con un elevado retrogusto, segun los resultados
aportados por los catadores. En el eje negativo de la funcién candnica 1 se sitlan los vinos envejecidos
en barricas y quedarian definidos como vinos mas persistentes. En el centro de ambos sistemas se sitan
los vinos envejecidos en tablones de origen francés.
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Grafica 44: Andlisis discriminante candnico del analisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble
francés.

Un desarrollo PCA de las 10 variables méas diferenciadoras de los vinos procedentes de los distintos
sistemas de envejecimiento con madera de roble francés pero no ha permitido diferenciar en gran medida
a los vinos por su sistema de envejecimiento.
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Graéfica 45: Distribucion de las variables en el plano definido por
los dos primeros factores de los vinos envejecidos en distintos

sistemas con roble francés

El modelo planteado con los datos obtenidos de los vinos en contacto con madera de roble hingaro,
para diferenciar a los vinos por su sistema de envejecimiento demuestra que los catadores han
encontrado diferencias significativas entre los vinos en descriptores como aromas especiados y otros
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Grafica 46: Distribucion de los casos en el plano definido por los dos

primeros factores de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble

francés

aromas secundarios y terciarios, de entre las variables obtenidas en el ANOVA (tabla 28).

Tabla 28: Resumen del andlisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Afrutados
Especiados
Otros
Maderas
Tabaco
Cuero
Astringencia
Untuosidad
Retrogusto

Persistencia

0,3036
0,3537
0,3330
0,2736
0,2648
0,3095
0,2628
0,3013
0,2808
0,2830

0,8358
0,7173

2,3579 0,1162 0,4156 0,5844

4,7283 10,0186 0,3432 0,6568

0,7619 3,7494 10,0383 0,4213 0,5787

0,9274 0,9396 0,4047 0,3280 0,6720

0,9582 10,5236 0,5990 0,2295 0,7705

0,8198 2,6374 0,0922 0,2229 0,7771

0,9654 0,4297 0,6556 0,6515 0,3485

0,8420 2,2520 0,1270 0,3089 0,6911

0,9034 1,2828 0,2956 0,1152 0,8848

0,8966 1,3845 0,2697 0,0883 0,9117

N°. de vars en model: 10; Grupos: Tipo (3 grps) Wilks' Lambda: ,38022 approx. F (20,48)=1,4922 p< ,1285

En la tabla 29 se muestran el nimero de muestras correctamente clasificadas, tanto en clasificacion
directa como en validacion cruzada. En la matriz de clasificacion se ha logrado un 83,33 % del total de
casos clasificados correctamente, alcanzando en todos los sistemas el 75, 00 % de clasificacion correcta,

lo que hace del modelo un buen sistema para diferenciar a los vinos.
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Tabla 29: Matriz de clasificacion de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble hiingaro

Porcentaje de casos . .
. Barricas Tablones Astillas
clasificados correctamente

Barricas 75,00 9 2 1
Tablones 83,33 2 10 0
Astillas 91,66 1 0 11
Total 83,33 12 12 12

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos

En tabla 30 se ha obtenido para la funcidén canonica 1 un valor propio de 1,3875, con un porcentaje de
varianza explicada del 68,07 %: Con estos resultados el eje positivo estara definido por los vinos con
aromas a madera y alto retrogusto. El eje negativo de la funcion canénica 1 estara definida por las
variables aromas especiados, otros aromas secundarios y terciarios y la persistencia del vino en boca.

Tabla 30: Coeficientes estandarizados de las variables canonicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble hungaro

Funcién 1 Funcion 2

Afrutados -0,0085  1,0011

Especiados -1,1599  0,3253
Otros -0,9725 -0,1980
Maderas 0,5662  0,2985
Tabaco 0,5535  0,1030
Cuero -1,1398  -0,3683
Astringencia -0,1395  -0,3254
Untuosidad 0,5520  0,9211

Retrogusto 07585  -1,1304
Persistencia -1,2472 0,8240

Valor propio (Eigenv.) 1,3875  0,6509
% varianza explicada 68,07 100,00

La grafica 47 presenta la distribucion de los vinos en el espacio de las dos primeras funciones candnicas.
Durante el periodo de envejecimiento la funcién discriminante 1 ha permitido diferenciar y clasificar a los
vinos envejecidos en contacto con tablones de madera de origen hingaro, siendo estos vinos valorados
por los expertos como los méas maderizados y con mayor retrogusto. Estos vinos han quedado situados
en el eje positivo de F1. Por otro lado, los vinos elaborados en presencia de astillas de origen hingaro se
han encontrado en el eje negativo de F1, donde los catadores han dado mayor valoracion a descriptores
como especiados, otros aromas secundarios y terciarios y vinos mas persistentes tras su paso por boca.
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La funcién discriminante 2 no ha permitido diferenciar el sistema de envejecimiento utilizado, pero tiene
una correlacion que podria ayudar a diferenciar los vinos envejecidos en barricas de los envejecidos en
astillas y tablones de origen hingaro, puesto que se sitlan en el eje positivo de F2. Los descriptores con
valores mas elevados son aromas afrutados y vinos mas untuosos y persistentes en boca, todos ellos
descriptores valorados como favorables en un vino de calidad, aunque este resultado no puede ser

considerado estadisticamente diferenciador.

4 ® Barricas
H Tablones
3 Astillas
- °
N 2 °
S °
2 ° Y
% 1 ° ®
S ° me n
S 0 om
g
5 ]
-1 ™
" Ta
m
-2
]
3 |
-4
-5 -4 3 -1 0 1 2 3

Funcion canédnica 1

Grafica 47: Andlisis discriminante canonico del analisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble

hungaro.

El analisis de componentes principales de las 10 variables mas diferenciadoras entre los distintos

sistemas de envejecimiento en madera de origen hiingaro permite obtener la situacion de los descriptores

en el eje negativo del factor 1 y en todo el eje del factor 2, donde se ubican la mayoria de los vinos

definidos por madera, untuosidad, retrogusto y persistencia en el eje negativo del factor 1 y tabaco, cuero,

astringencia y maderas en el eje negativo del factor 2.
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De los resultados obtenidos se deduce la capacidad de diferenciar a los vinos por el sistema de
envejecimiento empleado, en funcion del origen de la madera utilizado en la fabricacién de las astillas,
tablones y barricas. Los resultados obtenidos para el vino D.O. Cigales ya han sido publicados por el
grupo UVA-MOX (Del Alamo, M. et al., 2008), donde se realizd un andlisis discriminante de las variables
analiticas con ANOVA significativo, observandose que durante los primeros seis meses de
envejecimiento vinos almacenados con duelas adquirian caracteristicas que quedaban representadas
entre los vinos tratados con astillas y barricas, sin embargo al aumentar el periodo de envejecimiento a 2
afios los vinos adquirian diferencias mas significativas, siendo posible diferencias a los vinos envejecidos
en barricas de los que habian permanecido en depésitos en contacto con astilla y tablones.

V.1.9. Conclusiones del capitulo 1

Tras analizar los resultados obtenidos en el capitulo 1, es posible enumerar las conclusiones que parecen
mas relevantes en relacion a las diferencias encontradas en la evolucién de los parametros analizados en
el vino Tinto D.O. Cigales, tras permanecer 12 meses en recipientes de distintos tamafios (225 y 300 L),
con diferentes sistemas de envejecimiento (astillas, tablones y barricas) y con maderas de diferentes
origenes geograficos (americano, francés y hingaro) y 12 meses en botella.

= Si se observa lo ocurrido en el vino tras su paso por recipientes de diferente tamaiio (225 y 300 L),
de manera general:

Los vinos envejecidos en recipientes con relacion superficie de madera / volumen de vino de 225 L han
alcanzado los valores mas elevados en acidez total, menor densidad, una alta polimerizacién de fenoles
(PMP), mayor formacion de aldehido protocatéquico, &cido gentisico y el vitisin A. Cuando se analiza la
relacion superficie de madera / volumen de vino de 300 L los vinos atentan la pérdida de extracto seco,
presentan mayor cantidad de fenoles (PT Folin) en botella (15-26 meses), se mitiga la polimerizacion de
los fenoles, alcanzando los vinos mayor nivel de acido caféico, acido p-cumarico y &cido ferdlico y dos
antocianos acilados (cianidin y peonidin) en madera y de los dos primeros y vanillina en botella.

= Cuando se tiene en cuenta el sistema de envejecimiento (astillas, tablones y barricas) se han
observado las mayores diferencias entre vinos:

Las diferencias entre los vinos de los distintos sistemas aumentan especialmente cuando el vino
permanece en barrica, mientras que los vinos en contacto con astillas y tablones, se podrian definir como
grupo homogéneo de alternativos. Ademas se observa un aumento en la diferenciacion de los vinos en
botella, alcanzado los vinos que permanecieron en barrica concentraciones mas altas (99,99 % de
significacion) de é&cido tartarico, glicerol, IPT, antocianos totales, grado alcohdlico, extracto seco,
sulfuroso libre, azlcares, densidad y pH, componente roja (%A520), tonalidad (T), importancia de la
componente roja %dA, coordenada a* y croma (C*) menor concentracion de polifenoles totales (PT Folin)
en los Ultimos meses de envejecimiento en botella, menores niveles de fenoles muy polimerizados (PMP)
debido a la menor polimerizacion, causada por una menor extraccion de elagitaninos y otros compuestos
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de la madera. Estos resultados sugieren una evolucién mas acelerada cuando se emplean alternativos,
permitiendo esta técnica acortar los tiempos de envejecimiento.

El envejecimiento en barrica provoca en los vinos un incremento de la tonalidad amarilla y la tonalidad
roja (%A520 y a*), debido a la oxidacion del vino, los procesos de copigmentacién o la extraccion de
compuestos fendlicos de la madera, produciendo una estabilizacién de la materia colorante. Ya que en
fase de botella los vinos se mantienen mas luminosos (L), presentan menor relacion de pigmentos
poliméricos (i e ii) los vinos envejecidos en barricas, y de color debido a los antocianos (a y aa) en el
periodo de botella. Siendo estos parametros un poco mas elevados en los vinos en contacto con tablones
que en astillas en su fase de envejecimiento en botella. Se ha observado que después del proceso de
embotellado el vino aumenta el contenido en pigmento polimérico que contribuiria a incrementar la
intensidad colorante y la componente roja del color.

Las concentraciones en los vinos de los antocianos; en general para todos los antocianos mondmeros y
acilados (derivados del acido p-cumarico y del acido acético); han sido significativamente mayores en el
primer periodo de contacto con madera que en botella y los valores més altos se mantuvieron en los vinos
envejecidos en las barricas, seguido por los vinos tratados con astillas y, finalmente, los vinos en contacto
con tablones. Un mayor nivel de copigmentacion en los vinos de la barrica protegeria a los polifenoles e
inhibiria la polimerizacion ya que muchos de los flavonoides actuaron como cofactores debido a que la
cesién de los taninos de la madera a los vinos de las barricas es mas lento por su mayor dificultad de
extraccion de la misma, produciendo un menor nivel de condensacion con taninos.

Destaca una menor concentracién de acidos hidroxicinamicos en los vinos que permanecieron en
contacto con barricas y una mayor concentracion de acidos hidroxibenzoicos y epicatequina en los vinos
de las barricas, seguida de los vinos envejecidos en tablones. Parece que el tamafio de la madera tiene
una importante influencia sobre la extraccion de estos compuestos de la misma, posiblemente a la forma
en la que el vino accede a la estructura de la madera.

Las modificaciones de los pardmetros de copigmentacién en los vinos parecen estar influenciadas
principalmente por el sistema de envejecimiento, encontrdndose valores mas elevados de
copigmentacion (C y COP) y menor color debido al pigmento polimérico (Ep) en el vino de las barricas en
la fase final de la estancia en botella, por lo que puede concluirse que la barrica es el recipiente que
mantiene a los vinos con valores més elevados de color copigmentado y menos polimerizado.

Los resultados obtenidos en el andlisis sensorial sugieren que vinos envejecidos en contacto con tablones
son los més afrutados. Entre los aromas propios del envejecimiento de los vinos, se deduce que aromas
como especiados, madera, y tabaco son identificativos de vinos envejecidos en contacto con astillas al
inicio del envejecimiento, debido a la facilidad de extraccion de los compuestos volatiles causantes de
estos aromas en alternativos de pequefio tamafio, como son las astillas. Sin embargo, a los 12 y 18
meses de envejecimiento los descriptores especiados o madera han sido mas puntuados en vinos
envejecidos en barricas.
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En la fase gustativa los catadores han valorado con mayor puntuacion a los vinos envejecidos en barricas
en atributos como astringencia, untuosidad, retrogusto y persistencia, alcanzando la mayor diferenciacion
en envejecimientos prolongados (18 meses) y siendo estos vinos los mejor valorados por los catadores.
Parece que la extracciéon de compuestos fendlicos propios de la madera que aportan estos atributos han
sido extraidos demasiado rapido por los vinos en contacto con productos alternativos, lo que ha acelerado
su proceso de envejecimiento, principalmente cuando el vino pasa a botella.

De los resultados obtenidos en el anélisis multivariante se deduce la capacidad de diferenciar a los vinos
por el sistema de envejecimiento empleado, en funcién del origen de la madera utilizado en la fabricacion
de las astillas, tablones y barricas.

= Respecto al origen geografico del roble (americano, francés y hlingaro):

Se han encontrado diferencias significativas en los vinos envejecidos en roble hingaro en los parametros
basicos como acidez total, acidez volatil y densidad, incrementandose las diferencias en botella, con
valores inferiores, excepto para la acidez volatil. También presentan un mayor grado alcohdlico, que
afecta a los parametros de color principalmente por su relacion con la etandlisis de la madera. Menor
concentracion en azucares. Mas color rojo (%A520), tono (T), oscuridad (L), componente roja (a*).
Aunque no es significativo, presentan menor concentracién de catequinas (periodo de madera) y taninos
(periodo de botella). Menor concentracién de peonidin-3-glucosido y malvidin-3-glucésido, pero los mas
elevados en cuando a antocianos acilados (Vitisin A, cianidin-3-glucosido acetilado). El vino que ha
permanecido en contacto con roble hungaro también presenta diferencias de concentracion en acido
gentisico, acido caféico, acido p-cumarico y acido ferulico, sin embargo, tras un periodo prolongado en
botella las diferencias desaparecen y solo se mantienen para el acido benzdico y el &cido caféico. El
origen de la madera no parece ser determinante en la aportacion de acido gélico en el vino.

El color debido al pigmento polimérico (Ep) en el vino en contacto con roble hingaro alcanza los valores
mas altos para los vinos envejecidos en la barrica de 225 L de capacidad, siendo el roble hungaro la
madera que mas color polimérico aporta a los vinos. Aquellos vinos que en la primera fase de
envejecimiento alcanzan valores muy elevados en tono (H) (relacionado con compuestos polimerizados o
aumento de copigmentos amarillos) en la segunda fase en botella lo pierden mas rapidamente, porque al
continuar con la polimerizacién la materia colorante alcanza un tamafio tal que acaban precipitando y
perdiéndose en el vino.

Se ha encontrado una mayor percepcién de aromas lacticos y madera en los vinos tratados con la
madera de roble americano, como era previsible dada la importante cesion de cis B-metil y-octolactona
aunque su umbral de percepcion es diferenciado por los expertos en los vinos tras 12 y 18 meses de
envejecimiento. La rapida extraccion de aromas especiados también se logra en los vinos envejecidos en
roble americano, que presentan una mayor intensidad aromética. En fase gustativa y con envejecimientos
prolongados (18 meses), estos vinos se posicionan con los valores mas altos de acidez y menor
untuosidad.
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Los vinos envejecidos en roble francés destacan en la fase gustativa por ser menos acidos, tanicos y
untuosos.
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Capitulo 2

V.2. CAPITULO 2: EFECTO DE LA DOSIFICACION DE OXIGENO Y DE LA ADICION DE
ASTILLAS DE ROBLE FRANCES EN LAS CARACTERISTICAS FENOLICAS DE LOS VINOS
TINTOS ELABORADOS CON LA VARIEDAD TEMPRANILLO.

V.2.1.Resumen

Este capitulo recoge los resultados obtenidos del estudio de la influencia del tratamiento de
microoxigenacion sobre las caracteristicas fendlicas de los vinos tintos elaborados con dos clones de la
variedad Tempranillo de Castilla y Ledn (Tinto del Pais de la D.O. Cigales y Tinta de Toro de la D.O.
Toro) Se han comparado los resultados obtenidos de la evolucion de los vinos que han permanecido en
contacto con astillas de roble de origen francés (Quercus petraea) de tostado medio distintas dosis de
oxigeno.

La finalidad del estudio ha sido determinar el efecto de la aportacién o no de oxigeno al vino durante su
fase de envejecimiento en contacto con madera y sus repercusiones a lo largo de la permanencia en
botella. Para eliminar el efecto producido por las diferencias enolégicas de los vinos elaborados con una
variedad de diferente zona geografica se ha restado el valor del vino inicial (T0) de cada parametro a lo
largo de los sucesivos muestreos con el fin de evaluar la modificacion respecto a la situacién inicial. Los
resultados se han expresado en tanto por ciento (%) respecto al valor inicial de cada pardmetro medido
en el vino tinto de cada variedad (T0), de esta forma se ha obtenido el porcentaje de aumento o
disminucién de cada parametro en cada momento de estudio, con respecto a su valor inicial.

Se presentan los resultados de los vinos obtenidos tras su permanencia en depdsito de acero inoxidable
con incorporacién de astillas de roble en ausencia de oxigeno (durante 12 meses en el vino de la D.O.
Cigales) y con microoxigenacion (durante 6 meses en el vino de la D.O. Toro) y su posterior
envejecimiento en botella (16 meses en el vino de la D.O. Cigales y 22 meses en el vino de la D.O. Toro),
con un total de 8 muestreos realizados por duplicado a cada sistema (32 muestras analizadas). Los
resultados indicaran si el compuesto analizado aumenta o disminuye su concentracién a lo largo del
proceso de envejecimiento en funcion del sistema en el que ha permanecido el vino (con o sin oxigeno).

Se han analizado parametros basicos y de color y edad quimica de los vinos durante un periodo de 0 a
28 meses de envejecimiento total, compuestos fendlicos de bajo peso molecular desde el inicio hasta los
19 meses de estudio y los antocianos mondmeros y acilados de 0 a 12 meses de envejecimiento. Este
tiempo de estudio se ha establecido para hacer coincidir los muestreos de ambos experimentos (vino de
DO Cigales y DO Toro), por lo que no ha sido posible comparar mas tiempo, al faltar los datos de los
compuestos fenélicos de bajo peso molecular y antocianos pormenorizados por HPLC de tomas
posteriores en los vinos de DO Toro.

203



Resultados y discusion

V.2.2.Vinos estudiados

El vino elaborado con la variedad Tinto del Pais de la Denominacién de Origen Cigales, adquirido de la
bodega La Legua S.L. (Fuensaldafia), se ha envejecido en depésitos de acero inoxidable de 100 L de
capacidad en contacto con 2,01 m2 de astillas de roble de origen francés (Quercus petraea) con tostado
medio suministradas por la toneleria Magrefian con un tamafio medio de entre 7 a 20 mm. El vino ha
permanecido durante 12 meses en contacto con las astillas y en ausencia de aportaciones de oxigeno,
contando por tanto con el oxigeno propio de las astillas. Posteriormente se ha embotellado y ha
permanecido 16 meses en botella, alcanzando un tiempo total de envejecimiento de 28 meses.

El vino elaborado con la variedad Tinta de Toro, adquirido de la bodega Vifia Bajoz (Morales de Toro), se
ha envejecido en depdsitos de acero inoxidable de 210 L de capacidad en contacto con 2,01 m2 de
astillas de roble de origen francés (Quercus petraea) suministrados por la toneleria Doreau con un
tamafio medio de entre 7 a 10 mm a los que se les ha efectuado un tostado medio. El vino ha
permanecido durante 6 meses en contacto con las astillas con aportaciones de oxigeno a través de un
equipo dosificador Ducounau-Laplace (OENODEYV). La cantidad de oxigeno aportado ha sido variable en
funcién de los valores de oxigeno disuelto, oscilando entre 0,01 a 0,1 mL/L.mes. Posteriormente se ha
embotellado y ha permanecido 22 meses en botella, alcanzando un tiempo de envejecimiento total de 28
meses. El proceso de microoxigenacion asi como su control, se ha comentado en materiales y métodos.

V.2.3. Parametros enoldgicos basicos de los vinos

Los datos obtenidos de los parametros enolégicos basicos de los dos vinos estudiados se muestran en la
tabla 31, asi como los resultados del analisis ANOVA realizado. Los datos del p-level mostrados en color
negro corresponden a los parametros en los que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los vinos envejecidos con o sin aportaciones de oxigeno.

Se han encontrado diferencias significativas (99,95 %) entre los vinos envejecidos con madera y
aportacion de oxigeno (Madera-MOX), frente a los vinos que han permanecido sélo en contacto con
madera (Madera). Concretamente el glicerol, extracto seco y pH han sido significativamente més altos en
vinos que han permanecido en contacto con madera y oxigeno, siendo significativamente mas bajos su
contenido en &cido tartarico, antocianos totales, acidez total, acidez volatil y azucares.
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Tabla 31: Valores medios en porcentaje de la variacién de los pardmetros basicos, compuestos fendlicos y color de
los vinos envejecidos (de 0 a 28 meses) en depositos de acero inoxidable junto a astillas de roble francés de tostado
medio con y sin aportacién de oxigeno. Resultados de la ANOVA

Parametro Madera-MOX Madera p-level
Acido tartarico -27,1875a -8,1081b 0,000
Glicerol 4,0407b -11,1806a 0,000
Antocianos totales  -42,0539a  -26,5761b 0,000
K -6,30252a  -4,01786b 0,375
IPT -4,75852a  -3,62903a 0,206
Grado alcoholico  0,999088a  0,326493a 0,112
Extracto seco 2,22039%b  -3,20230a 0,000
Acidez total 2,980769a  9,913793b 0,000
Acidez volatil 9,44444a  20,90517b 0,049
S0 libre -39,2578a  -19,4853b 0,060
Azlcares 4,32692a  13,54167b 0,048
Densidad relativa -12,4577a -0,0421a 0,236
pH 1,335312b  -0,695387a 0,010
PT Folin -4,63450a  7,37339 0,000
PPP -12,9024a -2,0410b 0,011
PMP 16,26748a  20,14247a 0,748
CAT -6,37082a  -4,96983a 0,579
TAN -19,0703a -1,9052b 0,000
IC -12,3408a -6,3347b 0,050
T 21,39996b  4,75969a 0,000
%A420 11,09438b  4,12488a 0,004
%A520 -5,71396a  -3,16198b 0,001
%A620 -2,27471a  -0,79187a 0,236
%dA 1,95645b  -5,51173a 0,000
L 2,130655a  5,134058b 0,007
a’ 0,0805b -12,3094a 0,001
b* 143,6888a  172,2523 0,399
H 133,5074a  138,4357a 0,905
c* 0,5238b -10,7207a 0,000

Para cada factor, letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas, en negrita se
muestra el p level con significacion > 95 % (p<0,05) expresado en % (v/v)

La presencia de glicerol en un vino radica en su importancia organoléptica, debido a que su presencia
aporta a los vinos suavidad y sensacién aterciopelada, buscandose por tanto en los vinos tintos valores
elevados que, en el caso de los vinos envejecidos en madera, ayuden a mitigar la sensacién de sequedad
y astringencia proporcionados por los taninos presentes en el vino final. Se observa en la grafica 50 un
ligero aumento de la cantidad de glicerol a lo largo de todo proceso de envejecimiento (madera-botella)
de los vinos en contacto con astillas y microoxigenados (Madera-MOX). Sin embargo, los vinos
envejecidos al abrigo del aire han perdido glicerol principalmente a lo largo de su envejecimiento en
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botella con una pérdida de hasta aproximadamente el 35 % sobre el valor inicial. Parece significativo por
tanto, el efecto positivo del mantenimiento del glicerol, la presencia de oxigeno en un vino.
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En la grafica 51 se observa que el extracto seco de los vinos a lo largo del envejecimiento en madera
presenta valores estables para los vinos en contacto con astillas que no han recibido aportaciones de
oxigeno, sin embargo cuando el vino ha sido sometido a contacto con astillas y en presencia de oxigeno,
la cantidad de extracto seco ha aumentado ligeramente, produciendo una menor pérdida al final del
proceso de envejecimiento en botella (entre los 24 y 28 meses de envejecimiento). La presencia de
particulas en suspension entre los meses 6 y 19 en los vinos que han permanecido en contacto con
madera y microoxigenacion podria ser la causa de este ligero aumento del extracto seco durante este
periodo, como ya se indicara en el capitulo 1.

La cantidad de azucares en los vinos ha aumentado con el envejecimiento (gréfica 52), este aumento
como se indicara en el capitulo 1, podria deberse a la hidrélisis de los antocianos glucosilados, con la
liberacién de glucosa, asi como azlcares cedidos al vino por los taninos hidrolizables de la madera. El
aporte de oxigeno durante el primer periodo ha influido de forma estadisticamente significativa en el
contenido de azucares, de manera que los vinos en contacto con astillas sin aporte de oxigeno han
presentado mayor contenido de azlcares (aumentando su concentracién hasta un 35 % respecto al valor
inicial) que en los vinos envejecidos con astillas y oxigeno. Podria deducirse que el aporte de oxigeno
parece influir significativamente en una menor liberacién de azlcares tanto por hidrélisis de los
antocianos del vino, como de los taninos provenientes de la madera, alcanzando valores méas bajos en la
concentracion de los azucares en los vinos microoxigenados, concentracion que se mantiene en botella.
Sin embargo, en los vinos no microoxigenados el contenido en azucares continuaria aumentando incluso
en botella, lo que nos indica la continuidad de las reacciones sin presencia de madera.
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El valor del pH de los vinos que han estado recibiendo dosis de oxigeno ha aumentado a lo largo del
proceso de envejecimiento, destacando que la diferenciacion se ha acentuado cuando el vino ha estado
unos meses en un ambiente reductor (botella) (grafica 53). Asi se podria deducir que el contacto con
oxigeno en una primera fase de envejecimiento (madera-MOX) tiene un efecto decisivo sobre el aumento
del pH cuando el vino es embotellado y permanece en un ambiente reductor. Este es un hecho
importante, ya que los valores de pH afectan directamente el equilibrio entre las formas rojas e incoloras
de los antocianos; asi, a pH alto el catién flavilium (color rojizo) se podria convertir en especies incoloras
(Brouillard, R. et al, 1989). El valor de pH parece estar correlacionada negativamente con la intensidad
del color del vino y el porcentaje de rojo (abs. 520 nm). Sin embargo, este dato requiere cierta precaucién
en la interpretacién de los resultados dado que el pH guarda una importante relacién con la acidez total.
Si se observa la grafica 54 de la acidez total se comprueba un importante aumento en los vinos
envejecidos en contacto con madera no microoxigenados relacionado a su vez con un importante
aumento de la acidez volatil, que seria la explicacion mas razonable a la disminucion de pH.

Es interesante destacar que durante el periodo de aportacion de oxigeno (1-6 meses) en contacto con
madera el valor de la acidez total y la acidez volatil del vino aumenta, con valores por encima de los
vinos que no han tenido aportaciones de oxigeno, pero en la fase de botella estos valores se reducen
alcanzado concentraciones inferiores a los vinos al abrigo del aire. No siendo por tanto, la aportacion de
oxigeno un efecto negativo sobre la calidad final de los vinos en términos de acidez volatil. Estos
resultados coinciden con los encontrados por Cano, M., et al. (2006) y Sanchez, M. (2007) para los
parametros pH y acidez total en un vino de la variedad Tinto del Pais, aunque se debe tener en cuenta
que en este estudio las aportaciones de oxigeno se aplicaron al final de la fermentacion malolactica
realizando una comparacién entre un vino testigo y otro vino al que se ha microoxigenado, para
posteriormente envejecer |os vinos en barricas de roble.

Si se observa la grafica 54 se deduce que la acidez volatil de los vinos en contacto con astillas y

aportacion de oxigeno han presentado un leve aumento temporal de la acidez volatil durante su estancia

en depdsitos con microoxigenacién y en presencia de astillas (2-6 meses). Este aumento puede ser

causado por dos reacciones en las que estan presentes los grupos acetilados, por una parte la cesion de
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grupos acetilos procedentes de la hemicelulosa de la madera (Del Alamo, M. et al., 2006a) y por otra
parte, por las reacciones de oxidacion del etanol a acido acético (Gonzélez, L. A. et al., 2006).
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También se comprueba (grafica 55) que un aumento de la acidez total podria atribuirse al aumento de la
acidez volatil, asi cuando el valor de la acidez volatil se ve considerablemente incrementada, como se
observa en los meses finales de envejecimiento en botella para el vino al abrigo del oxigeno en el primer
periodo de envejecimiento, también lo hace la acidez total. Sin embargo cuando se produce un aumento

moderado de la acidez volatil no parece ser atribuible a una mayor acidez total. Resultado que coincide
con lo encontrado por Sanchez, M. (2007).

Aunque no se han encontrado diferencias significativas en la concentracién de anhidrido sulfuroso libre
(SO libre) entre ambos vinos (con y sin oxigeno), como era de esperar los valores mas bajos se
mantuvieron en los vinos que han sido microoxigenados. Por lo que se puede decir que existe una

relacion, aunque no significativa, entre la presencia de oxigeno disuelto en el vino y el contenido de SO
libre en el mismo (tabla 31).

El &cido tartarico (grafica 56) de los vinos descendidé durante todo el proceso de envejecimiento
(madera-botella), siendo este descenso menos acusado en el periodo de botella. Esta pérdida de acido
tartarico por precipitacion de sales tartaricas y de otros compuestos, permite la estabilizacién y
clarificacién de los vinos (Martinez, J., 2000, 2004, 2005a y 2006a y b), produciéndose una precipitacion
tartarica mayor en los vinos en contacto con madera y oxigeno (lo que podria indicar que la aportacién de
oxigeno acelera los procesos de estabilizacion en los vinos). La pérdida de &cido tartarico observada en
los vinos envejecidos con microoxigenacion es mas acelerada que en los vinos sin microoxigenar (grafica
56). Ademas, las diferencias en &cido tartérico entre un vino con o sin microoxigenacion alcanzan valores
de significacion del 100 % (tabla 31). Por tanto parece indicar que la aportacion de oxigeno acelera la

precipitacién del acido tartarico que podria ser debido a la formacién de su correspondiente sal y por tanto
su inestabilidad.
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Los antocianos libres de los vinos intervienen en reacciones, bien de condensacion y polimerizacion, asi
como de cicloadicién, dando lugar a nuevos pigmentos mas estables (Bakker, J. et al., 1997b; Revilla, 1.
et al., 1999b; Mateus, N. et al., 2001; Atanasova, H. et al., 2002; Mateus, N. et al., 2002; Vivar, A. M. et
al., 2002; Wang, B. et al., 2003; Del Alamo, M. et al., 2004b). Ademas hay que tener en cuenta que el
oxigeno acelera las reacciones de combinacion o condensacion de los antocianos y flavanoles libres a
través de puentes etilo, ya que favorece la formacién de acetaldehido (Bosso, A. et al., 2000). La
disminucién de antocianos totales tanto en vinos en contacto con madera como en vinos con madera y
aportacion de oxigeno es evidente (grafica 57), pero destaca una mayor pérdida en los vinos descritos en
segundo lugar (madera-MOX), que podria ser debida a una degradacién oxidativa producida por la
adicion de oxigeno. Por tanto, como ya se ha comentado con anterioridad, la aportacion de oxigeno no
parece ser decisiva en la pérdida de la calidad de los vinos, sin embargo destaca en este estudio la
pérdida de antocianos totales durante el proceso de microoxigenacion de los vinos, donde la pérdida de
antocianos totales es mas acusada en los vinos a los que se les aporta oxigeno. Podria ser indicativo por
tanto, que la aportacién de oxigeno en dosis de 0,01 a 0,1 mL/L.mes mas la aportacién inicial de oxigeno
por parte de las astillas a razon de 14 mg de O2/100 g de astillas, ha resultado ser excesiva para el vino
estudiado. Aunque la evolucién también revela que, en periodos prolongados de envejecimiento (hasta 28
meses), los vinos que inicialmente fueron microoxigenados pierden antocianos totales pero de manera
menos acelerada, como indica la curva de la pendiente de la gréfica 57 para el vino madera-MOX.

A continuacién se analizara lo que ocurre con los compuestos fendlicos y los antocianos libres de manera
individualizada durante la fase de aportacion de oxigeno, para explicar las posibles reacciones que tienen
lugar entre los diversos compuestos fendlicos cuando existe en el vino oxigeno disuelto y determinar
como ha afectado la dosis aportada al mismo en dichos pardmetros.

V.2.4. Compuestos fendlicos, parametros de color y edad quimica de los vinos

La composicion fendlica de los vinos durante su total envejecimiento (0-28 meses) en depésitos de acero
inoxidable a los que se ha incorporado astillas de roble francés de tostado medio, con y sin
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microoxigenacion se exponen en la tabla 31. Se presentan datos de los pardmetros de color y la
presencia de compuestos fenolicos de los vinos con microoxigenacion (Madera-MOX) frente a los vinos
que se envejecieron en ausencia de aportaciones de oxigeno (Madera).

Los vinos envejecidos en contacto con madera y oxigeno (Madera-MOX) presentaron los valores
significativamente inferiores en el contenido de polifenoles totales (PT Folin), polifenoles poco
polimerizados (PPP), taninos (TAN), intensidad colorante (IC), componente roja (%A520), luminosidad
(L), relacion amarillo-azul (b*) y tono o matiz (H) y mas elevados de tonalidad (T), componente amarilla
(%A420), importancia del color rojo (%dA), relacion rojo-verde (a*), croma (C*).

El contenido en polifenoles totales (PT Folin, gréfica 58) de los vinos ha experimentado una evolucién
que lleva a interpretaciones contradictorias, dado que hay autores que han definido que a lo largo del
proceso de envejecimiento los compuestos fendlicos disminuyen por la pérdida de materia colorante y los
polifenoles en general (Vivas, N., 1993; Peyron, E., 1994; Pomar, M. et al., 2001; Fernandez, B. et al.,
2003b; Pérez, L. J. et al., 2003a; Cadahia, E. et al., 2004; Ojeda, S., 2012), frente a los que han descrito
un aumento de los polifenoles totales durante la crianza de los vinos debido este aumento al aporte que
reciben los vinos de los compuestos fendlicos que cede la madera que permanece en contacto con los
vinos (Martinez, J., 1998 y 2004; Martinez, J. et al., 2005a y 2006b). De la interpretacion de los resultados
obtenidos por los diversos autores puede deducirse que la aportacién de oxigeno podria producir una
pérdida de dichos compuestos por procesos de reaccion con los compuestos existentes en el vino
(condensacion antociano-tanino o polimerizacién tanino-tanino), causando una mayor pérdida de los
mismos, frente a los vinos que en ausencia de oxigeno la madera aportaria polifenoles que sufririan
menos reacciones con otros compuestos, explicando asi su aumento ligero de concentracién en el
proceso de envejecimiento. Parece un factor decisivo por tanto, que la ausencia de oxigeno mantiene
valores mas altos de polifenoles totales en los vinos durante su proceso de envejecimiento en contacto
con madera y posterior envejecimiento en botella.

Otros autores como Castellari, M. et al., 1998; Amati, A. et al., 2000; Bosso, A. et al. (2000) y Sanchez,
M. (2007) determinaron que los vinos microoxigenados durante los procesos fermentativos o los primeros
meses tras la fermentacién malolactica, no han presentado diferencias significativas en su contenido
fendlico entre los vinos microoxigenados y el vino testigo, definiendo asi que el aporte controlado de
oxigeno no da lugar a una oxidacion de los compuestos fendlicos, y por tanto a una pérdida de los
mismos. Sin embargo, en este trabajo la adicién de oxigeno si ha modificado de forma notable el
contenido de polifenoles totales (PT Folin) (gréfica 58), siendo significativamente inferiores los valores de
polifenoles totales en vinos microoxigenados, frente a sus respectivos testigos. Estos resultados podrian
ser corroborados con los valores encontrados en los parametros de color, con un aumento elevado de la
tonalidad y la componente amarilla (%A420) para los vinos microoxigenados, como se describira a
continuacién.
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Respecto al contenido de polifenoles poco polimerizados (PPP) de los vinos se ha observado una
disminucién en su concentracion durante el proceso de envejecimiento (grafica 59). Como era de esperar
los vinos que han sido sometidos al proceso de microoxigenacion presentaron pérdidas mayores de
polifenoles poco polimerizados, demostrando que el oxigeno favorece los procesos de polimerizacion o
condensacién entre los compuestos fendlicos presentes en el vino o aportados por la madera. Se
comprueba que el vino, durante el proceso de microoxigenacion (0-6 meses), pierde polifenoles poco
polimerizados, sin embargo cuando se introduce en un ambiente reductor parte de estos compuestos se
recuperan provenientes de procesos de hidrélisis, permitiendo a los vinos mantener niveles mas elevados
de estos compuestos que aquellos vinos que no se microoxigenaron.

El contenido de los vinos en taninos (TAN) y catequinas (CAT) (no significativo), (tabla 31) ha sido méas
bajo en el vino envejecido en contacto con astillas y aportes de oxigeno, este menor contenido debido a
la presencia de oxigeno, favorece las reacciones de polimerizaciéon y condensacién con los antocianos
(Glories, Y., 1990; Del Alamo, M. et al., 2000 y 2002; Martinez, J., 2004). Segin Chatonnet, P. (2007) el
descenso en la concentracion de taninos en los vinos podria ser debido a reacciones de complejacion con
proteinas, péptidos y polisacaridos. Diversos autores (Del Alamo, M. et al., 2000 y 2002; Martinez, J.,
1998, 2004 y 2006a; Ojeda, S., 2012) observaron un aumento en el contenido en taninos en el tiempo de
envejecimiento en vinos en contacto con barricas. Sin embargo, las reacciones que se dan en los vinos
microoxigenados parecen repercutir en la pérdida de taninos libres por los procesos descritos
anteriormente. Asi, los vinos microoxigenados han disminuido su contenido en taninos a lo largo del
proceso de envejecimiento y los vinos al abrigo del oxigeno mantuvieron estable su concentracion en
taninos e incluso aumentaron ligeramente como puede observarse en la grafica 60.
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Los resultados de los parametros de color analizados por el método de Glories en los que se han
encontrado diferencias significativas han sido intensidad colorante (IC), tonalidad (T), componente
amarilla (%A420), componente roja (%A520) e importancia del rojo (%dA). La intensidad colorante de los
vinos (IC) ha experimentado un descenso a lo largo del tiempo de envejecimiento con madera (grafica
61), manteniéndose los valores estables e incluso aumentando ligeramente durante el periodo de
envejecimiento en botella y tras un periodo en madera. Este primer aumento puntual estaria justificado
por la condensacion de antocianos y taninos (Chatonnet, P., 2007) que presentan un color mas intenso
que los antocianos libres, y por la polimerizacion de los antocianos con las catequinas. Como ya
apreciaran diversos autores como Cadahia, E. et al. (2008); Del Alamo, M. et al., (2002); Gonzélez, L. A.
et al., (2006); Martinez, J. et al., (2005a y 2006b), y se indicara en el Capitulo 1. Ademas, los primeros
meses de envejecimiento en contacto con la madera y la aportacion de oxigeno son decisivos para que
se lleven a cabo dichos procesos, sin embargo eso no limita la pérdida de color a lo largo del proceso de
envejecimiento, dado que los vinos que fueron microoxigenados sufrieron un descenso mayor de color en
los meses de envejecimiento en botella que aquellos vinos que no fueron microoxigenados. Parece que el
aporte de oxigeno podria tener un efecto acelerante en la pérdida de intensidad colorante (IC) (grafica
61) y por tanto también en la estabilidad polifenélica de los vinos. Este resultado podria explicarse porque
la presencia de oxigeno también favorece reacciones de copigmentacion y polimerizacion que pueden
acabar en la formacién de estructuras menos estables con su consiguiente precipitacion (Hernandez, T.
etal., 2007 y Cano, M. et al., 2007).

Una menor intensidad colorante en los vinos microoxigenados difiere de lo descrito por otros autores
(Cano, M. et al., 2006, 2007; Rayne, S. et al., 2011; Gallego, L., 2013) que observaron, durante todo el
periodo de envejecimiento, que la intensidad colorante fue superior en los vinos microoxigenados
respecto al vino control (vino sin madera y sin microoxigenacion) alabando el efecto positivo de la técnica
de la microoxigenacién en las caracteristicas cromaticas de los vinos, que han conseguido mantenerse en
los vinos embotellados. Esto vuelve a confirmar que la causa de una pérdida mayor ha podido ser debida
a un exceso de oxigeno causante de la oxidacion de los compuestos que aportan mayor intensidad en
color. Lo que demostraria la gran importancia que tiene la gestién correcta del oxigeno durante el
envejecimiento de los vinos.
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Para explicar el comportamiento de la pérdida de la intensidad colorante disponemos del parametro
siguiente, la tonalidad (T). Segun Ojeda, S. (2012), la tonalidad podria definirse como indicador del grado
de envejecimiento de un vino ya que los resultados habituales obtenidos tienen relacion con el aumento
de la tonalidad cuando se aumenta el tiempo de envejecimiento ahora bien, para vinos con el mismo
tiempo de envejecimiento, en las que se encuentran diferencias significativas en su tonalidad hace pensar
que aquellos vinos con mayor aumento de tonalidad se encuentran mas envejecidos. Si se observa la
gréfica 62, se comprueba que la tonalidad se eleva en los vinos que han sido microoxigenados, mientras
que los vinos que no lo han sido presentan un aumento mucho mas ligero a lo largo de todo el proceso de
envejecimiento. Segun Casassa, F. et al. (2006a) parece tener una relacién positiva el tono con los
antocianos polimerizados, ya que la tonalidad guarda relacién con los pigmentos amarillos presentes en
los antocianos polimerizados, aunque no parece concluyente dado que otros pardmetros parecen
demostrar que la aportacion de oxigeno precisamente es un factor decisivo en la polimerizacién de los
compuestos fendlicos.
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Grafica 62: Comparacion de la evolucion de la tonalidad (T) (%) Grafica 63: Comparacion de la evolucion de la componente amarilla
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin (%A420) durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con
MOX y sin MOX

El aumento de la componente amarilla (%A420) podria atribuirse por una parte a la formacién de
compuestos amarillos debidos a la oxidacion del vino, las polimerizaciones o a la mayor extraccion de los
componentes de la madera por la extraccion de compuestos coloreados de la misma a lo largo del
envejecimiento (Cadahia, E. et al., 2008) y su reaccién con los antocianos del vino (Pomar, M. et al.,
2001; Pérez, L. J. et al., 2003a y Gonzélez, L. A. et al., 2006), produciéndose una mayor polimerizacion y
condensacion de los taninos (Vivas, N. et al., 1993; Chatonnet, P. et al., 1997; Ribéreau, P. et al., 1998;
Martinez, J., 2004). Esta hipdtesis se comprueba en la gréfica 63 y se confirma la evoluciéon mas répida
de los parametros de color en los vinos microoxigenados, ya que la componente amarilla (%A420)
aumenta hasta valores un 25 % mas elevados con respecto al vino inicial, frente a un amento del 11 %
con respecto al vino inicial, en vinos en ausencia de oxigeno al final del periodo de envejecimiento.

La pérdida de la componente roja (%A520) (gréfica 64) en los vinos microoxigenados podria
nuevamente justificarse por la mayor formacién de combinaciones antocianos-taninos en presencia de
oxigeno, que ademas con la aportacion de elagitaninos de la madera se ven favorecidas estas reacciones
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(Revilla, I. et al., 1999a; Del Alamo, M. et al., 2002; Fernandez, B. et al., 2003b; Pérez, L. J. et al., 2003a,
by d; Martinez, J., 2004; Gonzalez, L. A. et al., 2006; Martinez, J. et al., 2006 a y b).
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Grafica 64: Comparacion de la evolucion de la componente roja Grafica 65: Comparacién de la evolucion de la importancia del rojo
(%A520) durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con  (%dA) durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y
y sin MOX sin MOX

La importancia del rojo (%dA) (gréfica 65) hace referencia a la proporcion de color rojo producido por el
catién flavilium en estado libre y asociado con los antocianos, este dato es claramente superior en los
vinos que han sido microoxigenados en presencia de madera a lo largo de todo el proceso de
envejecimiento. EI aumento elevado de la componente amarilla frente a la roja podria explicar este
resultado. Aunque la tonalidad (T), es indicativo del cociente entre la medida del color amarillo frente al
color rojo, parece razonable encontrar que la importancia del rojo (%dA) seria inversa a este parametro,
sin embargo, no ocurre esto en los datos obtenidos, eso indicaria que se ha producido un aumento de la
componente amarilla pero a su vez los vinos microoxigenados presentan valores de color azul mas
elevados. Cuanto mas elevado es el valor de la componente azul y amarilla frente al color rojo mayor es
el brillo del color rojo. Su composicion muestra que el color dominante de la solucion de antocianos es
aun el rojo; en el caso del vino, si la suma amarillo-azul es mayor al rojo, el vino es oscuro con reflejos
amarillos (Glories, Y. 1984b).

Los resultados de los parametros de color analizados por el método CIELab en los que se han
encontrado diferencias significativas han sido luminosidad (L), relacién rojo-verde (a*), y croma (C*). El
parametro que determina la claridad del vino o también definida como luminosidad (L*) (gréfica 66) ha
aumentado durante el tiempo de envejecimiento, principalmente en los vinos microoxigenados. Este
aumento viene definido por varios procesos, un proceso de sedimentacion natural en los vinos, aumento
de los tonos teja 0 a una disminucién de la intensidad colorante (Miguel et al. 2001; Noriega, M. J, 2003;
Casassa, F. et al., 2006a; Guzman 2010). Se observa en los vinos sin aporte de oxigeno, en la fase de
permanencia en botella, una reduccién de la luminosidad que parece estar relacionado con el aumento de
la intensidad colorante en los vinos en ausencia de oxigeno, el descenso del extracto seco y las
clarificaciones y precipitaciones en botella. Gonzalez, A. (2009) ha observado que los vinos con mayores
adiciones de oxigeno (entre 17 mg/L y 24 mg/L de oxigeno) presentaron el mayor aumento de la
luminosidad, comparado con un vino testigo.
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Grafica 66: Comparacion de la evolucion de la luminosidad (L) (%)
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin
MOX

Gréfica 67: Comparacion de la evolucion de la relacion rojo-verde
(@) (%) durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con
y sin MOX.

El parametro a* representa la tonalidad rojo-verde que tiene un vino (gréfica 67). La aportacién de
oxigeno en la primera fase de envejecimiento aumenta la componente a*, mientras que en ausencia del
mismo (Madera) disminuye desde el inicio del proceso de envejecimiento, lo que se traduce en un valor
menor de la componente a* para los vinos en contacto con astillas sin oxigeno. Este resultado determina
que una pérdida de pardmetro a* indicaria una pérdida de la tonalidad roja. Sin embargo, este parametro
de color medido a través de las coordenadas CIELab contradice lo indicado para el porcentaje de rojo
(%A520), ya que en los vinos envejecidos en presencia de oxigeno ha mantenido valores mas elevados
de componente roja (a*) pero no del porcentaje de rojo (%A520) medido aisladamente. Los resultados
obtenidos para este parametro coinciden con estudios realizados por Gonzalez, A. (2009), en las que se
ha comparado un vino tinto testigo con vinos a los que se les ha ido incrementando las dosis de oxigeno.
En ellos observaron diferencias significativas durante todo el tiempo de oxigenacién. También observaron
una bajada brusca de los valores de a* al comienzo del tratamiento, esto significa que se produce una
disminucion del color rojo, y después durante el resto de los muestreos a diferentes dosis de oxigeno
mantuvieron la misma tendencia. Segin Gonzalez, A. (2009) el resultado obtenido demostraria que con la
microoxigenacion se busca una estabilizacion de color y no su desplazamiento hacia colores mas rojizos.

La coordenada que relaciona el color amarillo frente al azul (b*) ha aumentado (grafica 68), aunque no
de forma significativa, durante el tiempo de crianza para los vinos que permanecieron en madera sin
oxigeno mas que para los vinos micooxiganedos. Este resultado se traduce en una pérdida de
componente azul y un aumento de la componente amarilla. Sin embargo, en los vinos que fueron
microoxigenados el menor valor de la coordenada b indicaria que mantienen un equilibrio entre el
aumento de la componente amarilla (+) y la pérdida de la componente azul (-), demostrando que los vinos
microoxigenados a pesar de perder intensidad en color, antocianos y aumentar en tonalidad, son capaces
gracias al oxigeno, de mantener valores mas altos del color azul, ya que la componente amarilla
(%A420), como se viera anteriormente, alcanza para los vinos microoxigenados valores mas elevados
que en los vinos al abrigo del oxigeno. Este aumento de la componente azul ya ha sido encontrada por
diversos autores cuya explicacion ha sido que el color azul del vino puede aumentar como consecuencia
de las reacciones de condensacion entre antocianos y taninos con etanal como intermediario y en
presencia de oxigeno (Martinez, J., 1998 y 2004; Del Alamo, M. et al., 2002; Fernandez, B. et al., 2003b;
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Pérez, L. J. etal., 2003a, b y d; Cadahia, E. et al., 2004; Cano, M. et al., 2007; Cadahia, E. et al., 2008) y
por un efecto batocromo (desplazamiento a longitudes de onda més elevadas) causadas por los procesos
de copigmentacion (Timberlake, C., 1976).
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El parametro croma o pureza del color (C*) (grafica 69), esta directamente relacionado con la coordenada
a* y la intensidad colorante, pero inversamente relacionado con la luminosidad (L). Como ya observaran
diversos autores (Casassa, F. et al., 2006a; Ojeda, S., 2012) la evolucion de C* es similar a lo largo del
proceso de envejecimiento a la evolucion de la coordenada a*. Los autores Noriega, M. J: et al. (2003),
Cano, M. et al. (2007) y Gallego, L. (2013) han observado que en el proceso de envejecimiento en
barrica, astillas y tablones el croma tiende a disminuir, sin embargo otros autores como Ifiiguez, M. et al.
(1995); Guzman (2010) y Ojeda S., (2012) han observado un aumento paulatino de la cromaticidad y
Gordillo et al (2012) observé un aumento de cromaticidad los primeros meses de envejecimiento para
posteriormente disminuir en un vino envejecido durante 12 meses en barrica. Los resultados
determinados en la comparacién de dos vinos diferenciados por la aportacion de oxigeno parece revelar
que durante la fase de madera, la aportacién de oxigeno es decisiva en la cromaticidad dado que en los
vinos microoxigenados el valor aumenta durante los 6 meses de aportacidn de oxigeno y sin embargo los
vinos que no recibieron oxigeno disminuyeron el contenido en cromaticidad. Este aumento en la primera
fase de envejecimiento en vinos microoxigenados hace que este parametro mantenga a lo largo de todo
el proceso de envejecimiento valores mas altos que en los vinos sin aporte de oxigeno. Valores mas
elevados de C* y de contribucion al color total del vino.

En vista de los resultados obtenidos en los parametros de color, existe una controversia con el método
empleado en la determinacidn del color, asi los parametros de color por el método de Glories definen a
los vinos microoxigenados como vinos con mayor componente amarilla y mayor pérdida de rojos, es
decir, vinos mas envejecidos y con menor intensidad en color, pero los datos obtenidos a partir de las
coordenadas CIELab determinan que los vinos mantienen mayor intensidad en color, son vinos mas
azules y mas rojos cuando los vinos son microoxigenados. Por tanto, parece interesante comprobar como
se comportan los vinos cuando se determina de manera individualizada los antocianos del vino por
cromatografia de liquidos y cual es su comportamiento cuando se determina la edad quimica de los vinos,
estos resultados se describiran a continuacion.
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V.2.5. Antocianos mondmeros y acilados en los vinos

Los datos presentados en este trabajo han sido estudiados para vinos con 12 meses de envejecimiento.
Los resultados obtenidos en los vinos objeto de estudio indican que los valores de los antocianos
mondmeros en los vinos microoxigenados alcanzan una pérdida de los mismos mayor en los vinos que
han sido microoxigenados, destacando significativamente cianidin-3-glucésico (Cn-3-Gl), petunidin-3-
glucdsido (Pt-3-Gl). A su vez los vinos microoxigenados mantienen valores més altos para los antocianos
acilados, siendo significativamente mayores en Vitisin A (Mv-3-GI-Py), cianidin-3-glucosico acetilado (Ci-
3-Gl-Ac), peonidin-3-glucésico acetilado (Pn-3-Gl-Ac), malvidin-3-glucésido acetilado (Mv-3-GI-Ac),
malvidin-3-glucésido caferilado (Mv-3-GI-Cf) y cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm). De manera
excepcional y significativamente mayor pérdida en vinos microoxigenados los antocianos acilados
delfinidin-3-glucésido acetilado (Df-3-GI-Ac) y malvidin-3-glucésido cumarilado (Mv-3-GI-Cm).

Tabla 32: Valores medios en porcentaje de la variacién de los antocianos monomeros y acilados de los vinos
envejecidos (de 0 a 12 meses) en depdsitos de acero inoxidable, astillas de roble francés de tostado medio, con y
sin aportacion de oxigeno. Resultados de la ANOVA

Microoxigenacion Madera-MOX Madera p-level
Df-3-Gl -8,42a -12,38a 0,444
Cn-3-GI -2461a  -11,63b 0,043
Pt-3-Gl 41,242 -12,41b 0,000
Pn-3-G -14,98a -14,65a 0,955
Mv-3-GI -15,49a  -12,96a 0,546
Vit A (Mv-3-GI Py) -9,07b -32,09a 0,002
Df-3-Gl-Ac -49,27a  -20,78b 0,000
Cn-3-Gl-Ac 6,31b -31,98a 0,022
Pt-3-Gl-Ac -4,63a -29,78a 0,113
Pn-3-Gl-Ac -5,29b -21,48a 0,003
Df-3-GI-Cm + Mv-3-Gl-Ac ~ -2599a  -20,10a 0,447
Mv-3-Gl-Ac -1497b  -23,17a 0,045
Mv-3-GI-Cf 8,06b -45,02a 0,001
Cn-3-GI-Cm 18,70b -24,07a 0,000
Pt-3-GI-Cm -13,67a  -34,08a 0,117
Pn-3-GI-Cm -21,73a -26,18a 0,390
Mv-3-GI-Cm -36,71a  -21,25b 0,002
Ant-3--Gl-Ac -21,50a  -23,78a 0,340
Ant-3-GI-Cm -18,01a  -22,34a 0,380
Antocianos totales -19,50a -14,76a 0,251

Para cada factor, letras distintas en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas, en negrita se
muestra el p level con significacion > 95 % (p<0,05) expresado en % (v/v)
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También puede observarse en las graficas 70, 71 y 72 que la pérdida de antocianos monémeros (Cn-3-
Gl, Pt-3-Gl, Mv-3-Gl) en los vinos microoxigenados es ligeramente superior a lo largo de todo el proceso
de envejecimiento. Alcanzando al final del periodo de envejecimiento (12 meses) una pérdida del 55 % en
vinos microoxigenados frente al 35 % de pérdida de cianidin-3-glucésido (Cn-3-Gl) en vinos sin
microoxigenar.
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Grafica 70: Comparacion de la evolucion del cianidin-3-glucosido  Grafica 71: Comparacion de la evolucion del petunidin-3-glucésido (Pt-
(Cn-3-Gl) (%) durante el envejecimiento (madera-botella) de los 3-Gl) (%) durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y
vinos con y sin MOX sin MOX

En el caso del petunidin-3-glucésido (Pt-3-Gl) la pérdida al final del envejecimiento alcanzé un 80 % en
los vinos microoxigenados frente al 40 % de pérdida de este compuesto en los vinos sin aporte de
oxigeno. Lo que indica una pérdida del 50 % del compuesto antociano mondémero petunidin-3-glucésido
en los vinos cuando se aporta oxigeno durante el envejecimiento. Similares resultados fueron
encontrados por diversos autores (Amati, A. et al., 2000; Bosso, A. et al., 2000; Cano, M. et al. 2006 y
Sénchez, M., 2007) para la medida de los antocianos monoglucosilados tanto por HPLC como por
medidas espectrofotométricas.

Esta pérdida de antocianos monoglucosilados se debe a las reacciones de acilacién, condensacién o
polimerizacion para formar pigmentos poliméricos y oligoméricos méas estables en el vino (Monagas, B. et
al., 2006a) y que se ven favorecidas por la presencia de oxigeno. También y de manera inevitable a las
reacciones de degradacion (Cano, M. et al., 2006).

La evolucion del contenido del malvidin-3-glucosilado (Mv-3-Gl), no es significativamente distinta en los
2 tipos de vinos estudiados, sin embargo parece interesante comprobar su comportamiento en las
primeras fases de envejecimiento, ya que el resto de los antocianos monoglucosilados analizados en los
vinos, siguen la misma tendencia. Existe un aumento del malvidin-3-glucosilado (Mv-3-Gl) en el vino en
los primeros meses de aportacion de oxigeno para posteriormente descender a niveles inferiores a los
vinos sin microoxigenar. Existe una formaciéon de malvidin-3-glucosilado (Mv-3-Gl) méas rapida (a los 2
meses de envejecimiento) gracias al proceso de microoxigenacion frente a los vinos sin microoxigenar
que presentan un ligero aumento a los 4 meses de envejecimiento (gréfica 72), pero este aumento méas
rapido en los vinos microoxigenados no evita que posteriormente descienda en concentracion llegando a
perder el 46 % de su valor inicial. El aumento del malvidin-3-glucésido (Mv-3-Gl) se produce en ambos
vinos estudiados pero el momento de aumento del compuesto se produce en dos tiempos diferentes a lo
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largo del envejecimiento. Asi, los vinos microoxigenados ven aumentado este compuesto a los 2 meses
de envejecimiento, pero los vinos al abrigo del aire no lo hacen hasta pasados 4 meses de

envejecimiento.
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Grafica 72: Comparacion de la evolucion del malvidin-3-glucésido
(Mv-3-Gl) (%) durante el envejecimiento (madera-botella) de los
vinos con y sin MOX

Grafica 73: Comparacion de la evolucion del vitisin A (Mv-3-GI-Py) (%)
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin MOX

El vitisin A (Malvidin-3-glucosido piruvato) es el resultado de la unidén de un antociano con &cido pirGvico
para formar un piranoantociano. Este y otros derivados pir(vicos han sido identificados por numerosos
autores en vinos envejecidos tanto en barricas como en sistemas alternativos durante su permanencia en
los mismos y a lo largo de su crianza en botella (Sarni, P. et al., 1996; Bakker, J. et al., 1997b; Francia, E.
M. et al., 1997; Es-Safi, N. et al., 2000; Revilla, I. et al., 1999b; Romero, C. et al., 1999; Mateus, N. et al.,
2001 y 2002; Del Alamo, M. et al., 2006b), asi como en vinos microoxigenados (Atanasova, H. et al.,
2002; Cano, M. et al., 2006; Llaudy et al., 2006; Pérez, S. et al., 2007; Gallego L. 2013). Se observa en la
gréfica 73 una disminucién en el contenido de vitisin A para los vinos que han permanecido en ausencia
de oxigeno siendo mas marcada dicha pérdida (42 %) en los 4 primeros meses de envejecimiento en
contacto con astillas y ausencia de oxigeno y alcanzado hasta el 50 % de pérdida de vitisin A respecto al
punto de partida en los 8 meses restantes de envejecimiento. Por el contrario, el vino microoxigenado
aumenta la concentracion de vitisin A entre el segundo y cuarto mes de envejecimiento para
posteriormente disminuir hasta alcanzar una pérdida final del compuesto del 21 %.

Estos datos obtenidos en este trabajo corroboran los resultados encontrados por diversos autores, tanto
si la microoxigenacion se ha llevado a cabo en la fase de fermentacion alcohdlica, malolactica o durante
el proceso de conservacion de los vinos (Atanasova, H. et al. 2002 y Cano, M. et al., 2006 y Sanchez, M
2007). Por una parte se ha encontrado que la microoxigenacion aumenta el contenido de vitisin A en los
vinos frente a los vinos testigos y también se demuestra que se produce una pérdida en la concentracion
de vitisin A lo largo del envejecimiento como ocurre en la totalidad de los antocianos presentes en el vino,
sin embargo, gracias al oxigeno la pérdida de este compuesto es menos acusada y se mantiene en
niveles superiores a lo largo del proceso de envejecimiento de los vinos. Como ya observara Apetrei, I.M.
et al. (2012), tras la monitorizacion de un vino envejecido en barricas y sistemas alternativos, mediante
panel electronico en su medida del color, ha deducido un aumento en la concentracién de
piranoantocianos mayor en los vinos tintos tratados con microoxigenacién, estando este dato
estrechamente relacionado con su estabilizacion del color. Y como consecuencia de ello, también han
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observado valores mas altos de la componente amarilla y rojo del color de los vinos. Corroborando lo
interpretado en los datos de medida del color de este capitulo.

Autores como Pérez, S. et al. (2002a) y por Cano, M. et al. (2007) han encontrado valores mas bajos de
antocianos acéticos y cinamicos en vinos microoxigenados frente al vino testigo. Vinos que han sido
microoxigenados en el proceso inmediatamente posterior al proceso de fermentacion, indicando que
estos resultados se correlacionan perfectamente con los mayores niveles de nuevos pigmentos. Sin
embargo, contradicen a los encontrados por Llaudy et al. (2006). Aunque de manera general, los
antocianos acetilados tienen mayor concentracion en los vinos microoxigenados, los resultados
encontrados en los vinos indican que dependiendo del tipo de antociano presente en el vino el resultado
difiere. Los datos obtenidos que son significativamente distintos presentados en las gréficas 74, 75y 76
indican que el delfinidin-3-glucésido acetilado (Df-3-Gl-Ac) alcanza valores mas altos en los vinos
microoxigenados, pero el cianidin-3-glucdsido acetilado (Cn-3-GI-Ac) y el peonidin-3-glucdsido acetilados
(Pn-3-Gl-Ac) pierden mayor concentracion cuando el vino ha sido microoxigenado.
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El contenido en malvidin-3-glucésido acetilado (Mv-3-GI-Ac) del vino, presenta una evolucion variable
en funcion del mes de envejecimiento en el que se encuentra el vino, asi al inicio del mismo (2 meses) los
vinos microoxigenados aumentan su concentracion, motivada por la presencia de oxigeno y la formacion
de acido acético al comienzo del proceso. Sin embargo posteriormente (4-12 meses), este antociano
acetilado desciende su concentracion hasta valores similares a los vinos al abrigo del oxigeno, no
existiendo diferencias entre ambos procesos (grafica 77).
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Las reacciones entre el malvidin-3-glucésido y el acido caféico para formar malvidin-3-glucésido
caferilado (Mv-3-GI-Cf) (gréfica 78), presentes en el vino durante los 4 primeros meses de
envejecimiento han aumentado hasta valores un 30 % superior, respecto al valor inicial en los vinos
microoxigenados. Este aumento de concentracién ha fomentado que en su posterior pérdida de
concentracion, dicho descenso se vea mitigado, de manera que los vinos microoxigenados mantienen
valores mas elevados de malvidin-3-glucosido caferilado (Mv-3-GI-Cf) durante todo el tiempo de
envejecimiento estudiado.

60 60

g . ~o- Sistma Madera-MOX g Mo B
= -B Sistema Madera T 40
Q Q
o 20 o 30
& &
é 0 §, 20
| € 10
g g
% 20 E 0 .
B S 10 e .-
&g -40 E 20 r - AN .
=) El N
ri -60 : -30 \\
2 £ 40 —e- SistemaMadera-MOX \ M B
8 -80 g -m- Sistema Madera Y
= O -50 R +

-100 -60

0 2 4 6 12 0 2 4 6 12
Tiempo de envejecimiento (mes) Tiempo de envejecimiento (mes)
Grafica 78: Comparacién de la evolucion del malvidin-3-glucésido Grafica 79: Comparacion de la evolucion del cianidin-3-glucdsido
caferilado (Mv-3-GI-Cf) (%) durante el envejecimiento (madera- cumarilado (Cn-3-GI-Cm) (%) durante el envejecimiento (madera-
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Las reacciones de copigmentacion entre el cianidin-3-glucdsido (Cn-3-Gl) y el acido p-cumarico hacen
que el cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) (gréfica 79) aumente durante el envejecimiento
de los vinos para aquellos recipientes con aportacion de oxigeno, sin embargo cuando hay ausencia del
mismo el proceso de copigmentacién es menor y por tanto este compuesto no sigue formandose e
incluso sufre una pérdida mayor que su capacidad de formacién. Eso explicaria por qué los vinos al
abrigo del oxigeno presentan valores mas elevados del acido p-cumérico (tabla 32), aunque esta
diferencia no sea significativa. Algunos autores han encontrado una disminucién en la concentracion de
acido p-cumarico en los vinos envejecidos en botella (Zamora, F., 2003b; Monagas, B. et al., 2005b;
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Cadahia, E. et al., 2008; Alén, F. et al., 2009; Gallego, L., 2013), explicando su pérdida por las reacciones
de copigmentacion con los antocianos.

La descripcion realizada anteriormente con el cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) no se cumple
como ya predijeran algunos autores (Zamora, F., 2003b; Monagas, B. et al., 2005b; Cadahia, E. et al.,
2008; Alén, F. et al., 2009; Gallego, L., 2013) para el malvidin-3-glucésido cumarico (grafica 80). Esto
podria explicarse por la elevada concentracién que presentan los vinos del compuesto malvidin-3-
glucosido, que a pesar de fomentarse la copigmentacién no en grado suficiente para impedir la pérdida
del compuesto por precipitacién, por tanto la copigmentacion para este compuesto no contribuye a que
pierda su concentracién con el paso del tiempo a mayor velocidad, en los vinos microoxigenados, que en
los vinos al abrigo del oxigeno.
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En general, los derivados acetilados y cumarilados de los antocianos han sufrido un descenso hacia la
fase final del envejecimiento en contacto con madera, tanto con o sin oxigeno, causada posiblemente por
la hidrolisis de estos compuestos (Monagas, B. et al., 2005a). Se observa un ligero aumento para los
vinos microoxigenados en el mes 2 de envejecimiento posponiéndose hasta el mes 4 para los vinos al
abrigo del aire, pero al final del envejecimiento (6-12 meses) los compuestos acetilados y cumarilados
descienden. Para los compuestos acetilados se producen pérdidas del 39,8 % en vinos microoxigenados
y del 44,8 % en vinos sin aporte de oxigeno (grafica 81). Para los antocianos cumarilados la pérdida es
del 33,4 % en los vinos microoxigenados y del 35,4 % en vinos sin aporte de oxigeno (grafica 82).
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Los resultados obtenidos de la suma de los antocianos monémeros y sus derivados acilados (grafica
83) han demostrado que la aportacion de oxigeno fomenta el descenso de antocianos totales en los vinos
a lo largo del envejecimiento. Este resultado parece acertado, teniendo en cuenta los pardmetros de color
descritos en el apartado IV.4.1.1., (determinacién del color por el método de Glories), que han indicado
que los vinos microoxigenados presentan una menor intensidad en color y con vinos que alcanzan
valores més elevados de la componente amarilla, produciéndose una mayor pérdida de componente roja.
Todos ellos relacionados con el mayor descenso de antocianos. Sin embargo, tras revisar los resultados
descritos por otros autores (Somers, T. C., 1971; Glories, Y., 1978; Timberlake, C. et al., 1976) a todos
ellos les ha llamado la atencidn la ausencia de correlacién entre la intensidad de color y la concentracion
de antocianos libres en los vinos, lo que coincidiria también con la ausencia de relacién obtenida en este
trabajo y los parametros CIELab. Segun los trabajos publicados por Somers, T. C. (1971), solamente el
15 % de las formas libres parecen ser coloreadas, esto demostraria que la coloracién de los vinos estaria
mas bien definida por las formas coloreadas poliméricas de los vinos que tras el envejecimiento de los
vinos pasan a ser las formas mas abundantes en contribucién al color de los mismos hasta valores de
méas del 50 %. Por tanto, para relacionar el color de los vinos con los antocianos en el proceso de
envejecimiento, parece mas interesante centrarse en los antocianos combinados con polifenoles o con
taninos.

V.2.6. Formacién de nuevos pigmentos en los vinos.

Los parametros de edad quimica analizados permiten comprobar las reacciones que experimentan los
antocianos del vino que se unen a los flavanoles para formar nuevos pigmentos. Las diferencias
encontradas en los vinos analizados para los parametros definidos como edad quimica han determinado
que se han alcanzado valores significativamente superiores en los vinos a los que se les ha aportado
astillas y oxigeno (Madera-MOX) para la relacién pigmento polimérico respecto de los antocianos en
forma flavilium (i), para el porcentaje de antocianos que se encuentran como ién flavilium tras suprimir el
efecto del sulfuroso (aa) y significativamente inferiores para la relacion de los antocianos en forma
flavilium respecto a los antocianos totales del vino (ifii) y para el porcentaje de antocianos que se
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encuentran como ion flavilium (a), frente a los vinos a los que se les ha aportado solamente astillas
(Madera) (tabla 33).

Tabla 33: Valores medios en porcentaje de la variacién de la edad quimica de los vinos envejecidos (de 0 a 28
meses) en depositos de acero inoxidable, astillas de roble francés de tostado medio, con y sin aportacién de
oxigeno. Resultados de la ANOVA.

Microoxigenacion Madera-MOX Madera p-level

i 70,64a 63,352 0,229
i 201,43b  130,52a 0,000

ifi -31,58a  -17,81b 0,000
a -7,14a 16,58b 0,000
aa 50,95b 25,67a 0,000

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) expresado en % (v/v)

Se observa en la gréfica 84 un aumento de la relacién pigmento polimérico respecto de los
antocianos en forma flavilium (i), demostrando que los niveles de los pigmentos poliméricos han
aumentado en todos los vinos durante el proceso de envejecimiento y este aumento es méas elevado a lo
largo de los 28 meses de envejecimiento en los vinos que fueron microoxigenados. Estos resultados
muestran claramente la influencia del tratamiento de microoxigenacion en las reacciones de
polimerizacién de los antocianos. Estos datos coinciden con lo observado por Gallego, L. (2013), donde
los vinos microoxigenados y envejecidos en contacto con astillas durante 120 dias alcanzaron valores
mas elevados de la componente ii, que el vino testigo, de igual forma coincide con lo descrito por Amati,
A. et al. (2000) que también encontraron un contenido mayor de antocianos poliméricos en los vinos
microoxigenados. Estos resultados obtenidos también coinciden con lo propuesto por Castellari, M. et al.
(1998 y 2000), Atanasova, H. et al. (2002) y Cano, M. et al. (2006), que indicaron que la oxigenacién
influye significativamente en la formacién de pigmentos poliméricos rojos que estabilizan el color como
ademas se ha expuesto en otros trabajos (Singleton, V. L., 1987; Bakker, J. et al., 1993; Francia, E. M. et
al., 1997). Ante estos resultados puede deducirse que la microoxigenacién favorece la polimerizacion
oxidativa.
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La relacion de los antocianos en forma flavilium respecto a los antocianos totales del vino (i/ii) ha
sufrido un descenso en los vinos a lo largo del envejecimiento, debido a ese descenso de los antocianos
en forma libre (flavilium) (grafica 85). Como era de esperar el descenso mas acusado ha sido para los
vinos microoxigenados debido a las reacciones descritas anteriormente mediadas por la presencia de
oxigeno y madera. Destaca el resultado observado en la fase final del envejecimiento en botella, dado
que la pérdida de antocianos flavilium en los vinos microoxigenados se ve mitigada, superante los
antocianos libres a los totales en los vinos microoxigenados. El descenso de los antocianos libres, para
formar pigmentos resultantes de la combinacion de estas moléculas con ofras presentes en el vino,
fomenta la estabilizacion del color (Gonzalez, A., 2009).

El porcentaje de antocianos que se encuentran como ién flavilium (a) ha sido significativamente
inferior en los vinos microoxigenados como se observa en la gréfica 86, sobre todo al final del proceso de
envejecimiento en botella (24-28 meses). Esto demostraria que las dosis aplicadas de oxigeno en este
estudio han favorecido la polimerizacion de los antocianos, dando lugar a la formacion de compuestos
mas resistentes a la decoloracién y por tanto arrojando valores ligeramente superiores de antocianos sin
sulfuroso (aa) como se muestra en la grafica 87.
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Destaca el resultado obtenido el porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavilium tras
suprimir el efecto del sulfuroso (aa), ya que ha sido superior en vinos microoxigenados (grafica 87). Al
suprimir el efecto decolorante del sulfuroso sobre los antocianos libres se descubre que los vinos con
presencia de oxigeno alcanzan los valores méas elevados de antocianos en forma flavilium, pero hasta
ahora no se han podido cuantificar debido a la decoloracién que sufrian por existir sulfuroso en el medio.
Sin embargo, al final del proceso de envejecimiento (24-28 meses) los vinos microoxigenados ya no han
sido capaces de mantener valores elevados de antocianos libres decolorables por el sulfuroso y su
concentracion cae por debajo de los valores que alcanzan los vinos al abrigo del oxigeno. Como ya
observara Gonzalez, A., (2009) los efectos de la microoxigenacién no se mantienen con el paso del
tiempo de envejecimiento (después de 8 meses de envejecimiento en botella) y ademés decaen
ligeramente para alcanzar valores similares o por debajo de los vinos sin microoxigenar.
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Si bien parece ser cierto que la microoxigenacion favorece las reacciones de polimerizacion (Del Alamo,
M. et al., 2000 y 2002; Martinez, J., 2004), pasando a obtenerse compuestos no decolorables por el
sulfuroso, lo que se interpreta de ellos es en una disminucion de los antocianos y los taninos para dar
compuestos de color més estables, conforme la dosis de oxigeno es mayor, la concentracion de
antocianos libres decae y aumenta la concentracion de antocianos polimerizados. Por lo tanto confirma
que las diferentes dosis de oxigeno aplicadas a los vinos presentan distintos efectos sobre los antocianos
y sus formas copigmentadas, aciladas o polimerizadas.

V.2.7. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular en vinos.

A continuacién se presentan los datos de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular cuantificados
por cromatografia de liquidos de manera individualizada y presente en los vinos envejecidos con aporte
de oxigeno y astillas frente a los vinos a los que s6lo se les ha incorporado las astillas. Su interpretacion
ayudara a entender las reacciones de los compuestos fenolicos tanto de los presentes en el vino como de
los extraidos por el contacto con la madera. Estos vinos han sido estudiados para los parametros de
compuestos fenolicos de bajo peso molecular durante un periodo de 19 meses de envejecimiento. Este
tiempo de envejecimiento se ha establecido por ser el disponible para realizar la comparativa de ambos
procesos en el mismo periodo.

En el caso de los vinos sin aportacion de oxigeno, se ha realizado el estudio durante su periodo de
envejecimiento en depdsito con madera (12 meses) mas 7 meses de botella (Madera), mientras que para
los vinos microoxigenados se ha estudiado su evolucién durante los 6 meses de permanencia en depdsito
con madera y oxigeno (Madera-MOX) y los 13 meses de envejecimiento en botella.

Los resultados obtenidos en la tabla 34 muestran que, dependiendo del tipo de compuestos, su
concentracion aumenta o disminuye significativamente en vinos con madera y microoxigenacion frente a
los vinos en madera y ausencia de oxigeno. Asi, los compuestos &cido galico, vanillina, acido
protocatéquico, acido vanillinico, &cido caféico y acido sinapico son significativamente inferiores respecto
al vino inicial en vinos microoxigenados que en los vinos que han permanecido en ausencia de oxigeno. Y
son significativamente superiores respecto al vino inicial en los vinos microoxigenados los compuestos
catequina, acido siringico, epicatequina, y acido ferlico.
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Tabla 34: Valores medios en porcentaje de la variacion de los compuestos fenélicos de bajo peso molecular de los
vinos envejecidos (de 0 a 19 meses) en depositos de acero inoxidable, astillas de roble francés de tostado medio,
con y sin aportacién de oxigeno. Resultados de la ANOVA.

Microoxigenacion Madera-MOX Madera p-level

Acido galico -6,26a 35,17b 0,000
Ald. protocatéquico 46,70a 72,09a 0,085
Ald. p-Hydroxibenzoico -15,93a -25/45a 0,246
Catequina 0,98b -2448a 0,010
Acido siringico 127,62b 48,60a 0,001
Vanillina 36,74a 152,776 0,014
Epicatequina 47,61b -32,62a 0,000
Acido p-cumarico 52,88a 70,15a 0,326
Acido protocatéquico 17,56a 31,93b 0,041
Acido vanillinico -14,04a 14,28b 0,001
Acido gentisico -13,30a -941a 0,298
Acido caféico 10,52a 99,40b 0,000
Acido ferdlico 91,41b 31,83a 0,004
Acido sinapico -40,49a 17,28b 0,007

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) expresado en % (v/v)

El acido galico ha aumentado su concentracién a lo largo del proceso de envejecimiento en los vinos
que han permanecido en contacto con astillas de roble de tostado medio en ausencia de oxigeno. Este
incremento podria ser debido a las reacciones de degradacion de la lignina durante el proceso de tostado
de la misma y por tanto a la extraccion del acido galico por etandlisis de la madera, asi como la hidrélisis
de los elagitaninos (Del Alamo, M. et al., 2002; Cadahia, E. et al., 2008). Si observamos en la grafica 88
lo que ocurre a los vinos que han estado en contacto con oxigeno se observa un descenso durante el
periodo de microoxigenacion y posteriormente su concentracion aumenta o se mantiene cuando el vino
es embotellado y permanece en un ambiente reductor. Este resultado sugiere que el contenido en acido
gélico cedido por la madera reacciona con otras sustancias presentes en el vino y por tanto su
concentracion disminuye, y todo ello mediado por la presencia de oxigeno.
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Los flavanoles catequina y epicatequina (graficas 89 y 90) han aumentado su concentracién en los
vinos a los que se les ha realizado pequefias aportaciones de oxigeno durante el contacto con madera.
En el caso de los vinos en contacto con madera y ausencia de oxigeno su concentracion ha disminuido.
Este resultado contradice lo esperado, dado que la catequina y la epicatequina suelen descender su
concentracion durante el proceso de envejecimiento como en el caso de los antocianos, debido a su alto
poder de reaccion en presencia de oxigeno (Cadahia, E. et al., 2008) debido a fenémenos de
estabilizacion y clarificacién del vino (lzcara, E., 2004), a su gran reactividad con los antocianos en
procesos de copigmentacion, o con ellos mismos, participando en reacciones de polimerizaciéon que
conllevan la precipitacion de los compuestos de alto grado de polimerizacidn, disminuyendo también su
contenido en el vino (Izcara, E., 2004). Las cinéticas de ambas reacciones son mas lentas o mas rapidas
en presencia de acetaldehido (Cheynier, V. et al., 2000b), cuya formacion sera favorecida por la
presencia de oxigeno.

Sin embargo, autores como Catania, A. (2009) ha establecido que los tratamientos con madera y oxigeno
(imitando el efecto de la barrica nueva) son vinos con mayor nivel de catequinas, lo que se deberia a que
el alto nivel de copigmentos causados por la presencia de oxigeno habria protegido los polifenoles e
inhibido la polimerizacion de las catequinas con los antocianos, ya que muchos de los flavonoides
actuaron como cofactores (Boulton, R., 2001). Del Alamo, M. et al. (2004a) observaron un aumento
significativo en el contenido de catequinas y taninos condensados totales, superior en el vino envejecido
en barrica que en el vino testigo. Aunque numerosas experiencias no han obtenido diferencias entre el
vino que se encontraba en barrica y el que se encontraba en depoésito (Pontallier, P. et al., 1982; Peyron,
E. etal., 1994; Martinez, J. et al., 2000; Vivas, N, et al., 2000; Pérez, L. J. et al., 2003a; Martinez, J. et al.,
2005a; De Beer, D. et al., 2008), estos resultados parecen indicar que el nivel de catequinas disminuye
cuando en el vino se produce una rapida polimerizacion de estos compuestos, causada por la ausencia
de oxigeno o madera.

160 500
140 ~o— Sistema Madera-MOX 450 - S!stema Madera-MOX
~B- Sistema Madera -&- Sistema Madera

120 400
100 350
80
60 250

40 200

Epicatequina (%)
Ac. siringiro (%)

20 150
100
-20 50

-40

-60 -50

-80 -100

Tiempo de envejecimiento (mes) Tiempo de envejecimiento (mes)

Grafica 90: Comparacion de la evolucion de la epicatequina (%) Grafica 91: Comparacion de la evolucion del acido siringico (%)
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin MOX
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Al'igual que ocurriera con el acido galico, el aumento del &cido siringico en los vinos durante el proceso

de envejecimiento puede ser debido a las reacciones de degradacion de la lignina y la hidrélisis de los

elagitaninos de la madera. Sin embargo, el resultado obtenido para el &cido siringico (gréfica 91) difiere

del &cido galico, ya que los resultados mas elevados se alcanzan en vinos microoxigenados en su fase de
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botella, lo que sugiere que la presencia de oxigeno fomenta las reacciones de este compuesto con el vino
pero dichas reacciones podrian ser reversibles y permitir aumentar la concentracién de &cido siringico en
la fase de botella hasta valores de un 300 % superior al valor inicial, aunque podria sugerir también un
error en la medida del acido siringico en los 12 y 19 meses de envejecimiento (grafica 91).

La concentracion de vanillina (grafica 92) ha aumentado en el vino a lo largo del envejecimiento, debido
a su extraccién de la madera, sin embargo este aumento es méas elevado en los vinos envejecidos en
ausencia de oxigeno, debido a que la ausencia de oxigeno no ha fomentado las reacciones de la vanillina
con flavanoles y antocianos (Sousa, A. et al., 2007), pero la principal causa de aumento en la
concentracion de este aldehido fendlico es la presencia de la madera. Este aumento se puede explicar
por la degradacion de la lignina, despolimerizacion, la posterior hidrolizacion y la degradacién oxidativa de
los mondmeros en procesos quimicos (Cadahia, E., 2007) y su extraccién mas rapida en estos
fragmentos pero mitigada por una mayor pérdida en presencia de oxigeno.

Ademas se debe tener en cuenta que en general los aldehidos fenolicos generados desde la madera
estan sujetos a la lixiviacion, fotodegradacion, y degradacién bioquimica, lo que provoca que disminuyan
sus concentraciones, principalmente en las capas superficiales de la madera (Chatonnet, P. et al. 1994b).
El origen de cetonas fenilo en la madera podria ser explicada por la termodegradacion de estructuras
polifendlicos (lignanos) de la madera de roble (Seikel, M. K. et al., 1971) en lugar de la lignina (Chatonnet,
P. et al., 1989b), contenido relacionado también con el grado de tostado de la madera (Cadahia, E. et al.,
2003).
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Grafica 92: Comparacion de la evolucion de la vanillina (%) Grafica 93: Comparacién de la evolucion del acido protocatéquico (%)
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin MOX
MOX

El &cido protocatéquico (grafica 93) aumenta durante el proceso de envejecimiento de los vinos, siendo
ese aumento constante en los vinos microoxigenados y mucho mayor en vinos al abrigo del oxigeno en
su periodo de envejecimiento en botella. Este aumento en la concentracidn del acido protocatéquico en
los vinos ha sido debida a su formacién a partir del aldehido protocatéquico presente en el vino, por los
procesos de oxidacion que se han llevado a cabo en el vino en la fase de envejecimiento en depésito. Los
vinos microoxigenados durante este periodo alcanzaron valores ligeramente superiores a 10s vinos en
depositos con astillas y al abrigo del oxigeno.
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El acido vanillinico (grafica 94) aumenta en las primeras fases de envejecimiento motivado por la
transformacién de la vanillina en este &cido, sin embargo al final del proceso su concentracion disminuye
explicandose dicha disminucién por su capacidad de reduccion para formar alcohol vanillinico (Garde, T.
et al., 2004) y junto con el acido vanillinico producir su etil éster correspondiente. Al igual que ocurriera
con la vanillina en los vinos estudiados, el acido vanillinico presenta los valores mas elevados en los
vinos en contacto con madera y sin aportacion de oxigeno.

La cantidad de acido caféico en el vino se ha visto incrementada durante el proceso de envejecimiento
(grafica 95), debida a las reacciones de hidrélisis del acido trans-caftarico (éster tartarico del acido
caféico), dando lugar tanto a su correspondiente forma libre, también por su regeneracion en reacciones
de esterificacion. Este aumento en el contenido de acido caféico se ha producido tanto en periodo de
madera como en botella en los vinos. Similares datos has sido obtenidos por diversos autores como
(Monagas, M. et al., 2005b; Cadahia, E. et al., 2008 y Gallego L., 2013). El contenido en &cido caféico es
significativamente menor en vinos microoxigenados debido a la condensacion con antocianos para dar
compuestos acilados. Este resultado confirmaria que el oxigeno favorece las reacciones de
copigmentacion, atenuando en cierta medida la disminucién del color formado por la formacion de un
piranoantociano, aunque este proceso de union parece estar limitado a los primeros meses de
envejecimiento, que es cuando se mantienen constantes los valores de acido caféico en el vino
microoxigenado.
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Grafica 94: Comparacién de la evolucion del acido vanillinico (%)  Grafica 95: Comparacion de la evolucion del acido caféico (%) durante
durante el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin el envejecimiento (madera-botella) de los vinos con y sin MOX
MOX

El acido ferulico tiene la excepcionalidad de ser un acido hidroxicindmico cuya caracteristica respecto a
todos los acidos hidroxicindmicos estudiados en este trabajo es que a diferencia del acido caféico, acido
p-cumarico y acido sindpico tiene la capacidad de aumentar su concentracion desde valores de partida de
0 % hasta mas de un 350 % en vinos que han sido microoxigenados, ademas este aumento tan elevado
se produce durante el proceso de permanencia en ambiente reductor (botella). Su disminucion inicial
durante el proceso de permanencia en depdsito microoxigenado y con presencia de astillas podria ser
debido a su efecto antioxidante, evitando mantenerse en el vino en forma libre (gréfica 96).
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Incluso, se ha demostrado en estudios realizados en sistemas lipidicos realizados por Guohua, C. (1997)
que el acido sinapico tiene un mayor efecto antioxidante que el acido ferulico, el cual a su vez es mas
activo que el p-cumarico. Asimismo han observado que el acido siringico tiene mas capacidad
antioxidante que los &cidos vanillinico y p-hidroxibenzoico. Esto podria ser la causa de la mayor pérdida
de acido sinapico en los vinos microoxigenados principalmente durante su estancia en depdsito, mientras
que en los vinos al abrigo del oxigeno aumentan su concentracion hasta un 100 % superior sobre el vino
inicial (grafica 97).

En general, algunos de los compuestos fendlicos descritos anteriormente ademas de provenir del vino
también lo hacen de la etandlisis de la madera, de forma que la evolucidén de estos compuestos viene
definida por su extraccion de la madera e incluso por la interaccién de estos compuestos con los propios
del vino (Del Alamo, M. et al., 2002), siendo algunos de estos compuestos fendlicos no sélo buenos
marcadores de envejecimiento, sino también buenos indicadores de la presencia de oxigeno en el vino
envejecido.
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V.2.8. Analisis sensorial de los vinos

V.2.8.1.Estudio del efecto de la microoxigenacion en los vinos

La evaluacion organoléptica de los vinos tras el tratamiento de microoxigenacion y a lo largo del
envejecimiento se considera un aspecto importante en la valoracién final de los vinos. Se han
seleccionado entre las dos fichas de cata empleadas para analizar los vinos sensorialmente de las
Denominaciones de Origen Cigales y Toro (apartado IV.5.), aquellos descriptores que describieran
aspectos similares. Ademas, para unificar resultados, los datos se han extrapolado para ser referidos
todos ellos a una escala comprendida entre 0-10 puntos. Los resultados se han representado como
valores promedios otorgados por los catadores.

Se han seleccionado los datos de las sesiones de cata realizadas a los 2, 6 y 12 meses de
envejecimiento, momento en el que han sido coincidentes en el tiempo en ambos vinos. Las muestras se
han tratado por duplicado en cada periodo. Se han seleccionado los vinos envejecidos en depdsitos a los
que se les incorporaron astillas de tostado medio de origen francés, diferenciandose los vinos por la
aportacién o no de oxigeno a lo largo de su envejecimiento en madera.

Con los resultados obtenidos en el ANOVA se seleccionan las variables que presentan diferencias
significativas a lo largo del tiempo de envejecimiento de los vinos, sin diferenciar entre el periodo de
envejecimiento en madera o botella, de esta forma se han seleccionado aquellas variables analiticas
capaces de distinguir entre vinos envejecidos en astillas con y sin microoxigenacion (tabla 35).
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Tabla 35: Valores medios del anélisis sensorial de los vinos envejecidos durante 2, 6 y 12 meses con y sin MOX.
Resultados de la ANOVA

Sistema Tiempo de envejecimiento (mes)

Madera Madera-MOX p-Level 2 6 12 p-Level

Intensidad color 6,32a 6,32a 0,999 6,45a 58% 6,63a 0,465
Limpidez 6,89b 5,15a 0,011 6,158 556a 6,36a 0,424
Rojos 5,75a 5,89 0,243 563a 594a 589% 0,148
Violaceos 5,6a0 3,87a 0,138 571a 4,10a 4,38a 0,435
Tejas 2,34b 0,37a 0,002 087a 152a 1,68a 0,234
Afrutados 2,89 3,18a 0,086 3,54c 3,03b 253a 0,003
Vegetal 2,68a 1,93a 0177 217a 250a 2,23a 0,847
Lacticos 3,18a 2,39 0230 292a 263a 2,80a 0,927
Especiados 4,02b 0,49 0,000 274a 210a 1,93a 0414

Intensidad aromética  3,69a 4,63a 0,294 327a 4,86a 4,352 0,331

Primarios 251a 3,18a 0,062 324a 285a 245a 0,169
Herbaceos 2,30a 2,11a 0,187 2,18ab 1,90a 2,53b 0,018
Madera 3,60b 1,62a 0,045 153a 295a 334a 0,221
Caramelo 2,37a 1,5a1 0,191 244a 198a 13% 0,392
Frutos secos 1,83b 0,75a 0,012 124a 127a 1,36a 0,938
Ahumado 2,05b 0,34a 0,010 0,99 1,37a 123a 0,802
Cuero 2,18a 1,08a 0,070 1,16a 225a 1,48a 0,264
Balsamico 2,07a 2,11a 0,937 220a 190a 2,16a 0,872
Yodo 1,91b 0,18a 0,003 085a 1,16a 1,12a 0,743
Acidez 5,01b 3,88a 0,021 4,06a 4,14a 5,13a 0,097

Intensidad tanica 5,25a 5,96b 0,027 555a 5,74a 553a 0,755

Astringencia 5,27b 3,99a 0,001 448a 460a 4,81a 0,440
Untuosidad 3,86a 3,85a 0982 361a 363a 431a 0,329
Persistencia 4,79 4.81a 0959 510a 4,54a 4,75a 0,633
Postgusto 4,68a 4,66a 0971 503a 429 4,69a 0,616

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05)

Los descriptores con diferencias significativas se han representado en las gréficas 98 y 99, alos 2, 6y 12
meses de envejecimiento. En la fase visual los catadores sélo han encontrado diferencias en la limpidez

y tonos tejas de los vinos. Aunque se valora a los vinos al abrigo del oxigeno como los mas limpios y
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tejas, destacando el aumento de la limpidez y esos tonos tejas en los vinos microoxigenados a lo largo
del envejecimiento, principalmente tras 12 meses de envejecimiento. Como ya se ha reiterado en
diversas ocasiones, la aportacion de oxigeno ayudaria a reproducir e incluso acelerar el proceso de
estabilizacion de la materia colorante que tiene lugar durante la crianza en barricas (Bakker, J. et al.,
1997a; Fulcrand, H. et al. 1998; Atanasova, H. et al., 2002; Pérez, L. J. et al., 2003a; Zamora, F., 2003b).
También es cierto que puede usarse como técnica para acelerar la crianza; ya que el vino posee un
margen de aceptacion de oxigeno por encima del cual no estariamos oxigenando sino oxidando el vino
provocando asi una evolucién negativa. Su proposito bien orientado ha sido conducir y resaltar las

cualidades positivas del vino, corrigiendo las negativas y alargando su periodo de vida.

En la fase olfativa las diferencias se alcanzan en descriptores propios del envejecimiento en contacto
con madera (astillas), como son los aromas especiados, madera, frutos secos, ahumados y yodo. En
general los aromas especiados y frutos secos son menos valorados, a medida que el vino envejece en los
vinos en ausencia de oxigeno, pero en los vinos microoxigenados aumentan ligeramente. Roig, G. et al.,
(2003) describi6é a la microoxigenacion como una técnica que aumenta los efectos positivos sobre la
expresion aromatica, eliminando caracteres herbaceos o vegetales y potenciando los caracteres

afrutados varietales.

Destaca el aumento tan elevado de los aromas a madera tras 12 meses de envejecimiento en los vinos
microoxigenados frente a los vinos sin aportacién de oxigeno. Los aromas ahumados y yodo alcanzan las
puntuaciones mas altas a los 6 meses de envejecimiento en ambos casos. Este mismo aumento se
produce en la fase gustativa a los 6 meses para los descriptores acidez y astringencia, aunque el
descriptor que define a vinos astringentes no muestra diferencias entre los vinos con y sin oxigeno, tras
12 meses de envejecimiento.

Destaca en fase gustativa la valoracion tan elevada que han otorgado los catadores a la intensidad
tanica en los vinos envejecidos con aportacion de oxigeno. Este resultado contradice el efecto esperado
del oxigeno sobre la astringencia o tanicidad de los vinos, ya que al disminuir el nimero de grupos
hidroxilos por polimerizacion gracias al oxigeno se mitiga la reaccion con la proteina de la boca (Galvin,
C., 1993; Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998) haciendo a los vinos menos astringentes. Pizarro, C. et al.
(2013) observaron en vinos tintos D. O. Navarra tratados con astillas de roble americano de tostado
medio y microoxigenacion, diferencias significativas en los atributos maderizado, astringencia y
sequedad, aumentando progresivamente la intensidad de estos descriptores a lo largo del proceso de
envejecimiento. Aunque diversos autores han descrito los aportes controlados de oxigeno como una
técnica para lograr el desarrollo de la estructura de los vinos, suavizando la astringencia (Glories, Y.,
1984a; Robichaud, L., 1990).
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V.2.8.2. Analisis multivariante de los vinos sometidos a microoxigenacion

Con los descriptores que diferencian estadisticamente a los vinos microoxigenados de los que no han
recibido oxigeno extra (p-Level <0,05), se ha llevado a cabo el analisis discriminante lineal con el fin de
identificar y evaluar las relaciones entre los descriptores para diferenciar a los vinos microoxigenados.
Para poder efectuar este anélisis discriminante lineal ha sido necesario incluir el vino control de los vinos
D.O. Cigales y D.O. Toro, que han permanecido en depoésito sin astillas y sin presencia de oxigeno, al
que se ha efectuado un analisis sensorial a los 2 meses de envejecimiento.

En la tabla 36 se presentan los atributos significativamente distintos (ANOVA, tabla 35) que se han
seleccionado para realizar el anlisis discriminante, en ella se observa el peso de cada parametro en las

funciones discriminantes, siendo significativos los aromas especiados, madera y yodo.

Tabla 36: Resumen del andlisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Limpidez 0,0211  0,8878 0,8844 0,4348 0,5255 0,4745
Tejas 0,0196  0,9572 0,3130 0,7363 0,7370 0,2630
Especiados 0,0439 04274 09,3795 0,0026 0,3511 0,6489
Madera 0,0297  0,6329 4,0604 0,0407 0,3264 0,6736
Frutos secos 0,0209 08977 0,7977 0,4698 0,4155 0,5845
Ahumado 0,0200 0,9377 0,4652 0,6374 0,3161 0,6839
Yodo 0,0416  0,4506 8,5336 0,0038 0,6145 0,3855
Acidez 0,0279  0,6724 3,4099 0,0622 0,6085 0,3915

Intensidad tanica  0,0277  0,6765 3,3478 0,0648 0,4583 0,5417
Astringencia 0,0275 0,6822 3,2603 0,0688 0,4486 0,5514

No. de vars en model: 11; Grupos: Tipo (4 grps) Wilks' Lambda: ,01877 approx. F (20,28)=8,8191 p<,0000

En la tabla 37 se muestran el nimero de muestras correctamente clasificadas. Se observa que el 100,00
% de los casos se encuentran clasificados correctamente, por tanto, el modelo obtenido podra
considerarse valido para diferenciar adecuadamente entre vinos con y sin oxigeno.
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Tabla 37: Matriz de clasificacién de los vinos envejecidos con y sin MOX

Porcentaje de casos . .
L Astillas Astillas-MOX Control
clasificados correctamente

Astillas 100,00 12 0 0
Astillas-MOX 100,00 0 12 0
Control 100,00 0 0 2
Total 100,00 12 12 2

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos

La tabla 38 representa los coeficientes estandarizados de las funciones canédnicas discriminantes, que
contienen los grupos correlacionados de cada variable predictiva con valores propios de funcién candnica
(funcién 1y 2), el total de la varianza explicada y las variables altamente correlacionadas con funcién 1y
2, que aparecen destacadas en negrita. En ella se observa que la funcién 1 explica el 92,22 % de la
varianza, con un valor propio de 19,284. Seleccionando las variables de esta funcién candnica con los
coeficientes mas altos, se observa una gran relacion positiva con el atributo madera y negativa con la
limpidez, los aromas especiados y yodo. La funcién canonica 2 también es capaz de alcanzar un valor
propio superior a 1 (1,6267), explicando ambas funciones una varianza del 100,00 %, por lo que aporta
informacién relevante y se relaciona positivamente con los descriptores astringencia y ahumados y
negativamente con tejas, acidez e intensidad tanica.

Tabla 38: Coeficientes estandarizados de las variables canénicas discriminantes de los vinos envejecidos con y sin
MOX

Funcion 1 Funcién 2

Limpidez -0,4211  0,2691
Tejas -0,0295  -0,3040
Especiados -1,0363  -0,9926
Madera 1,0652  -0,2731
Frutos secos -0,4137  0,3672
Ahumado 0,1068  0,5485
Yodo -0,9696  -0,0163
Acidez -0,4972  -0,6998

Intensidad tanica 0,6458  -0,7069
Astringencia 0,1884 1,0437
Valor propio (Eigenv.) 19,2840 1,6267
% varianza explicada 92,22 100,00

Se ha realizado una representacién (grafica 100) de los vinos en el plano formado por la funciones

candnicas 1y 2, se observa a los vinos elaborados con microoxigenacion en un espacio en el gréafico,
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perfectamente diferenciado. Estos vinos se sitian en el eje positivo de la funcién 1, definidos por la
variable madera, se trata por tanto de vinos con atributos de contacto con astillas més marcados, frente a
los vinos elaborados sin oxigeno afiadido, situdndose en el eje negativo definidos limpidez, aromas
especiados y yodo, que representan vinos mas evolucionados en aromas.

La funcidn canénica 2 también es capaz de alcanzar un valor propio superior a 1 (1,6267), explicando
ambas funciones una varianza del 100,00 %, por lo que aporta informacion relevante y se relaciona
positivamente con los descriptores astringencia y ahumados y negativamente con tejas, acidez e
intensidad tanica. La funcion canénica 2 diferencia en el eje positivo a los vinos envejecidos en astillas-
MOX, aunque también se posicionan la mayoria de los casos analizados en los vinos envejecidos al
abrigo del aire (Astillas) por una mayor valoracion en descriptores como astringencia y ahumados y en el
eje negativo a los vinos control, que se caracterizan por ser mas tejas, acidos, tejas y con mayor
intensidad tanica que los vinos envejecidos en astillas con y sin oxigeno. El dato aportado por la
intensidad tanica, puede llevar a error en la interpretacion de los resultados, aunque también en posible
que los catadores apreciaran mayor intensidad tanica, refiriéndose a la aportacién de tanino herbaceo o
verde que aporta el raspén o las pepitas poco maduras de las uvas, y que sin aportacién de oxigeno y
madera que ayude a suavizarlos, se apreciaria con mayor intensidad en los vinos control.

4
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Grafica 100: Analisis discriminante candnico del andlisis sensorial de los vinos envejecidos con y sin MOX.

Un desarrollo PCA de las 10 variables mas diferenciadoras entre los vinos con y sin oxigeno ha hecho
posible diferenciar los vinos por el sistema en el que han envejecido. Parece que la aportacién de astillas
sin microoxigenacion da lugar a vinos definidos por los descriptores astringencia, acidez, madera,
ahumados..., ubicandose en el eje positivo del factor 1.
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V.2.9. Conclusiones del capitulo 2

De la comparacién entre las caracteristicas de los vinos tintos (sometidos a un envejecimiento con astillas
y con y sin microoxigenacion) se ha obtenido que los vinos envejecidos con aportaciones de oxigeno han
presentado:

Parametros enologicos significativamente mas altos en glicerol, extracto seco y pH, y mas bajos
en &cido tartarico, antocianos totales, acidez total, acidez volatil y azlcares. Parece influir
significativamente en una menor liberacién de azucares tanto por hidrélisis de los antocianos del
vino, como de los taninos provenientes de la madera. Ademas se facilita la precipitacion
tartarica, ya que disminuye la existencia de acido tartarico en los vinos, por inestabilidad.

Mayor pérdida de antocianos totales, que podria ser debida inicialmente a una degradacion
oxidativa producida por la adicion de oxigeno. Aunque los resultados revelan que en periodos
prolongados de envejecimiento (hasta 28 meses), los vinos que inicialmente fueron
microoxigenados pierden antocianos totales, pero de manera menos acusada que los que no se
microoxigenaron.

Han presentado valores significativamente inferiores en polifenoles totales (PT Folin), polifenoles
poco polimerizados (PPP), taninos (TAN), intensidad colorante (IC), componente roja (%A520),
luminosidad (L), relacién amarillo-azul (b*) y tono o matiz (H) y mas elevados de tonalidad (T),
componente amarilla (%A420), importancia del color rojo (%dA), relacién rojo-verde (a*), croma
(C).

Se ha producido una pérdida de compuestos fenolicos y color por procesos de reaccion con los
compuestos existentes en el vino (condensacién antociano-tanino o polimerizacién tanino-
tanino). Menores polifenoles poco polimerizados (PPP), demostrando que el oxigeno favorece
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los procesos de polimerizacion o condensacion entre los compuestos fenolicos presentes en el
vino o0 aportados por la madera. Sin embargo, cuando el vino se introduce en un ambiente
reductor parte de estos compuestos se recuperan, provenientes de procesos de hidrolisis,
permitiendo a los vinos mantener niveles mas elevados.

La tonalidad se eleva, la componente amarilla (%A420), importancia del rojo (%dA) y
luminosidad aumentan y la componente roja (%A520) disminuye, confirmando la evolucién més
rapida de los pardmetros de color en los vinos microoxigenados. Aumenta la componente a*, y
mantiene los valores mas altos del color azul, como consecuencia de las reacciones de
condensacién entre antocianos y taninos con etanal como intermediario y en presencia de
oxigeno y por un efecto batocromo (desplazamiento a longitudes de onda mas elevadas)
causadas por los procesos de copigmentacion. El aporte de oxigeno podria tener un efecto
acelerante en la pérdida de intensidad colorante, ya que mantienen valores mas elevados de
contribucion al color del vinos (C*).

En vista de los resultados obtenidos en los parametros de color, existe una controversia con los
resultados dependiendo del método empleado en la determinacion del color, asi los parametros
de color por el método de Glories definen a los vinos microoxigenados como vinos con mayor
componente amarilla y mayor pérdida de rojos, es decir, vinos mas envejecidos y con menor
intensidad en color, pero los datos obtenidos a partir de las coordenadas CIELab determinan que
los vinos mantienen mayor intensidad en color, son vinos mas azules y méas rojos cuando los
vinos son microoxigenados.

Mayor pérdida de antocianos monomeros y menor pérdida de antocianos acilados y cumarilados,
siendo significativamente mayores en Vitisin A (Mv-3-GI-Py).

Valores significativamente superiores para la relacién pigmento polimérico respecto de los
antocianos en forma flavilium (i), para el porcentaje de antocianos que se encuentran como i6n
flavilium tras suprimir el efecto del sulfuroso (aa) y significativamente inferiores para la relacion
de los antocianos en forma flavilium respecto a los antocianos totales del vino (i/ii) y para el
porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavilium (a). Estos resultados muestran
claramente la influencia del tratamiento de microoxigenacién en las reacciones de polimerizacion
de los antocianos, siendo mas importantes en estos vinos. Destaca el resultado observado en la
fase final del envejecimiento en botella, dado que la pérdida de antocianos flavilium en los vinos
microoxigenados se ve mitigada, y han favorecido la polimerizacion de los antocianos, dando
lugar a la formacion de compuestos mas resistentes a la decoloracién. Sin embargo, al final del
proceso de envejecimiento (24-28 meses) los vinos microoxigenados ya no han sido capaces de
mantener valores elevados de antocianos libres y su concentracion cae por debajo de los
valores que alcanzan los vinos al abrigo del oxigeno.
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o Menores niveles de los compuestos fenolicos acido galico, vanillina, acido protocatéquico, acido
vanillinico, acido caféico y acido sinapico y aumento de catequina, cido siringico, epicatequina,
y acido ferdlico. El acido galico disminuye por la presencia de oxigeno y la vanillina ha tenido un
aumento mas limitado porque se han fomentado las reacciones de la vanillina con flavanoles y
antocianos. Aumento del acido protocatéquico debida a su formacién a partir del aldehido
protocatéquico, por los procesos de oxidacion. Menor &cido vanillinico y acido caféico (debido a
la condensacion con antocianos para dar compuestos acilados). Este resultado confirmaria que
el oxigeno favorece las reacciones de copigmentacion, atenuando en cierta medida la
disminucién del color formado por la formacién de un piranoantociano, aunque este proceso de
unién parece estar limitado a los primeros meses de envejecimiento. Mayor pérdida de &cido
siringico por su elevada capacidad antioxidante (Guohua, C., 1997).

e En el andlisis sensorial destaca el aumento de la limpidez y tonos tejas en los vinos
microoxigenados a lo largo del envejecimiento, principalmente tras 12 meses de envejecimiento.
En general aumentan los aromas especiados y frutos secos ligeramente. Destaca el elevado
aumento de los aromas a madera descrito tras 12 meses de envejecimiento y en boca la elevada
valoracién que han otorgado los catadores a la intensidad tanica. Ademéas el analisis
multivariante refleja la capacidad de los catadores de diferenciar a los vinos que han sido
microoxigenados de los que no han tenido tal aportacion.
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V.3. CAPITULO 3: EFECTO DEL TIPO DE TOSTADO Y MOMENTO DE ADICION DE LAS
ASTILLAS JUNTO A MICROOXIGENACION EN LAS CARACTERISTICAS FENOLICAS DE
LOS VINOS TINTOS

V.3.1.Resumen

Como se ha indicado en capitulos anteriores, un parametro que merece especial relevancia en los vinos
es su color, ya que define su calidad y determina la vida Util del mismo. La presencia e interaccion de los
compuestos fenolicos con la madera definen su evolucion, esta interaccién hace imprescindible la
necesidad de evaluar el grado de tostado y el momento de adicidn de las astillas junto a la aportacion de
oxigeno al vino para conocer el comportamiento de los compuestos fendlicos y su efecto a lo largo del
proceso de envejecimiento, estableciendo especial mencién en este capitulo la formacién de nuevos
compuestos por interacciones a lo largo del tiempo de envejecimiento. Parece por tanto interesante,
destacar los compuestos fenolicos implicados en los procesos de copigmentacion, polimerizacion y
formacion de piranoantocianos.

El proceso de copigmentacion, se produce en medio acuoso y que afecta a los antocianos monémeros en
su forma de cation flavilium y a otros compuestos fenélicos, normalmente no pigmentados, denominados
copigmentos o cofactores de copigmentacion. Por lo tanto, la copigmentacién actua disminuyendo el
numero de formas libres (Boulton, R., 2001).

La evolucion y estabilizacion del color de los vinos tintos durante su envejecimiento han sido atribuidas
clasicamente a la formacién de pigmentos poliméricos, por reaccion entre los antocianos monémeros y
los flavan-3-oles (taninos). Se sabe que el acetaldehido acelera la formacién de estos pigmentos
antocianicos poliméricos, actuando de nexo de union entre los antocianos y los taninos.

Sin embargo, en los Ultimos afios se han aislado e identificado una serie de pigmentos derivados de los
antocianos mondmeros que se caracterizan por poseer un anillo de pirano adicional que esta fusionado
con el esqueleto flavonoideo del catién flavilium del antociano original. Estos nuevos pigmentos
denominados piranoantocianos participan en la formacion de pigmentos poliméricos entre antocianos y
taninos, y por lo tanto en el proceso de estabilizacion del color durante el envejecimiento de los vinos
tintos. Se forman en los vinos tintos por la presencia de acidos hidroxicinamicos y antocianos tras unos
meses de envejecimiento (Rentzsch, M., 2007).

Este experimento ha pretendido supervisar la variacién de algunas caracteristicas cuantitativas y
cualitativas de un vino tinto en contacto con astillas de roble de diversos tostados al que se le han
aplicado pequefas dosis de oxigeno. Ademas se ha pretendido simular los efectos que el envejecimiento
de un vino en contacto con una barrica de roble de origen francés produce sobre los componentes del
vino. Su efecto al aplicar diferentes tostados y si las mezclas de diversos tostados de la madera y su
adicion al vino en distintos tiempos tiene efectos significativos diferenciadores sobre el vino final. Por ello,

el objetivo de este capitulo es evaluar las diferencias en la composicién fendlica del vino procedente de
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los distintos sistemas de envejecimiento (barricas y depdsitos con Astillas+MOX) a fin de estimar qué
sistema permite estabilizar mas el color de los vinos y por lo tanto alargar su vida Util. Para ello, se ha
evaluado la contribucién de la copigmentacion en la medida del color en el vino, analizando la relacién
entre el grado de copigmentacién, la composicion fendlica y la edad quimica del mismo. Se pretenden
encontrar, de entre las variables analiticas evaluadas, aquellas que permitan diferenciar a los vinos
envejecidos en diversos sistemas (madera-MOX y barrica) o ,de no encontrarse tales diferencias, evaluar
el sistema de envejecimiento alternativo estudiado que mas se asemeje a la barrica, con el fin de ofrecer
un vino que alcance las caracteristicas propias de un envejecimiento en barrica en un tiempo menor y con
menos costes.

V.3.2.Vino estudiado

Los resultados que se presentan a continuacion se han obtenido a partir del envejecimiento de un vino
tinto de variedad Tinta de Toro de la D.O. Toro (Bodegas Bajoz, Morales de Toro (Zamora)). Se han
establecido un total de 4 sistemas de envejecimiento con madera de roble francés descritos en el
apartado de materiales y métodos y representados en la tabla 39, destacando que tanto las barricas y
como las astillas han sufrido distintos niveles de tostado (ligero, medio y fuerte). Ademas, a los vinos
tratados con astillas en depésitos de acero inoxidable se han adicionado pequefias dosis de oxigeno
(0,01-0,1 mL/L.mes) con un equipo dosificador de oxigeno Ducounau-Laplace (OENODEV) que ha
permitido simular la microoxigenacion ejercida a través de la madera de la barrica sobre el vino, junto con
un medidor de oxigeno disuelto (LDO HQ10 de la marca HACH®) que ha permitido evaluar la cantidad de
oxigeno disuelto presente en el vino. El tiempo de envejecimiento se ha dividido en 2 periodos (madera: 6
meses y botella: 22 meses). Durante el periodo de madera se ha tomado muestra de los diversos
sistemas en los que ha permanecido el vino a los 2, 4, 5 y 6 meses de envejecimiento y durante el
periodo de botella se ha realizado un muestreo a los 12, 19, 24 y 28 meses desde el inicio. Siendo un
total de 9 muestreos analizados por duplicado (234 muestras analizadas).

Tabla 39: Sistemas empleados en un vino tinto variedad Tinta de Toro de la D.O. Toro para el estudio de su
comportamiento durante el proceso de envejecimiento.

Depésito Tostado Mezcla Tipo de envejecimiento Recipiente
DO no no control Deposito

D1 Ligero  2g/L BF +2g/L SCA Astillas-MOX 1 Deposito + MOX
D2 Ligero 3 g/LBF Astillas-MOX 2 Depésito + MOX
D3 Medio  2g/L BF +2g/L DC180 Astillas-MOX 1 Depésito + MOX
D4 Medio  3g/LDC180 Astillas-MOX 2 Depésito + MOX
D5 Fuerte 2 g/L BF +2 g/L DC210 Astillas-MOX 1 Depésito + MOX
D6 Fuerte 3 g/L DC210 Astillas-MOX 2 Deposito + MOX
D7 Ligero  2g/L BF +2g/L SCA a los 45 dias Astillas-MOX 3 Deposito + MOX
D8 Medio  2g/L BF +2g/L DC180 a los 45 dias Astillas-MOX 3 Depésito + MOX
D9 Fuerte  2g/L BF +2 g/L DC210 a los 45 dias Astillas-MOX 3 Depésito + MOX
D10-D11 Ligero  Ligero Barrica Barrica
D12-D13 Medio  Medio Barrica Barrica
D14-D15  Fuerte  Fuerte Barrica Barrica
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A diferencia de los vinos analizados en el capitulo 1, donde con la aportacién de astillas / tablones no
recibian aporte adicional de oxigeno, en este ensayo se ha incorporado este factor que ayuda a asemejar
el envejecimiento en barricas a los sistemas alternativos (madera-MOX). Se sabe que uno de los efectos
de la dosificacion controlada de oxigeno es la modificacion significativa tanto cuantitativa como
cualitativamente de la fraccion fendlica de los vinos (Gonzalez, M. L. et al., 2005), aspecto que se ha
tratado de cuantificar en este experimento.

A continuacién se mostraran los datos del vino inicial (T0), y su evolucion en los diversos sistemas y
tostados analizados durante su periodo de estancia en recipiente en contacto con madera y oxigeno
durante 6 meses (T2-6) y su estancia en botella durante los 22 meses siguientes (T12, 19, 24 y 28).

V.3.3. Parametros enoldgicos basicos del vino

Los datos iniciales (T0) del vino de la variedad Tinta de Toro de la DO Toro han sido un pH de 3,37, una
acidez total de 5,5 g/L, anhidrido sulfuroso libre de 32 mg/L, grado alcohdlico 13,7 % viv, acidez volatil
0,45 g/L, acido tartarico 2,0 g/L, indice de polifenoles totales (IPT) 88, antocianos totales 807 mg/L y
extracto seco 30,4 g/L entre otros (tabla 29).

Los datos mostrados en la tabla 4 (apartado 1V.1) dan una idea del vino de partida, donde se deduce que
el vino cumple los criterios necesarios para ser envejecido con madera, dado que ha seguido un proceso
correcto de elaboracion en la fase fermentativa, en la que los azucares han disminuido hasta un valor de
1,3 g/L, logrando un grado alcoholico de 13,7 % v/v. Continuando con una fermentacion malolactica hasta
valores de malico de 0,1 g/L. Ambas fermentaciones han llevado al vino a una acidez volatil de 0,45 g/L y
un pH de 3,37. Ademas del pH bajo y un buen grado alcohdlico, que ayudaran a favorecer los procesos
de un buen envejecimiento del vino en las fases tanto oxidativa como reductora, destacan los valores de
partida de compuestos como antocianos totales e indice de polifenoles totales (IPT), siendo
respectivamente de 807 mg/L y 88. Valores elevados caracteristicos de la variedad Tinta de Toro que
hacen a los vinos idéneos para el envejecimiento, soportando tanto el aporte de madera de diversos
tostados como la incorporacién de oxigeno a lo largo de todo el proceso de envejecimiento en depositos,
asi como prolongados tiempos de envejecimiento en botella.

La informacion obtenida estadisticamente mediante un andlisis de varianza (ANOVA), para los
parametros basicos del vino desde que inicia su proceso de envejecimiento en contacto con madera
hasta el final de su seguimiento en botella, se muestran las tablas 40 y 41, en ellas se han comparado el
nivel de tostado de la madera (ligero, medio y fuerte), asi como el sistema de envejecimiento (astillas-
MOX vy barricas) diferenciando entre periodo de madera y botella; excepto los resultados del anélisis
sensorial que se han analizado conjuntamente. Las tablas recogen los p-valores, que indican la
importancia estadistica de cada uno de ellos. Los p-valores inferiores a 0,05 indican que dicho factor
afecta de forma estadisticamente significativa sobre el pardmetro correspondiente para un 95 % y se
indican en negrita.
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Tabla 40: Valores medios de los pardmetros basicos de los vinos envejecidos durante 6 meses en maderas de
distinto tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y barricas).
Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema
Ligero Medio Fuerte plevel Astillas- - Astillas- ~ Astillas- Barrica p level

MOX1 MOX2 MOX3
Acido tartarico’ 1,6a 1,6a 1,6a 0,139 1,6a 1,6a 1,6a 1,6a 0,253
Glicerol! 8,7a 8,7a 8,7a 0,651 8,7a 8,7a 8,7b 86a 0,012
Antocianos totales? 510a 517a 506a 0,688 512a 506a 520a 506a 0,703
K2 1064a 1067a 1065a 0,788  1071a 1060a 1067a  1064a 0,188
IPT 85a 85a 85a 0,199 85b 84a 85¢c 85¢ 0,000
Grado alcoholico3 14,0a 14,0a 14,0a 0,300 14,0a 14,0a 14,0a 14,0a 0,217
Ext. Seco! 323 323a 32,7b 0,000 32,1a 32,5b 32,5b 32,6b 0,000
Acidez total' 5,5a 5,5a 5,5a 0,717 5,5a 5,5a 5,5a 5,6b 0,000
Acidez volatil! 046a 046a 0452 0480 044a 0,44a 0,42a 0,53b 0,000
SOz libre? 16a 16a 16a 0,990 14a 16a 18a 15a 0,626
Azucares! 1,3a 1,3a 1,3a 0,584 1,3a 1,3a 1,3a 1,3a 0,724
Densidad 0,8950a 0,8922a 0,8503a 0,800 0,8950a 0,8950a 0,8354a 0,8912a 0,877
pH 3,35a  3,35a  3,35a 0,997  3,36a 3,35a 3,35a 3,352 0,955
Acido malico! 0,1a 0,1a 0,1a 0,971 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,925

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v)

Tabla 41: Valores medios de los parametros basicos de los vinos envejecidos en botella (12-28 meses) en distintos
tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y barricas). Resultados
de la ANOVA

Tostado Sistema
Astillas- Astillas- Astillas-
MOX 1 MOX 2 MOX 3

Ligero Medio Fuerte p level Barrica p level

Acido tartarico’ 1,2a 1,2a 12a 0,734 1,3b 1,3b 1,3b 1,0a 0,023
Glicerol 9,3a 9,4a 9,3a 0,743 9,2a 9,3a 9,3a 9,6b 0,000
Antocianos totales? 363a 358a 355a 0,788  361a 357a 361a 356a 0,968
K2 1093a 1099a 1100a 0,854 1074a 1108a 1118a  1089a 0,058
IPT 83a 83a 83a 0,844 83a 83a 83a 84b 0,000
Grado alcoholico3 138a 138a 138a 0,772 137a 13,7a 13,7a 13,90 0,009
Ext. Seco! 3052 30,8a 309 0518 30,52 30,3a 30,6a 31,50 0,009
Acidez total’ 5,2a 5,2a 53a 0,145 5,2a 5,2a 5,2a 54b 0,000
Acidez volatil' 0,48a 051a 0)50a 0466 0,43a 0,46a 0,47a 0,62b 0,000
S0 libre2 23a 22a 19a 0,416 22a 22a 23a 17a 0,282
Azlcares! 1,5a 1,5a 1,52 0,242 1,5a 1,4a 1,5a 1,50 0,002
Densidad 0,9009a 0,9320a 0,9321a 0,866 0,9528a 0,9112a 0,8698a 0,9530a 0,666
pH 345a 345a 345a 0,995 345a 3,46a 3,45a 344a 0,871
Acido malico" 0,2a 0,2a 0,2a 0,484 0,2a 0,2a 0,2a 0,2a 0,393

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v)
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Los resultados obtenidos en los vinos de los parametros enoldgicos basicos han indicado que sélo se han
encontrado diferencias significativas en algunos de los parametros de los vinos envejecidos en astillas de
diferentes tostados (ligero, medio y fuerte). Concretamente el extracto seco es significativamente
superior en los vinos envejecidos en astillas de tostado fuerte, (mientras han permanecido en madera),
perdiendo tal significacién en el periodo de botella. Si se observa la grafica 103a parece que el vino con el
tratamiento de las astillas de tostado ligero presenta valores inferiores pero no significativos en este
periodo, lo que definiria que la intensidad del tostado de la madera aumenta ligeramente el extracto seco
del vino. Destaca de manera general, para todos los vinos con independencia del tostado, el aumento tan
elevado del extracto seco entre los meses 5 y 6, para posteriormente disminuir hasta valores inferiores a
los datos de partida, resultado que identifica el proceso de envejecimiento en botella como un periodo de
estabilizacion y sedimentacion de las sustancias en suspension. Ahora bien, el aumento producido entre
los meses 5y 6 ha podido deberse a un error en el andlisis, que de ser asi y no tenerse en cuenta tal
aumento, parece evidente que la tendencia del extracto seco es aumentar entre los meses 5y 19 de
envejecimiento. Este aumento podria estar relacionado con la extraccién de compuestos de la madera y
con una importante polimerizacién de los fenoles, que debido a su gran tamafio aumentan el extracto del
vino, pero que finalmente acaban precipitando por su elevada inestabilidad.
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Grafica 103: Evolucion del extracto seco (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes tostados
(a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento

Analizando el vino envejecido en diferentes sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3
y barricas) se ha encontrado que las diferencias aumentan especialmente cuando el vino envejece en
barricas, no siendo significativo el momento de adicién de las astillas o la diferencia entre la composicién
final de la dosificacion de las mismas. Analizando los vinos envejecidos en barricas el parametro que
alcanza los valores mas bajos en este recipiente es el &cido tartérico. Por el contrario el vino en contacto
con la barrica mantiene valores significativamente mas altos (respecto a los vinos en contacto con astillas
y microoxigenacion) de glicerol, indice de polifenoles totales (IPT, grado alcohdlico (% v/v), extracto seco
(g/L), acidez total (g/L de &. tartarico), acidez volatil (g/L de &. acético) y azlcares (g/L) (tablas 40 y 41).
En el capitulo 1 ya se observé una diferencia significativa de algunos de estos parametros para los vinos
que permanecieron en contacto con astillas, tablones y barricas, a pesar de tratarse de un vino diferente y
al que no se aportd oxigeno durante el proceso de envejecimiento en depésitos. Siendo maxima la
diferenciacién, en los vinos envejecidos en barricas, en su periodo de envejecimiento en botella.
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Las concentraciones de extracto seco en los vinos envejecidos en diferentes sistemas (astillas-MOX y
barricas) presentan un aumento en la fase de madera para posteriormente disminuir durante el
envejecimiento en botella. Siendo los vinos envejecidos en barrica los que presentan un valor mas
elevado del extracto seco. Esta pérdida de extracto seco podria ser compensada en los vinos en contacto
inicialmente con barricas por una mayor aportaciéon de compuestos fendlicos en este sistema (Moutounet,
M. et al., 1992; Vivas, N. et al., 1996¢; Puech, J. L. et al., 1999) ayudando asi a mantener valores mas
elevados de extracto seco.

El acido tartarico en el vino presenta una importante inestabilidad cuando se transforma en su
correspondiente sal, lo que se traduce en una precipitacién de la misma y su pérdida como componente
acida. Si se observa la gréfica 104a se comprueba una pérdida de &cido tartarico en los vinos
principalmente en su fase de envejecimiento en botella, siendo significativamente mayor en los vinos que
permanecieron inicialmente en barrica, pudiéndose deducir que la barrica fomenta la formacion de las
sales tartaricas cuando el vino cambia de recipiente (de madera a botella).
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Grafica 104: Evolucion del &cido tartarico (g/L) (a) y el glicerol (g/L) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino
en diversos sistemas de envejecimiento

Respecto a la presencia de glicerol, componente organolépticamente positivo en los vinos, se observa
en los primeros meses de envejecimiento (2-3 meses) un aumento en su concentracion (grafica 104b),
siendo mas elevado en aquellos vinos a los que se les ha incorporado astillas en dosis iniciales menores
astillas-MOX 2 (3 g/L) y astillas-MOX 3 (4 g/L); frente a las astillas-MOX 1 (4 g/L). La presencia de glicerol
en los vinos envejecidos en barricas también es menor. Parece que los resultados obtenidos indicarian
una mayor concentracion de glicerol en vinos con menor aportacion de madera en las primeras fases de
envejecimiento. Estos resultados se ven mitigados durante los siguientes meses de envejecimiento (4-6
meses), incluso en la fase final de envejecimiento (botella: 12-28 meses) los vinos que aumentan
significativamente su contenido en glicerol han sido los que inicialmente permanecieron en barrica. La
barrica es por tanto el recipiente de manera global en el que se observa un mayor aumento de glicerol en
los vinos.

Valores inferiores del indice de polifenoles totales (IPT) en vinos criados en depdsito de acero
inoxidable en comparacion con los vinos que permanecieron en barricas ya ha sido encontrado por
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autores como Vivas, N. et al. (1993) y Haba, M. et al. (1995) e indicado en el capitulo 1. Sin embargo, una
nueva apreciacion ha sido que el aporte de madera y la incorporacion de oxigeno al vino han ayudado a
que esas diferencias, aunque significativas se acorten, de manera que si observamos la tabla 41 (botella)
la diferencia del valor del IPT por término medio entre un vino con astillas-MOX (IPT=83) y un vino en
barrica (IPT= 84) es de 1 punto, frente a un vino que sélo se le ha aportado astillas como se llevara a
cabo en el capitulo 1, donde las diferencias entre astillas (IPT=56) y barricas (IPT= 59) han sido de 4
puntos, esto indicaria que la aportaciéon de oxigeno hace que los resultados adquiridos en los vinos
Astillas-MOX se aproximen mas a los encontrados en un vino envejecido en barrica. Sanchez, M. (2007)
ha efectuado un envejecimiento durante 24 meses de un vino previamente microoxigenado durante la
fase de elaboracion y posteriormente envejecido en barrica, no encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre el vino testigo y microoxigenado en ninguna de las variedades estudiadas (Mencia,
Tinto del Pais, Tinta de Toro, Tempranillo y Tinto Fino) en lo que al contenido de polifenoles totales se
refiere medido como IPT. Tampoco encontraron diferencias significativas entre los vinos Celayeta, G. et
al. (2003) y Llaudy, M. D. et al. (2006), quienes aplicaron pequefias cantidades de oxigeno durante la
crianza en barrica los primeros autores, y durante tres meses en tanques de acero inoxidable y posterior
envejecimiento del vino durante ocho meses en barrica los segundos autores.
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Grafica 105 : Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) (a) y el grado alcohélico (%) (b) del vino durante la crianza en
madera y botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

Una de las justificaciones del aumento del grado alcohélico (% v/v) durante el envejecimiento de un
vino, es debida a la evaporacién del agua a través de las duelas y de las uniones entreduelas de las
barricas y a los procesos de etandlisis de la madera, o a la capacidad de absorciéon de la madera. La
gréfica 105b parece indicar que el aumento del grado alcohdlico se produce tanto en vinos en barricas
como en vinos aislados del exterior (depdsitos) en los primeros 5 meses de envejecimiento, aumentando
la hipotesis de la etandlisis de la madera o la absorcién de agua de la madera para aumentar el valor del
porcentaje de alcohol global presente en el vino. Sin embargo, para un volumen de 225 L de capacidad
total parece poco probable que el aumento de la concentracion de alcohol sea capaz de producir un
incremento del mismo de entre 0,3-0,4 % de alcohol, afianzando la suma de las dos hipdtesis, un proceso
de etandlisis sumado a un aumento de la absorcion de agua a través de la madera. A pesar de esta ligera
apreciacion, la fase de envejecimiento en madera no presenta diferencias significativas en la
concentracion de grado alcohdlico en el vino, cuando es destacable es en el periodo de envejecimiento
en botella, donde se produce una importante pérdida de etanol, siendo mayor este descenso en los vinos
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envejecidos en el primer periodo en contacto con astillas-MOX. Ademas esta disminucién en el contenido
en alcohol no guarda relacién con el aumento de la acidez volatil (grafica 106b), dado que este parametro
es también mas elevado en los vinos envejecidos en barricas.

Como se comentara en el capitulo 1, la acidez total y volatil guardan una relacién importante, ya que
presentan evoluciones similares. Para los vinos de la D.O. Cigales se ha obtenido un aumento mayor de
la acidez total y volatil en los vinos envejecidos en sistemas alternativos en la fase de botella, con
diferencias significativas (capitulo 1, tabla 13). Sin embargo, para el vino tinto de la D.O. Toro analizado
en este capitulo se observa una mayor acidez total y volatil a lo largo de todo el proceso de
envejecimiento (madera-MOX y botella) en los vinos envejecidos en barrica, no siendo significativamente
diferenciador entre los vinos envejecidos en distintos momentos de adicién de astillas+MOX.

La acidez total de los vinos es significativamente mayor en aquellos vinos que han estado en contacto
con barrica desde el inicio del envejecimiento (2 meses), manteniendo esta diferencia a lo largo de todo el
proceso de envejecimiento (madera y botella) (grafica 106a). Esta importante aportacion de acidos por la
barrica tiene su origen en el aumento de la acidez volatil de los vinos y por tanto de la incorporacion de
grupos acetilos al vino.
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Grafica 106: Evolucion de la acidez total (g/L) (a) y la acidez volatil (g/L) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de un
vino en diversos sistemas de envejecimiento

El aumento de los grupos acetilo por la hemicelulosa junto a la aportacion de oxigeno en los 3 primeros
meses de envejecimiento parece ser la causa del aumento de la acidez volatil debido a la formacién de
acido acético en barrica. En este caso de envejecimiento particular llevado a cabo en este trabajo no
cumple directamente (como se dijera en el capitulo 1) que los fendmenos oxidativos producidos por la
oxidacion del etanol fomenten la formacién de acido acético, dado que como se indicara anteriormente el
grado alcohdlico aumenta en las primeras fases de envejecimiento y, de producirse una oxidacién se
produciria paralelamente una pérdida de etanol (Gonzalez, L. A. et al., 2006). Unicamente se observa que
el proceso de oxidacidn, que supone la pérdida de etanol, no compensa la evaporacion de agua, que
provocaria el aumento del grado alcohdlico.

Como ya observara Del Alamo, M. (1997) el envejecimiento de los vinos produce un aumento de los
azucares en el vino cedidos por la hidrélisis de los antocianos glucosilados y también por los taninos de
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la madera, corroborando ademas nuevamente lo encontrado en el capitulo 1, donde se indicara que los
vinos de barricas de roble francés aumentan su contenido en azlcares y lo hace de manera més
significativa que los vinos envejecidos en astillas de roble francés (frente a las astillas de origen
americano y hingaro). También se vuelve a corroborar que las mayores aportaciones de azlcares al vino
las producen las barricas frente al contacto con las astillas o tablones. Destaca que el grado de tostado
(ligero, medio, fuerte) no haya tenido una influencia significativa en la aportacién de azlcares al vino de la
madera. La causa probable ha podido ser la incorporacion de mezclas de madera de diversos tostados
para definir un determinado grado de tostado, que ha podido suavizar tales diferencias. Resultados
semejantes fueron descritos por Gallego, L. (2013) donde a un vino al que se envejecié en astillas y
tablones con diversos tostados (ligero, medio y fuerte) junto a microoxigenacién y comparando un secado
de la madera tradicional con un secado acelerado, tampoco encontrara diferencias significativas en la
concentracion de azlcares en los vinos envejecidos en maderas de distintos tostados, tanto durante el
envejecimiento en madera (170 dias) como durante el envejecimiento en botella (510 dias). Si ha
observado diferencias estadisticamente significativas entre los vinos envejecidos con tablones+MOX que
presentaron mayor contenido en azlcares que los vinos envejecidos en astillastMOX. También describi6
diferencias significativas en el proceso de secado de la madera, destacando que el secado tradicional
(tipico de la madera de fabricacion de barricas) aporté al vino valores mas elevados de azlcares frente al
secado acelerado (caracteristico de la madera de fabricacién de astillas). Pudiéndose explicar, el mayor
contenido de azlcares encontrado en los vinos de barricas que en los envejecidos en contacto con
astillas de este ensayo, por el sistema de tostado de las diversas astillas empleadas, a las que se les ha
efectuado un doble tostado en horno rotativo de conveccion, que permite el tostado de las mismas a
distinta intensidad a través de la aportacion de aire caliente, permitiendo una conduccion térmica mas
homogénea en el interior de las astillas, que el producido en las barricas por el sistema de aportacion
directa de llama.
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Grafica 107: Evolucion de los azucares (g/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas de
envejecimiento

V.3.4. Compuestos fendlicos y parametros de color del vino

Comparando los resultados obtenidos en un vino envejecido en barricas con un vino que permanece en
depositos a los que se le ha simulado el efecto de la barrica (aportacion de astillas y pequefias dosis de
oxigeno), se ha logrado para los compuestos fendlicos una gran similitud entre los vinos dado que los
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parametros fenélicos analizados en este grupo tales como polifenoles totales (PT), polifenoles poco
polimerizados (PPP), polifenoles muy polimerizados (PMP), catequinas (CAT) y taninos (TAN) no han
sido estadisticamente capaces de diferencias a los vinos envejecidos en barricas de los vinos que han
permanecido en contacto con astillas. Tampoco se han diferenciado los vinos por el grado de tostado de
la madera o el momento de adicién de las astillas, ni las mezclas de las mismas. Lograndose datos
similares para estos pardmetros en los vinos a lo largo del proceso de envejecimiento llevado a cabo
(madera y botella).

Los parametros de color que si parecen ser capaces de identificar diferencias estadisticamente
significativas entre los vinos respecto al grado de tostado (ligero, medio y fuerte) de la madera han sido
la componente roja (% A520), importancia del rojo (% dA), luminosidad (L), relacion rojo-verde (a*),
relacién amarillo-azul (b*), tono (H), croma (C*). A su vez también estos parametros son capaces de
diferenciar a los vinos en funcion del sistema en el que han envejecido (astillas-MOX o barricas)
mediante el andlisis de la intensidad colorante (IC), tonalidad (T), componente azul (% A620) y tono (H).
Sélo la luminosidad (L), relacién amarillo-azul (b*) y tono o matiz (H) han diferenciado a los vinos por el
tipo de astillas y momento de adicion (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2 y astillas-MOX 3).

Tabla 42: Valores medios de los parametros de color y compuestos fendlicos de los vinos envejecidos durante 6
meses en maderas de distinto tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-
MOX 3 y barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

Astillas-  Astillas-  Astillas-

Ligero  Medio  Fuerte plevel MOX 1 MOX 2 MOX 3

Barrica plevel

PT Folin? 2707,82a 2684,64a 270521a 0,908 2718,38a 2696,71a 2703,04a 2678,76a 0,948

PPP2 1822,91a 1779,14a 179127a 0,105 1819,33a 1802,71a 1808,55a 1760,50a 0,087
PMP2 884,91a 90550a 913,94a 0,839 899,05a  894,00a  894,50a 918,26a 0,972
CAT2 1129,08a 1132,44a 1139,48a 0,820 1138,47a 1141,61a 111521a 1139,37a 0,493
TAN! 3,90a 3,82a 3,77a 0,382 3,91a 3,81a 3,83a 3,76a 0,574
IC 19,53a 19,652 19,71a 0,813  19,54a 19,62a 19,31a 20,05a 0,166
T 0,54a 0,54a 0,54a 0,899 0,54a 0,54a 0,55a 0,53a 0,431
%A420 30,68a 30,58a 3065a 0,938  30,58a 30,49a 30,90a 30,57a 0,617
%A520 57,19a 57,26a 57,152 0,900 57,24a 57,17a 56,98a 57,39a 0,495
%A620 1216a  12112a  12,20a 0,636  12,27b 12,28b 12,05a 12,04a 0,010
%dA 5290a 5248a 52,50a 0,935 52,88a 52,63a 54,49a 50,50a 0,072
L 62,00b 60,70b  60,20a 0,001  61,73b 60,87b 59,26a 62,00b 0,000
a 4364a 4495ab  4575b 0,019  44,31ab 45,31b 46,34b 43,17a 0,003
b* 2,11a 2,35a 243 0,194 1,51a 1,75ab 2,06b 3,86c 0,000
H 2,82a 2,94a 3,11a 0,486 1,93a 2,20a 2,46a 526b 0,000
c* 43,79a 4504ab 4585b 0,025  44,36a 45,37ab 46,43b 4341a 0,006

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)
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Tabla 43: Valores medios de los parametros de color y compuestos fendlicos de los vinos envejecidos en botella
(12-28 meses) en distintos tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX
3y barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

Astillas-  Astillas-  Astillas-

Ligero  Medio  Fuerte plevel “yoyy  ‘Mox2  moxs

Barrica plevel

PT Folin? 2768,81a 2757,34a 2769,17a 0,892 274577a 2748,56a 2785,58a 2780,52a 0,488
PPP2 1769,55a 1769,83a 1761,91a 0,995 1766,86a 1749,51a 1772,33a 1779,69a 0,993
PMP2 999,27a 987,51a 1007,26a 0,982 97891a 999,052  1013,26a 1000,83a 0,994
CAT? 1169,66a 1165,44a 1169,85a 0,990 1196,56a 1195,64a 1130,93a 1150,14a 0,280
TAN! 2,72a 2,79 284a 0,152  2,85a 2,74a 2,72a 2,82a 0,220
IC 1431a 1427a 1492a 0540 1395a 14,12a 13,83a 16,080 0,013
T 0,70a 0,69a 069a 0752 0,70b 0,70b 0,70b 0,67a 0,002
%A420 3520a 3518a 3499 0,885 3530a 35,37a 35,59a 34,23a 0,058
%A520 52,50a 52,61ab 52,70b 0,034 52,30a 52,32a 52,37a 53,44b 0,000
%A620 11,67a 11,59a 11,67a 0,161 11,74b 11,69b 11,41a 11,74b 0,000
%dA 54,742 5494ab  5511b 0,025 54,38a 54,42a 54,50a 56,42b 0,000
L 6384b  6391b 6284a 0,001 6432bc  64,12b 64,98¢ 60,71a 0,000
a* 38,04a 3851a  39,61b 0,001 36,87a 37,22a 36,81a 43,980 0,000
b* 5,00a 5,32b 542b 0,000 4.86a 5,36b 5,93c 4,84a 0,000
H 7,49 7,94a 785 0,110  7,44b 8,12¢ 9,08d 6,40a 0,000
c 38,46a  3895a  40,04b 0,001 37,26a 37,68a 37,36a 44,30b 0,000

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)

La intensidad colorante (IC) del vino es un parametro que guarda una importante relacion con la
aportacion de oxigeno, de manera que cuando se incorpora oxigeno en las primeras fases de
envejecimiento la intensidad colorante de los vinos aumenta, como ya se indicara en el capitulo 1y 2.
Este aumento en las primeras fases del envejecimiento es debido a la transformacién de los compuestos
fenolicos de los vinos tintos (Ribéreau, P. et al., 1998). Estos resultados se observan en la gréfica 108a,
aunque diversos autores ya indicaran que el efecto de la microoxigenacion aumenta la intensidad
colorante (Cano, M. et al. 2006, 2007; Rayne, S. et al., 2011, Gallego, L. 2013), se deduce alguna
interpretaciéon mas con este experimento, dado que se ha observado entre los 2 y 3 meses, un aumento
mayor de la intensidad colorante en aquellos vinos a los que se aporté mayor cantidad de astillas (astillas-
MOX 1 (4 g/L), astillas-MOX 2 (3 g/L)), no siendo el aporte de oxigeno la causa unica del aumento de la
intensidad, sino también la aportacién de taninos a través de las astillas como ya indicara Chatonnet, P.
(2007). Donde en las primeras fases de envejecimiento en contacto con madera se favorecen las
condensaciones de los antocianos del vino con los taninos que fomentan el incremento de la intensidad
colorante, este resultado se cumpliria cuando la proporcién de antocianos en el vino son suficientes para
combinarse con los taninos (4/1). Si la concentracion de antocianos es insuficiente, como se observara en
el capitulo 1 puede ocurrir que tal combinacién no se produzca en las proporciones adecuadas y la
intensidad colorante disminuya por efecto de la aportacidn excesiva de taninos y oxigeno que ayudarian a
una polimerizacion mas acelerada de los compuestos. Esto explicaria también lo ya comentado en el
capitulo 1, la controversia de diversos autores que sostienen un aumento de la intensidad colorante frente
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a los que observaron una disminucién a lo largo del envejecimiento. A pesar de producirse este aumento
en la intensidad colorante, después de un periodo tan prolongado de envejecimiento como el efectuado
en este experimento al vino (28 meses), la intensidad colorante disminuye hasta permanecer los vinos
que envejecieron en barrica con valores mas elevados que aquellos a los que se les aportd astillas y
oxigeno.

Ademas la evoluciéon en la medida de la intensidad colorante (IC) comienza con un aumento de
concentracion en los vinos en contacto con madera (2-4 meses). Posteriormente entre los meses 4 y 5 de
envejecimiento la intensidad colorante disminuye, para recuperarse ligeramente (5-6 meses) en todos los
vinos analizados, sin embargo tal recuperacion es mas elevada en los vinos envejecidos en contacto con
barrica. Este aumento mayor en vinos que inicialmente permanecieron en barrica ayudara a mantener
valores de intensidad colorante (IC) mas elevados en los vinos durante su fase en envejecimiento en
botella. Por tanto, los vinos guardados en barricas son los que mas color presentan. Este resultado indica
que en la barrica de roble francés los vinos tintos de la variedad Tinta de Toro ven estabilizado su color
(Ribéreau, P. et al., 1998). Esta modificacién de las caracteristicas cromaticas de los vinos tintos es
consecuencia de la transformacion de los compuestos fenolicos que se encuentran en el medio, tanto los
provenientes del vino como los aportados por la madera asi como sus interacciones. Algunos estudios
han encontrado que el color de los vinos tintos esta fuertemente influenciado por la presencia de acidos
fenolicos (Zhang, B. et al. 2015b). Estos &cidos tienen una importante funcion al mejorar y estabilizar los
pigmentos que aportan coloracién roja (componente fundamental en el aumento de la intensidad
colorante) en los vinos por reacciones de copigmentacion intra e intermoleculares, especialmente los
acidos hidroxicinamicos que podrian ser la causa de un realce de color de aproximadamente 60 % a 70 %
a 520 nm (Boulton, R. 2001; Eiro, M.J. et al. 2002).
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Grafica 108: Evolucion de la intensidad colorante (IC) (a) y la tonalidad (T) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de
un vino en diversos sistemas de envejecimiento

La relacion inversa que guarda la intensidad colorante y la tonalidad (T) hace que esta segunda variable
sea méas baja en los vinos que han permanecido en barricas frente a los vinos envejecidos en contacto
con astillas+tMOX. Esas modificaciones que conducen al aumento de la tonalidad (grafica 108b), se
deben a la formacién de diferentes pigmentos polimeros, para los cuales el equilibrio entre la forma
coloreada y la incolora se desplaza en beneficio de la primera (Guerra, 1997). Si observamos el aumento
de la tonalidad (T) en el vino de la variedad Tinta de Toro se comprueba que las diferencias se
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incrementan, entre los vinos envejecidos en contacto con astillas-MOX de roble y los vinos envejecidos
en barricas, en la fase de envejecimiento en botella (6-18 meses). Sobre el aumento de este pardmetro,
indicador del grado de envejecimiento del vino, que tiene lugar durante el envejecimiento reductor en
botella, ya han observado su aumento durante este periodo autores como Peyron, E. (1994), Hernandez,
T. et al. (2007) y Ojeda, S. (2012). De este resultado se deduce que la aportacion de astillas-MOX
durante el tiempo que el vino se encuentra en dep6sito, mantiene una tonalidad similar a la obtenida en
los vinos en las barricas, sin embargo cuando el vino se introduce en botella aumenta la tonalidad a
mayor velocidad que lo hace el vino que permanecio inicialmente en barrica.

En la gréafica 109 se observa una disminucion en la componente roja (%A520) a lo largo de los 28 meses
de envejecimiento, esta disminucion parece estar relacionada significativamente con el tostado realizado
a la madera y con el tipo de sistema empleado en el envejecimiento. Observando una mayor pérdida de
componente roja cuanto menor es el proceso de tostado empleado sobre la madera. Asi, para el vino en
contacto con madera de tostado ligero, la pérdida de componente roja se acentla entre los meses 6 y 24
de envejecimiento del vino, seguida de los vinos en contacto con madera de tostado medio y finalmente
los vinos con madera de tostado fuerte, que presentan de media el valor mas elevado durante su periodo
de envejecimiento en botella alcanzando un valor de %A520 de 52,70 frente a los 52,50 para el tostado
ligero y 52, 61 para el tostado medido (tabla 43). Este resultado podria explicar la cesion de compuestos
fendlicos al inicio del envejecimiento al vino por parte de la madera de tostado fuerte (no asi después de
un periodo de contacto), en el que tiene lugar reacciones de polimerizacién y condensacion con pérdida
de grupos fendlicos (Del Alamo, M., et al., 2004a), que fomentarian esa pérdida de componente roja. Los
vinos tintos durante su envejecimiento van perdiendo intensidad en su color rojo, y su tonalidad va
cambiando del rojo-purpura hacia el rojo-anaranjado (Hermosin, I., 2005; Schwarz, M. et al., 2005).

Se observa también en la grafica 109 que, en el vino de todos los sistemas de envejecimiento, la pérdida
de la componente roja se ve reflejada en la pendiente descendente de todas las curvas, con
independencia del sistema empleado durante el envejecimiento del vino, como ya se observara en el
capitulo 1 para un vino tinto de variedad Tinto del Pais. El sistema de envejecimiento en barrica mantiene
a los vinos con mayor concentracién de componente roja (%A520) frente a los vinos envejecidos en
sistemas alternativos en su periodo de botella (19-28 meses). De este resultado se deduce que las
reacciones que disminuyen el porcentaje de rojo en el vino son mas lentas en los vinos envejecidos en
barricas que en los que han permanecidos en depositos de acero inoxidable con astillas vy
microoxigenacion. Se ha observado este mismo comportamiento de la componente roja del color del vino
en otros trabajos (Del Alamo, M. et al., 2002 y 2004a) en los que este valor es mayor en vinos
envejecidos en barricas que en depdsitos con astillas. Como ya se viera en el capitulo 1, los vinos pueden
experimentar a lo largo del proceso de envejecimiento una ligera estabilizacion en la pérdida del color rojo
(Valls, J. et al., 2000), siempre y cuando la formacién de los nuevos compuestos no precipiten y se
pierdan. Dicha estabilizacion con mayor componente roja (%A520) es apreciada en los vinos de la
variedad Tinta de Toro al final del proceso de envejecimiento en botella (12-28 meses). Nuevamente
destaca la similitud de los resultados entre los vinos en periodo de envejecimiento en madera con
oxigeno entre los distintos sistemas, pero que se vuelve diferenciador en un ambiente reductor.
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Grafica 109: Evolucion de la componente roja (%A520) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados y sistemas de envejecimiento

Un pardmetro que no ha sido diferenciador en los capitulos 1y 2 y que ayuda a explicar los proceso de
copigmentacion que se dan en los vinos es la componente azul (%A620) (grafica 110). El tono azul ha
experimentado diferencias entre los vinos envejecidos, siendo mas significativas en los vinos envejecidos
en contacto con astillas aportadas en dos tiempos, al inicio de envejecimiento y a los 45 dias de
envejecimiento (Astillas-MOX 3), destacando una menor presencia de tonalidades azules durante su
envejecimiento en botella. La pérdida de componente azul en los vinos se estabiliza a lo largo del
envejecimiento, la causa puede ser el valor tan bajo de absorbancia a 620 nm que presentan los vinos
cuando se realiza la medida de la componente de forma aislada, no permitiendo observar diferencias
representativas de lo que esta ocurriendo en los vinos con las tonalidades azules, aunque la causa puede
deberse a los procesos de condensacion entre taninos y antocianos, incluso a las copigmentaciones que
sufre el vino con la formacién de nuevos pigmentos, los cuales pueden incrementar los tonos azulados
(Del Alamo, M. et al., 2004a) por el efecto batocrémico que se produce en los vinos (Fei, H., 2015). Los
resultados de la evaluacion del color obtenidos por el método de CIELab podria darnos informacion mas
detallada de lo que ocurre con la componente azul cuando se compara con lo que le ocurre a la
componente amarilla en un mismo vino, definido como la relacién amarillo-azul (b*).
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Grafica 110: Evolucion de la componente azul (%A620) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos
sistemas de envejecimiento

La importancia del rojo (%dA) (grafica 111) en los vinos analizados indica que existen diferencias
significativas, tanto para el sistema empleado como para el tostado de la madera, aportado a la madera
durante su fase de envejecimiento en botella, siendo los vinos envejecidos en barricas los mas
diferenciadores, con valores de importancia del rojo mas elevados. Este resultado explicaria que en estos
vinos la componente roja se mantiene en concentraciones mas elevadas que en el resto de los sistemas
(Astillas-MOX), como ya indicara el dato analizado del la componente roja (%A520) visto anteriormente.
Ademas, durante el periodo de botella, también se hace diferenciador el tostado de la madera, siendo el
incremento del tostado la causa de la diferenciacién. Parece que los vinos envejecidos en madera de
tostado fuerte mantienen valores mas elevados de componente roja.
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Grafica 111: Evolucion de la importancia del rojo (%dA) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados y sistemas de envejecimiento

La luminosidad (L) de los vinos guarda una relacion directa con la tonalidad y por tanto inversa a la
intensidad colorante. En la gréfica 112a se observa una influencia significativa entre los diversos tostados
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de la madera de roble para este parametro. Asi, en la fase de envejecimiento, los vinos en contacto con
madera de tostado ligero presentan los valores mas elevados de luminosidad, siendo el tostado fuerte de
la madera el que menor luminosidad aporta a los vinos. Este resultado establece una relacién entre la
presencia de compuestos cedidos por la madera y la mayor luminosidad en los vinos, que podria estar
relacionado con las interacciones de los taninos de la madera para contribuir a una mayor estabilidad del
color de los vinos. La causa mas logica estaria en la pérdida de elagitaninos provocada por el grado de
tostado aplicado a la madera, teniendo en cuenta que el vino tinto estudiado ha presentado elevada
cantidad de compuestos fendlicos y antocianos, parece razonable pensar que la madera de tostado ligero
ha aportado menor concentracién de compuestos fenolicos y por tanto, la interaccion de los mismos con
el vino ha sido menor.
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Grafica 112 : Evolucion de la luminosidad (L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes tostados
(a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento.

Si se compara la evolucién de la luminosidad de los vinos segun el recipiente en el que han permanecido
puede apreciarse en la grafica 112b una menor luminosidad en los vinos envejecidos en barricas. Esta
menor luminosidad hace que los vinos de barricas sean los que alcanzan los colores menos
evolucionados en vinos con este envejecimiento. Destacando de manera significativa, el comportamiento
de los vinos en contacto con astillas aportadas en dos tiempos (astillas-MOX 3: 2 g/L al inicio + 2 g/L a los
45 dias de envejecimiento), para la luminosidad de los vinos (L). Se observa en la grafica 101 que los
vinos envejecidos en este sistema, inician su envejecimiento en luminosidad con los valores mas bajos,

que el resto de los vinos analizados, pero cuando el vino entra en botella los vinos envejecidos en astillas-
MOX 3 se vuelven mas luminosos.

El parametro a* representa la tonalidad rojo-verde que tiene un vino. En todos los vinos analizados ha
predominado la componente roja, con una tendencia general a descender debido a la degradacion de los
antocianos (gréaficas 113 a y b). Se observa una mayor cantidad de tono rojo en los vinos que han estado
en contacto con madera de tostado fuerte, como ya indicara el pardmetro que describe la importancia del
rojo (%dA) o la componente roja (%520).
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Grafica 113 : Evolucion de la relacion rojo-verde (a*) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados (a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento

También se observa que los vinos de las barricas presentan menor relacion rojo verde (a* mas baja en
barricas en la fase de madera) pero en su fase de envejecimiento en botella pasa a presentar los valores
mas elevados de color rojo (a*). Por tanto, segin los resultados presentados, cabe pensar que la unién
antociano-cofactor se genera al inicio del envejecimiento de un vino en barricas y marcard la
diferenciacion de estos vinos. Puech, C. et al. (2006) y Monagas, M. et al. (2006b) observaron en los
vinos envejecidos en botella una disminucion de la coordenada a*. Como se viera en el capitulo 2, la
presencia de oxigeno en el proceso de envejecimiento tiene una importante influencia en la evolucion del
color. Cuando se comparan los resultados obtenidos con el vino de la D.O. Toro con los obtenidos para el
vino de la D.O. Cigales (capitulo 1) puede observarse que la componente a* del vino de Tinta de Toro
presenta valores mas elevados en el vino de las barricas frente al de las astillas-MOX, aunque en el vino
de Tinto del Pais (D.O. Cigales) esta diferencia entre barricas y astillas (sin oxigeno) es mucho mayor en
el periodo de envejecimiento en botella. La baja pérdida de coordenada a* en los vinos envejecidos en
barricas, podria estar influenciado por la importante cantidad de antocianos existentes en los vinos de la
variedad Tinta de Toro, con 807 mg/L de antocianos totales. Ojeda, S. (2013) ha observado un aumento
de la componente a* en el envejecimiento de un vino tinto de variedad Tempranillo de la D.O.Ca. Rioja
durante su envejecimiento en barricas de roble de diversos origenes, con un vino con 976 mg/L de
antocianos totales.

Como ya se indicara en capitulos 1y 2, la componente b* en los vinos estudiados indica la relacion del
color amarillo en el plano positivo, frente al color azul en el plano negativo. El grado de tostado de la
madera en los vinos ha presentado una influencia en esta componente, asi los vinos en contacto con
madera de tostado ligero han presentado menor tonalidad amarilla durante el envejecimiento en botella
(tabla 43). Estos resultados obtenidos han mostrado la importancia del tostado en la presencia de
compuestos fendlicos cedidos por la madera que repercuten en la formacién de nuevos pigmentos (etil
pigmentos), cuya absorbancia a 620 nm es mayor que la de los antocianos en forma libre (Del Alamo, M.
et al., 2006b). Podria deberse a la formacién de compuestos como el portosin (fenil-vinilpyranoantociano)
que posee un efecto batocromico cuyo maximo de absorcidon se desplaza a valores mas elevados
aumentando el valor del color azul (Mateus, N. et al, 2003; Oliveira, J. et al., 2006).
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Grafica 114 : Evolucion de la relacion amarillo-azul (b*) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados (a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento

La evolucién del parametro b* en los vinos durante el envejecimiento ha aumentado principalmente
durante el periodo de botella (gréficas 114 a y b). Los vinos de barricas han presentado una tonalidad
amarilla estadisticamente mas alta que los vinos en contacto con astillas-MOX al inicio del envejecimiento
(2-5 meses), sin embargo durante el periodo de botella, los vinos de barricas han presentado mayor
componente azul (19-28 meses) (grafica 114b), es decir los vinos envejecidos en barricas durante el
periodo de botella presentan el valor mas bajo de componente b*. Resultado previsible teniendo en
cuenta los resultados encontrados hasta el momento. Cano, M. et al., (2007) y Ojeda, S. (2012) ya han
observado que los vinos envejecidos en barricas de roble cambian hacia tonalidades azuladas y Gallego,
L. (2013) ha descrito que los vinos envejecidos en contacto con astillas y microoxigenacién aumentan
también su componente b*. Ademas se aprecia un aumento mayor de componente b*, durante su periodo
de envejecimiento en botella, en los vinos que permanecieron en contacto con astillas dosificadas en dos
momentos distintos de envejecimiento (Astillas-MOX 3).

El parametro H de un vino se deduce a partir de los parametros de CIELab a* b* y L. Indica el angulo de
color o tono, y expresa la variacién cualitativa del color, similar a la tonalidad descrita anteriormente por el
método de Glories. El sistema en el que ha permanecido el vino (astillas-MOX o barricas) afecta de forma
estadisticamente significativa al &ngulo de color de los vinos analizados, tanto durante el envejecimiento
en madera como el periodo de botella (tablas 42 y 43). Los vinos introducidos en barricas presentan
mayor angulo de color que al afiadir astillas en el periodo de contacto con madera, sin embargo durante
el periodo de botella el angulo de color en los vinos que inicialmente permanecieron en barricas
disminuyen hasta valores inferiores a los vinos en contacto con astillas-MOX, permaneciendo para estos
vinos valores mas elevados en aquellos a los que se les incorpor6 astillas en dos tiempos (astillas-MOX
3).
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Grafica 115 : Evolucion del tono (H) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de distintos sistemas (a) y del
croma (C*) en diferentes tostados (b) de envejecimiento

El croma o color del vino (C*) viene definido por el grado de tostado de la madera. Durante este
proceso se producen importantes reacciones de hidrotermdlisis y pirolisis que se llevan a cabo en funcién
del grado de tostado aplicado (ligero, medio o fuerte), influyendo estos procesos de hidrélisis de los
elagitaninos (Matricardi, L. et al., 1999; Cadahia, E. et al., 2001 y Frangipane, M.T. et al. 2007), de la
lignina y la hemicelulosa. La lignina, un polimero tridimensional formada por dos alcoholes
fenilpropanoides: alcohol 4-hidroxi-3-metoxicindmico (coniferil alcohol) y 4-hidroxi-3,4-dimetoxicinamico
alcohol (alcohol siringil), se ve influenciada también por el tostado de la madera. La lignina por procesos
hidroliticos y oxidativos se transforma en fenoles mono y di etoxilados, asi como en altos niveles de
acidos cindmicos, acidos benzoicos, y aldehidos, a partir de estos dos alcoholes. Por lo tanto, la
degradacion de estos compuestos contribuira a aumentar los niveles de aldehidos fendlicos y otros
componentes en la madera. En contraste, el tostado de la madera de roble contribuye a la degradacion
de los compuestos alcanzando sélo una pequefia cantidad de fenoles volatiles, principalmente eugenol, a
la formacion de trazas de aldehidos fendlicos (Sarni, F. et al., 1990, Chatonnet, P. et al 1999), y a la
degradacion de elagitaninos de la madera. Asi, Cadahia, E., et al (2001) observaron que los elagitaninos
roburina A-E, grandinina, vescalagina y castalagina disminuian durante este proceso, mientras que
Alafién, M.E. et al. (2011) observaron un aumento en el contenido de &cido eldgico de muestras tostadas,
lo que podria ser debido a la liberacion del compuesto desde los elagitaninos durante la degradacion
térmica. Doussot, F. et al. (2002) encontraron que el tostado medio mejora drasticamente la pérdida de
elagitaninos. Esta liberacion de compuestos fendlicos en tostados fuertes de la madera ayuda a mantener
niveles mas elevados de croma o color (C*) en los vinos contribuyendo a mantenerles mas jovenes a lo
largo del envejecimiento. La evolucion del croma ha presentado pequefias variaciones a lo largo del
estudio, con una tendencia hacia el descenso (gréficas 115b), coincidiendo este resultado con lo obtenido
por otros investigadores al envejecer un vino tinto en barricas de roble americano en botella (Cano, M. et
al., 2007). Ademas como ya se indicara en parametros anteriores, el color de los vinos (C*) es mayor en
los vinos que permanecieron en barricas, marcando un menor grado de envejecimiento a lo largo del
tiempo (tablas 42 y 43).

Si se comparan los resultados del color obtenidos entre los dos métodos descritos (método Glories y
CIELab), parece que ambos métodos para el vino D.O. Toro logran resultados mas homogéneos que los
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obtenidos en el capitulo 1y 2. Ademas se aprecia que el método que hace mas diferenciados a los vinos
en su fase de envejecimiento en madera es el método CIELab, permitiendo diferenciar a los vinos
envejecidos en Astillas-MOX de tipo 3.

V.3.5.indices, edad quimica y parametros de copigmentacion en el vino.

La evolucién de los parametros estudiados en el vino que se ven afectados de forma estadisticamente
significativa por el nivel de tostado son: indice de ionizacion, color debido a los antocianos libres (TA),
contenido de cofactores flavonoides (FlaC), fraccion de color debida a la copigmentacién (COP), fraccidn
de color debida a los antocianos libres (AL). Asi el indice de ionizacion, pigmentos poliméricos con
respecto a los antocianos del vino (i), pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino en
forma de ion flavilium (i), porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavililum (a), porcentaje
de antocianos que se encuentran como ion flavilium después de suprimir el efecto decolorante del SO,
(aa), color debido a los antocianos copigmentados (C), fracciéon de color debida a la copigmentacion
(COP), fraccion de color debida a los antocianos libres (AL) por el sistema de envejecimiento empleado
(astillas-MOX y barricas), pudiéndose diferenciar los vinos por el momento de adicion de las astillas
(astillas-MOX: 1, 2 y 3) en cuanto a su color debido a los antocianos copigmentados (C), contenido de
cofactores flavonoides (FlaC) y fraccién de color debida a los antocianos libres (AL).

Tabla 44: Valores medios de indices, edad quimica y copigmentacién de los vinos envejecidos durante 6 meses en
maderas de distinto tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y
barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

. . Astillas- Astillas- Astillas- .
Ligero Medio Fuerte plevel Barrica p level
MOX 1 MOX 2 MOX 3

indice ionizacion  28,13a  28,27a 28,83a 0,773 28,64a 28,50a 27,25a  29,27a 0,395
indice etanol 80,03a 80,42a 80,36a 0,880 80,17a 80,05a 80,66a 80,20a 0,928
indice clorhidrico 45,50a 46,61a 43,64a 0,461 44,06a 44,52a 46,77a 45,65a 0,766
indice gelatina 70,59a 71,60a 71,50a 0,826 73,49a 68,77a 72,36a 70,30a 0,116

i 0,40a 040a 041a 0,670 0,40a 0,40a 0,40a 0,41a 0,821
i 0,14a 0,14a 0,14a 0,955 0,14a 0,14a 0,14a 0,152 0,291
ifii 284a 281a 286a 0,384 2,84a 2,87a 2,87a 2,77a 0,059
a 26,77a 27,56a 26,64a 0,261 27,34a 26,97a 25,98a 27,66a 0,096
aa 2751a 27,99a 27,15a 0,242 27,49a 27,24a 27,19a 28,28a 0,214
C 0,92a 096a 1,00a 0,070 1,04b 0,88a 0,96ab 0,96ab 0,007
TA 716c 6,89 6,652 0,000 6,88a 7,07a 6,79a 6,85a 0,119
Ep 3,80a 384a 390a 0,575 3,76a 3,82a 3,84a 397a 0,227
FlaC 14,43a 1441a 14,31a 0,956 14,51a 14,55a 14,46a 14,03a 0,710
TP 94,81a 94,34a 91,69a 0,515 93,62a 94,19a 94,76a 91,88a 0,841
COP (relativo) 0,07a 0,08ab 0,08b 0,014 0,08b 0,07a 0,08b 0,08b 0,002
AL (relativo) 0,57b 056a 0,55a 0,001 0,56ab 0,57b 0,55a 0,55a 0,032
PP (relativo) 0,34a 0,35a 0,36a 0,275 0,35a 0,35a 0,36a 0,36a 0,615

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05)
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Tabla 45: Valores medios de indices, edad quimica y copigmentacion de los vinos envejecidos en botella (12-28
meses) en distintos tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y
barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

Astillas-  Astillas- Astillas-

MOX 1 MOX 2 MOX 3 Barrica p level

Ligero Medio Fuerte p level

indice ionizacion 22,87a 22,62a 25/48b 0,000 2231a 22,52a 21,51a  28,26b 0,000

indice etanol 14,94a 1491a 1527a 0,954 14,95a 14,30a 14,79 16,12a 0,672
indice Clorhidrico 6,71a 6,16a 7,01a 0,950 5,80a 6,13a 6,82a 7,76a 0,925
indice gelatina 67,84a 7153a 66,40a 0,561 65,82a 70,58a 68,62a  69,33a 0,858
i 041a 041a 042a 0657 041a 0,41a 0,41a 0,44b 0,006
i 0,21a 021a 0,21a 0437 0,21a 0,21a 0,21a 0,22b 0,000
ifii 230a 227a 228a 0,675 2,32a 2,31a 2,27a 2,252 0,282
a 29,31a 29,53a 30,90a 0,198 29,32a 29,53a 28,33a  32,47b 0,003
aa 3563a 36,42a 36,59a 0,076 35,46a 35,56a 36,00a  37,83b 0,000
C 188a 1,752 167a 0,206 1,84a 1,78a 1,88a 1,56a 0,111
TA 3,732 385a 392a 0217 3,76a 3,82a 3,73a 403a 0,070
Ep 3,57a 356a 3,60a 0465 3,40a 3,48a 3,42a 3,990 0,000
FlaC 10,55a 10,69ab 10,81b 0,007 10,43a 10,68b 10,57ab  11,07c 0,000
TP 55,59a 55,26a 55,56a 0,982 56,55a 54,95a 54,73a  55,64a 0,843
COP (relativo) 0,21a 0,19a 0,18a 0,103  0,21b 0,20b 0,21b 0,17a 0,007
AL (relativo) 0,38a 0,39ab 0,40b 0,009 0,39a 0,39 0,38a 0,39a 0,529
PP (relativo) 042a 043a 043a 0889 042a 0,42a 0,41a 0,450 0,002

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05)

Entre los indices analizados, solo el indice de ionizacion presenta diferencias significativas en los vinos.
Este indice indica el porcentaje de antocianos que contribuyen al color del vino. Su valor desciende
ligeramente durante el envejecimiento de los vinos (tablas 44 y 45). La presencia de oxigeno hace que los
vinos puedan estar un poco mas oxidados y que presenten una tasa de etanal ligeramente superior
(Blouin, J. et al., 2000). Esta demostrado que el valor del indice de ionizacién disminuye (graficas 116 a 'y
b) por accién del etanal ya que éste rompe las asociaciones entre antocianos (Somers, T. C. et al., 1979;
Canals, R. et al., 2005). Ademéas se observa que es para el tostado ligero cuando la pérdida de
antocianos que contribuyen al color del vino es menor (indice de ionizacién), principalmente esta
diferencia ha alcanzado una significacion importante durante el periodo de envejecimiento en botella (6-
28 meses). Gallego, L. (2013) ha descrito que el grado de tostado de la madera tiene una influencia
significativa sobre el porcentaje de antocianos que contribuyen al color rojo del vino, durante el periodo de
contacto vino-madera. Asi vinos en contacto con maderas de tostados fuertes, alcanzaban los valores
mas altos tras un envejecimiento de 2 afios, de los cuales 170 dias fueron vinos envejecidos con astillas o
tablones+MOX.
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Grafica 116: Evolucion del indice de ionizacién del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes tostados
(a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento

Ademas el indice de ionizacién en los vinos ha alcanzado la mayor diferencia significativa (100,00 %) en
la fase de envejecimiento en botella, siendo su valor mas elevado en los vinos que han permanecido
inicialmente en contacto con barricas es decir, durante el periodo reductor el vino ha conservado una
mayor concentracién de antocianos que contribuyen al color del vino, frente a los vinos que han
permanecido en contacto con astillastMOX y por tanto, mantendran mejor su color rojo base. Aunque no
presenta un resultado significativo, es interesante destacar el comportamiento de los vinos al inicio del
envejecimiento (2-4 meses) en barricas, donde se observa un bajo indice de ionizacién y es al final del
periodo de envejecimiento cuando alcanza un valor mas elevado, debido a la mayor interaccion que se
produce en estos vinos de los compuestos fendlicos responsables de los procesos estabilizadores.
Inicialmente, se pensd que la copigmentacion estaba presente solamente en vinos jovenes (Somers, C. et
al., 1988; Liao, H. et al., 1992), pero durante el envejecimiento del vino se produce la adsorciéon tanto de
antocianos libres como de cofactores en la superficie de las barricas (Ribéreau-Gayon, P. et al., 1998) y
la alteracion del equilibrio que se produce durante las reacciones de polimerizacion, podria ser la causa
de la reduccién de la copigmentacion a favor de los procesos de polimerizacién. Sin embargo, las formas
copigmentables cedidas por la madera como acido caféico y acido p-cumarico, han ayudado a la
precursion de la copigmentacion intermolecular. En este aspecto, la copigmentacion seria el paso
preliminar hacia la formacion de verdaderos enlaces covalentes entre antocianos y copigmentos. Estos
resultados sugieren nuevas vias para lograr vinos con una mayor proporcion de pigmentos estables,
como el fomento de la hidrélisis de sus precursores durante las primeras fases de envejecimiento de los
vinos tintos.

Los parametros de edad quimica dan una idea de las reacciones que sufren los antocianos del vino
implicandose en la formacion de pigmentos. Tanto los parametros pigmentos poliméricos con respecto a
los antocianos totales del vino (i), pigmentos poliméricos con respecto a los antocianos del vino en forma
de ion flavilium (i) como los parametros porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavililum
(a), porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavilium después de suprimir el efecto
decolorante del SO, (aa) muestran un comportamiento analogo en el vino a lo largo del envejecimiento,
por lo tanto aportan informacion semejante debido a que se refieren al mismo tipo de compuestos, ya que
los primeros estan relacionados con los compuestos poliméricos formados a partir de los antocianos
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durante el envejecimiento y los segundos con los antocianos que se encuentran en forma flavilium. Los
resultado sugieren que los vinos envejecidos en barricas, durante su fase de envejecimiento en botella,
mantuvieron el caracter joven durante méas tiempo que los vinos en contacto con astillas micro-
oxigenadas (graficas 117 a y b). Concretamente, los vinos envejecidos en barricas presentan un mayor
nivel del pigmento polimérico respecto a los antocianos del vino (i) que los vinos envejecidos en contacto
con astillas-MOX. Este resultado ha coincidido con lo encontrado en el pardmetro ii (relacién pigmentos
poliméricos respecto a los antocianos en forma flavilium). Indicando ambos parametros i e ii que la
formacion de pigmentos poliméricos ha sido mayor en los vinos envejecidos en barricas, como ya se
indicara con el resultado obtenido para el indice de ionizacion. Destaca la menor distancia entre los vinos
de las barricas y los tratados con astillas-MOX cuando se relaciona el pigmento polimérico con los
antocianos en forma flavilium (ii) que cuando se relaciona con los antocianos totales del vino (i). Sin
embargo durante el envejecimiento en contacto con madera y oxigeno apenas se aprecian tales
diferencias (tabla 44).
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Grafica 117: Evolucion del pigmento polimérico respecto a los antocianos totales (i) (a) y respecto al ion flavilium (ii) (b) del vino
durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

Se ha descrito anteriormente que los vinos envejecidos en barricas presentan mayor caracter joven
porque, a pesar de ser vinos con mayor proporcion de pigmento polimérico (i e ii), también son vinos con
mayor porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavililum (o) tanto antes como después de
suprimir el efecto decolorante del SO (aa); es decir como antocianos que permanecen a lo largo del
envejecimiento en su forma libre o bien que podrian producirse procesos reversibles en los que los
antocianos polimerizados vuelven a sus formas libres o estos si contribuyen a mantener el color de los
vinos, puesto que no han precipitado. Ademas, se aprecia que las mayores diferencias en estos
parametros se observan en los vinos en su fase de envejecimiento en botella, alcanzando diferencias
significativas de mas del 99,99 % para ambas variables (tabla 45).
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Grafica 118 : Evolucion del % de antocianos como ion flavilium (a) (a) y tras suprimir el efecto del sulfuroso (aay) (b) del vino
durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

Estos resultados en el vino durante su envejecimiento en barricas y comparados con vinos envejecidos
en contacto con astillas contradicen lo obtenido en el capitulo 1, donde los primeros presentaban los
valores mas bajos de pigmentos poliméricos (i e ii) y los valores mas bajos de color debido a los
antocianos (a y aa), excepto para los vinos que envejecian barricas de roble hingaro, en cuyo caso los
resultados eran similares a los descritos en este capitulo. Las variables que se han visto modificadas
entre ambos capitulos son el origen del vino, que ha pasado de ser Tinto del Pais a envejecer vino de la
variedad Tinta de Toro, y la aportacion de oxigeno a los vinos durante el envejecimiento con madera.
Estos resultados mostrarian nuevamente, y como ya se indicara en el capitulo 2, el efecto que tiene la
presencia de oxigeno sobre los procesos de polimerizacidn y sobre la mayor presencia de color debida a
los antocianos libres. También se observa un mayor parecido entre los vinos cuando estan en contacto
con oxigeno en todos los sistemas estudiados (barricas-astillas-MOX) y posteriormente en botella.

Para entender mejor la formacion de pigmentos poliméricos debido previamente a procesos de
copigmentacion, se ha analizado los parametros de copigmentacion, donde la modificacion de la mayoria
de los parametros de copigmentacion de los vinos han estado influenciados, de forma estadisticamente
significativa, por el sistema de envejecimiento en el que han permanecido los vinos, con un nivel de
significacion superior al 99,9 % (tablas 44 y 45) especialmente a lo largo de la permanencia de los vinos
en botella.

Se ha encontrado que el parametro C (color del vino debido a los antocianos copigmentados), de los
vinos que han estado en barricas han mantenido menor color debido a los antocianos copigmentados que
al haber estado el vino en contacto con astillas-MOX durante el envejecimiento en botella (tabla 45,
gréfica 119a), aunque dicho resultado no resulta ser significativo Se ha observado de manera general, un
ligero aumento del color debido a los antocianos copigmentados (C) en todos los vinos a lo largo del
proceso de envejecimiento. Este resultado, como ocurriera con la edad quimica, es contrario a lo
encontrado en el capitulo 1, donde los vinos envejecidos en barrica entre los meses 21 a 26 presentaban
valores més elevados que los vinos en contacto con astillas y tablones. Demuestra por tanto, que el color
de los vinos sigue aumentando durante envejecimientos prolongados por procesos de copigmentacion.
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Ademas, se confirma nuevamente, que la presencia de oxigeno favorece los procesos de copigmentacion
en los vinos.
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Grafica 119: Evolucion del color debido a los antocianos copigmentados (C) (a) y a los antocianos libres (TA) (b) del vino durante
la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas (a) y distintos tostados (b)

El color debido a los antocianos libres (TA) es mayor en los vinos envejecidos en barricas durante su
permanencia en botella, aunque el dato no es significativo. Cuando si se aprecian diferencias
estadisticamente significativas en los vinos ha sido durante el envejecimiento con diferentes tostados. La
aportacion al vino de madera de tostado medio mantiene valores mas elevados de antocianos libres que
contribuyen al color (gréfica 119b), aunque esta diferencia pierde significacion cuando el tiempo de
envejecimiento aumenta, de manera que tal diferenciacion en la fase de envejecimiento en botella
desaparece.

El color debido a los antocianos polimerizados (EP) es una medida del realce de la intensidad del
color del vino. Si se observa la evolucién del vino con el tiempo (grafica 120) se comprueba que
efectivamente para los vinos en barricas el color debido a los antocianos polimerizados es mas elevada y
que ademas, los vinos aumentan su color polimerizado de manera importante en los 4 primeros meses de
envejecimiento. A partir del cuarto mes, los vinos comienzan a perder color polimerizado, aunque parte de
este tipo de compuestos podrian participar como precursores de otros pigmentos estables, los
piranoantocianos (Casassa, F. et al., 2006b), o precipitar y perderse. Este resultado vuelve a mostrar que
la presencia de oxigeno minimiza la presencia de color por procesos de polimerizacion, dado que el
resultado obtenido en este capitulo muestra al vino de las barricas con mas color polimerizado, mientras
que en el capitulo 1 obtenian los valores mas bajos, una de las diferencias destacables de este cambio
en el resultado se debe a la aportacién de oxigeno al vino cuando se envejece en recipientes con astillas.
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Grafica 120: Evolucién del color debido a los antocianos polimerizados (Ep) del vino durante la crianza en madera y botella de un
vino en distintos sistemas de envejecimiento

El contenido en cofactores (FlaC) en los vinos ha disminuido a lo largo del envejecimiento, debido a que
son compuestos que participan en las reacciones de copigmentacion con los antocianos del vino. En
relacion al grado de tostado de la madera, se ha observado que los vinos de tostado ligero presentan
mayor concentracién en cofactores que los vinos con maderas de mayor tostado, aunque el dato no ha
resultado ser estadisticamente diferenciador. Gallego, L. (2013) ha observado que el descenso del
contenido de cofactores en los vinos ha sido mas evidente cuando la madera Quercus pyrenaica (Wild)
sufria un tostado fuerte, siendo los vinos envejecidos con madera de tostado ligero los que mayores
cofactores mantenian durante los 2 afios de envejecimiento, sin embargo en este trabajo en la fase de
envejecimiento en botella los vinos alcanzan valores significativamente mas elevados de contenido en
cofactores cuando los vinos han permanecido en contacto con maderas de tostado fuerte. Si se tiene en
cuenta que durante el envejecimiento del vino se aportan compuestos fendlicos, tales como &cido galico,
protocatéquico, acidos caféico y escopoletina, sensibles a la degradacién térmica, provocando una
disminucién significativa en su contenido con el tostado de la madera (Jorddo, A.M. et al., 2012) parece
razonable encontrar menores concentraciones en el contenido de cofactores en tostados de mayor
intensidad. Por otra parte, una mayor aportacion de compuestos de la madera y el proceso de
microoxigenacion favoreceria la produccion de acetaldehido (Atanasova, V. et al., 2002) y por tanto las
reacciones en las cuales interviene (Atanasova, V. et al., 2002; Flanzy, C. 2000; Laudy, M.C. 2006).
Parece razonable pensar que una aportacién de oxigeno y un menor tostado de la madera, en la que la
presencia de elagitaninos es mayor, actuarian facilitando la hidroperoxidacion del etanol (acetaldehido), y
por consiguiente una mayor polimerizacion frente a los procesos de copigmentacion. Lo que explicaria
que el contenido en cofactores sea mayor en los vinos de las barricas que en aquellos que han sido
envejecidos en astillas-MOX, dado que la barrica presenta menor copigmentacion y mayor polimerizacion
a lo largo del tiempo, causado por una menor aportacién de elagitaninos y oxigeno, a lo largo del tiempo
de contacto con el vino.
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Grafica 121: Evolucion del contenido en cofactores (FlaC) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de
diferentes tostados y sistemas de envejecimiento

Logicamente, la medida de la fraccion de color debida a los antocianos copigmentados (COP) es
menor en vinos que han permanecido en barricas frente a los vinos que han estado en contacto con
astillastMOX durante el envejecimiento en botella, sin embargo son vinos méas jévenes y con mayor
intensidad en color. Este resultado sobre el color guarda relacién con el efecto batocromico e
hipercromico que se produce en los vinos y que contribuyen a intensificar el color de los mismos (Fei, H.,
2015). Este aumento en la fraccion de color debida a los antocianos copigmentados no parece producir
un elevado realce del color rojo de los vinos para las muestras analizadas, como indicara Hermosin, |. et
al. (2004), dado que como se ha visto en este trabajo, la componente roja (%A520) y la importancia del
color rojo (%dA) es mayor en vinos envejecidos en barricas, que se trata de vinos menos copigmentados,
si parece ser mas influyente en la componente azul (%A620), que gracias al proceso de copigmentacion
los valores de esta variable se mantienen a lo largo del proceso de envejecimiento en madera un poco
mas elevados en los vinos envejecidos en contacto con astillas-MOX.
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Grafica 122: Evolucion de la fraccion de color debida a los antocianos copigmentados (COP) del vino durante la crianza en
madera y botella de un vino de diferentes tostados y sistemas de envejecimiento

La fraccion de color debida a los antocianos libres (AL), como ya se viera anteriormente, desciende
en los vinos con el paso del tiempo, siendo mayor la pérdida en los primeros meses de envejecimiento.
Se observa (grafica 123) un mayor porcentaje de color debida a antocianos libres en vinos que
permanecieron en contacto con astillas-MOX de tipo 1y 2, pero se pierde tales diferencias en botella.
También se observa mayor fraccion de color debida a antocianos libres en los vinos a los que se ha
incorporado madera de tostado ligero en la fase de envejecimiento en madera, sin embargo acaba siendo
mayor en tostado medio y fuerte en su fase de envejecimiento en botella.
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Grafica 123: Evolucion de la fraccion de color debida a los antocianos libres (AL) del vino durante la crianza en madera y botella
de un vino de diferentes tostados y sistemas de envejecimiento
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Durante el envejecimiento el aumento del grado de polimerizacién esta relacionado con la pérdida
paralela de antocianos monoméricos del vino, modificando asi el color de los vinos. Se ha observado un
importante aumento de la fraccion de color debida al pigmento polimérico (PP) de los vinos. La
gréfica 124 muestra que los vinos con mayores niveles de pigmentos poliméricos son los envejecidos en
barricas frente a los envejecidos en astillas-MOX como ya se indicara anteriormente. Por lo tanto, la
fraccion del color del vino debida al pigmento polimérico es mas importante en los vinos de barricas,
siendo significativamente mayor durante la fase de envejecimiento en botella de los vinos. Sin embargo,
algunos autores han puesto en duda que este tipo de pigmentos flavanoles contribuyan al color de los
vinos envejecidos (Escribano, M.T. et al., 2001, Santos, C., 2001), ya que las condensaciones flavanol-
antociano directas 0 mediadas por acetaldehido, dan lugar a grandes oligbmeros y con tendencia a
continuar polimerizandose para finalmente precipitar con el tiempo (Escribano, M.T. et al., 2001; Es Safi,
N. 1999; Wiirdig, G. et al., 1989).
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Grafica 124: Evolucion de la fraccion de color debida al pigmento polimérico (PP) del vino durante la crianza en madera y botella
de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

Los datos obtenidos de los parametros de copigmentacion analizados por el método Boulton, R. (2001)
muestran que, el color debido a los antocianos copigmentados (COP) en los vinos envejecidos en
barricas han sido menores, pero han presentado mayor color debido a los antocianos polimerizados (Ep)
principalmente en la fase de envejecimiento en botella, ayudando a una mayor estabilizacién del color a lo
largo del tiempo de envejecimiento estudiado (28 meses).

V.3.6. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular en el vino.

Los compuestos fenolicos presentes en los vinos, tanto provenientes de la uva como del contacto con la
madera de roble, tienen un papel esencial en el envejecimiento de los vinos porque tienen importantes
efectos antioxidantes y participan en reacciones de estabilizacién que ayudan a alargar la vida Util de los
vinos, los acidos fenolicos, los flavanoles y los elagitaninos entre otros, presentan poder antioxidante.

Durante el envejecimiento, diversos componentes solubles del roble se difunden en el vino para mejorar

su intensidad y complejidad (Prida, A et al., 2006). Los principales &cidos fendlicos identificados en roble

seco y tostado son los hidroxibenzoicos y hidroxicindmicos (De Simén, B.F. et al., 2003). Ademas, es
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importante identificar los aldehidos benzoicos ya que juegan un papel muy importante en la contribucion a
las caracteristicas sensoriales de los vinos (Ibern, M. et al., 2002).

Se han encontrado diferencias significativas entre el contenido que presentan los vinos analizados de la
mayoria de los acidos hidroxibenzoicos analizados (entre los que destacan el acido galico, acido siringico,
acido protocatéquico y &cido vanillinico, ademas de la catequina y el aldehido protocatéquico), debido a
los distintos grados de tostado de la madera (ligero, medio y fuerte) para la mayoria.

Entre los vinos envejecidos en diferentes sistemas (astillas-MOX y barricas), los compuestos fendlicos
que les diferencian son el acido galico, vanillina, epicatequina, y los &cidos protocatéquico, vanillinico,
gentisico y el Unico &cido hidroxicindmico significativamente diferenciador, el &cido sinapico.

Respecto al efecto del momento de adicién de las astillas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-
MOX 3) parecen crear cierta diferenciacion entre los vinos los compuestos fendlicos acido galico,
epicatequina, acido vanillinico y acido gentisico.

Tabla 46: Valores medios de compuestos fendlicos de bajo peso molecular de los vinos envejecidos durante 6
meses en maderas de distinto tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-
MOX 3 y barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

Astillas- Astillas- Astillas-

MOX 1 MOX 2 MOX 3 Barrica p level

Ligero Medio Fuerte plevel

Ac. galico? 53,74a 52,80a 52,24a 0274 53,71bc 52,13ab  54,78c 51,08a 0,005
Ald. protocatéquico? 1,95b  1,74a 1,72a 0,048 1,79 1,78a 1,86a 1,77a 0,860
Ald. p-Hydroxybenzoico? 1,04a 1,01a 097a 0,725 1,00a 0,93a 1,06a 1,03a 0,633

Catequina? 51,65a 53,70a 47,282 0,085 52,87a 53,35a 49,052 48,26a 0,313
Ac. siringiro? 313 3,158 312a 0,963 3,15a 3,10a 3,19 3,09a 0,865
Vanillina2 0,79a 082a 0,77a 0,602 0,80a 0,79a 0,73a 0,85a 0,225
Epicatequina? 229a 2253a 2280a 0,970 20,34a 21,89 24,06a 24,76a 0,127
Ac. p-cumarico? 167a 157a 1552 0,638 1,75a 1,55a 1,67a 141a 0,134
Ac. protocatéquico? 284a 286a 281a 0918 2,83a 2,69a 3,06a 2,77a 0,088
Ac. vainillinico? 346a 331a 340a 0,774 3,58a 3,20a 3,38a 340a 0,478
Ac. gentisico? 1049a 1049a 10,232 0,377 1066a  10,28a 10,42a  10,26a 0,348
Ac. cafeico? 151a 1,50a 144a 0,182 1,51a 1,48a 1,46a 1,48a 0,689
Ac. ferilico? 097a 096a 093 0,152 1,00a 0,93a 0,94a 0,94a 0,083
Ac. sinpico? 272a 281a 2,;71a 0911 2,88a 2,67a 2,77a 2,67a 0,881

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (V/v)
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Tabla 47: Valores medios de compuestos fendlicos de bajo peso molecular de los vinos envejecidos en botella (12-
19 meses) en distintos tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y
barricas). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema
. . Astillas- Astillas-  Astillas- ,
Ligero Medio Fuerte plevel MOX1  MOX2 MOX 3 Barrica p level
Ac. gélico? 63,38b 62,42ab 61,35a 0,027 65,08b  62,45a 60,78a 61,21a 0,000

Ald. protocatéquico? 4292 4,68a 437a 0,713 4,38a 4.42a 4.12a 487a 0,628
Ald. p-Hydroxybenzoico? 0,34a 0,34a 0,32a 0872 0,32a 0,33a 0,34a 0,34a 0,989

Catequina? 43,10a 59,48b 53,80ab 0,040 56,01a 54,19a  44,96a 53,34a 0,426
Ac. siringiro2 10,252 12,34b  10,10a 0,020 10,79a  11,74a 10,51a 10,552 0,546
Vanillina? 206a 174a 184a 029 1,60a 1,40a 1,98a 2,54b 0,000
Epicatequina? 17,782 17,62a 1844a 0,696 20,46b  18,13b 15,20a  18,01b 0,002
Ac. p-cumarico? 366a 320a 334a 0,104 3,38a 3,08a 3,77a 3,38a 0,066
Ac. protocatéquico? 341c  330b  3,06a 0,000 3,31b 3,29b 3,37b 3,06a 0,000
Ac. vainillinico? 340c 333 322a 0,000 3,62c 3,56b 3,03a 3,06a 0,000
Ac. gentisico? 884a 889 903 029 9,02b 8,97b 8,53a 9,15b 0,002
Ac. cafeico? 1,80a 194a 1,86a 0,061 1.82a 1,83a 1,85a 1,97a 0,091
Ac. fertlico? 3,71a 373a 359 0869 3,78a 3,77a 3,58a 3,58a 0,867
Ac. sinapico? 209 171a 146a 005 144a 1,39 1,64a 2,53b 0,002

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, ® expresado en % (v/v)

Entre los taninos hidrolizables, importantes en el envejecimiento de los vinos porque confieren
estabilizacion de los pigmentos (Fujieda, M. et al. 2008), se encuentran los galotaninos y elagitaninos,
que son polimeros de esteres de glucosa de acido galico y acido hexahidroxidifénico respectivamente
(Liu, P. 2012). Fernandez, B. et al. (1994) analizaron cuatro muestras de madera de roble de origen
espafiol concluyendo que el acido elagico es el componente principal de la madera verde, seguido del
acido galico, lo que indicaria que a medida que la madera se tuesta, la concentracion de acido elagico y
galico disminuye. Puede observarse en la grafica 125a que la cesion de acido galico al vino que esta en
contacto con madera de tostado fuerte es menor, confirmando que este compuesto se degrada con el
quemado de la madera. Por tanto, la concentracion de &cido galico ha disminuido con la intensidad de
tostado, mostrando los vinos tratados con madera de tostado ligero mayor contenido que al emplear
maderas de tostado medio y fuerte, coincidiendo con lo observado por otros autores (Matéjicek, D. et al.,
2005; Gallego, L. 2013).
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Grafica 125: Evolucion del 4cido galico (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes tostados
(a) y distintos sistemas (b) de envejecimiento

La evolucién del acido galico en los vinos comparando el sistema en el que ha envejecido (astillas-MOX y
barricas), se presenta en la grafica 125b. Se puede apreciar un aumento en los cuatro sistemas de
envejecimiento, debido a la cesion de dicho compuesto por parte de la madera (Masson, G. et al., 1996;
Fernandez, B. et al., 1996; Fernandez, J. L. et al., 1999, Merino, S. 2003), no siendo un ascenso muy
acusado entre 2-6 meses del periodo de envejecimiento en madera. Este aumento progresivo y
relativamente lento en esos primeros meses podria ser debido a que parte del acido gélico se dimeriza
para formar &cido elagico (Musingo, N. et al., 2001), base de los taninos hidrolizables. Destaca la barrica
como sistema que menos acido gélico consigue mantener en el vino, debida a la formacion del
compuesto antociano-elagitanino contribuyendo asi a la formacion de los compuestos polimerizados en
mayor concentracién en los vinos de las barricas, provocando mayor color del vino, como ya se viera en
los resultados descritos para la edad quimica y copigmentacién de los vinos. Ademas, los galotaninos
aportados por el roble actuan como buenos factores de copigmentacion, no siendo asi en el caso de los
taninos elagicos. Autores como Chassaing, S. et al. (2010), describen que los elagitaninos son
compuestos fendlicos que afectan directamente al color de los vinos, y las reacciones que pueden tener
lugar entre los antocianos y los elagitaninos provocarian un cambio del color de rojo purpura hacia
anaranjado,

La mayor concentracion de acido galico alcanzado en los vinos se corresponde con el envejecimiento en
contacto con astillas+tMOX, siendo sélo diferenciador este tipo de envejecimiento en astillas+tMOX 1
durante el periodo de botella en los Ultimos meses de envejecimiento (grafica 125b), por alcanzar los
valores mas elevados, es decir aquellos vinos que mayor dosis de madera recibieron desde el momento
de incorporar el vino al deposito, con un aporte de 4 g/L. La concentracién de acido gélico mayor en los
vinos con astillas+MOX contradice la pérdida de este compuesto en los vinos por participar en procesos
de copigmentacioén dado que se da con mayor intensidad en vinos envejecidos en astillas+MOX. Por tanto
la hipétesis que alcanza mayor peso es que los vinos tratados con astillas+MOX la interaccidn vino-
madera es mas rapida y se produce por ello una mayor cesién de &cido galico de la madera al vino, que
la cesién que otorga la barrica. También destacar el poder antioxidante que aporta a los vinos la mayor
presencia de acido galico (Teissedre, P.L., 2012) en los vinos de astillas+MOX.
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Se observa en las tablas 46 y 47 un aumento en los vinos a lo largo del envejecimiento tanto del acido
protocatéquico como su aldehido, indicando que a pesar de formarse uno a partir del otro, se estan
dando las condiciones para seguir generando estos compuestos constantemente. Los aldehidos pueden
participar en gran variedad de reacciones que van a influir en su evolucién durante el envejecimiento
(diversas reacciones con flavanoles y antocianidinas, contribuyendo en la evolucion del color y la
astringencia de los vinos) (Sousa, A. et al., 2007). De manera general, se cumple que el tostado medio de
la madera hace aumentar la concentracion de aldehidos fenélicos en los vinos, y por tanto son los vinos
tratados con madera de estos tostados los que mayor concentracién alcanzan en el contenido de
aldehidos (Chatonnet, P., 2007). Se observa en la grafica 126a para el vino envejecido botella una mayor
aportacién de aldehido protocatéquico en los vinos que inicialmente permanecieron en contacto con
madera de tostado medio.
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Grafica 126: Evolucion del aldehido protocatéquico (mg/L) (a) y la catequina (mg/L) (b) del vino durante la crianza en madera y
botella de un vino envejecido en distintos tostados de madera

La presencia de vescalagina en el vino, no analizada en este trabajo, se debe a su contacto con madera,
este compuesto reacciona con los antocianos o con los flavanoles (catequina y epicatequina) en forma de
aducto, produciendo un efecto batocrémico en el medio. Estas combinaciones dan lugar a estructuras
mas estables (Chatonnet, P., 1995) con gran poder antioxidante (Teissedre, P. L., 2012); la
vescalagina+epicatequina o catequina C1-C6 o C8; haciendo disminuir la concentracion de catequinas en
el vino. Otra causa de la disminucién del contenido de catequinas en el vino, es la polimerizacién de éstas
para formar taninos condensados. Existen también varios mecanismos de polimerizacién; mediante
formacion de semiquinonas o de un carbocatién o por participacion del etanal. Se conoce la participacion
de etanal como medio para la combinacién de catequinas con otros compuestos 0 para su propia
polimerizacién de forma que ambas reacciones compiten entre si durante el envejecimiento, siendo la
proporcion antociano-flavanol la que define quién predomina sobre la otra. Un tostado medio de la
madera empleada en el envejecimiento hace que la presencia de catequina y acido siringico en los
vinos sean mas elevadas, frente a los tostados ligeros y fuertes (graficas 126b y 127a). Autores como
Gallego, L. (2013) han encontrado que el aumento de la temperatura de tostado de la madera hace
disminuir la concentracién de (+)-catequina, encontrando valores mas elevados en los vinos envejecidos
con astillas y tablones+tMOX de tostado ligero. También se observa (gréfica 126b) que la ausencia de
oxigeno (botella) ha ayudado a recuperar la concentracion de catequina.
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La evolucidn de la concentracién del acido siringico en los vinos ha sido con un ligero aumento en los 6
meses de envejecimiento en contacto con madera y un gran aumento hasta los 19 meses de
envejecimiento en botella. Observando en este segundo periodo, una diferencia significativa entre los
vinos por el grado de tostado de la madera empleada en el primer periodo. Asi, el vino en contacto con
madera de tostado medio presenta valores mas elevados que para tostado ligero y fuerte. Este aumento
tan elevado de concentracién hace pensar en un analisis erroneo, lo que sigue una tendencia légica es el
aumento en la concentracion de acido siringico de los vinos durante todo el periodo de estudio, que ha
podido ser debido a las reacciones de degradacién de la lignina y de los elagitaninos de la madera de
roble que tienen lugar durante el envejecimiento (Cadahia, E. et al., 2008). Aunque diversos autores
como Matejicek, D. et al., (2005) y Gallego, L. (2013) afirmaron que el grado de tostado de la madera no
influye estadisticamente en la concentracién de &cido siringico en los vinos. Ortega, M. et al. (2007)
observaron que la disminucion en botella del aldehido siringico era causada por su transformacion en
acido siringico, lo que explicaria su aumento entre los 12 y 19 meses de envejecimiento. Fernandez, B. et
al. (2006) también apreciaron una disminucion de la concentracidn de siringaldehido durante el segundo
afio en botella tras 21 meses en barrica. Parece que la ausencia de oxigeno ayudaria también a
recuperar la concentracion de &cido siringico en los vinos.
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Grafica 127: Evolucion del acido siringico (mg/L) (a) y la vanillina (mg/L) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de un
vino en distintos tostados (a) y diversos sistemas (b) de envejecimiento

El resultado obtenido para la vanillina en su fase de envejecimiento en madera, indica en la gréfica 127b
que la extraccion de la madera se realiza de manera mas elevada en los vinos envejecidos en barricas,
siendo este resultado significativamente superior, sin embargo en la fase de botella este resultado
contradice la evolucion de este aldehido benzoico obtenida por otros autores Pérez, L. J. et al. (2003c y
2006); Fernandez, B. et al. (2006); Ortega, M. et al. (2007); (Ojeda, S., 2012), ya que dada su
procedencia de la madera de roble, parece razonable que en botella disminuya su concentracion, pues no
se produce aporte, y ademas experimenta diversas reacciones quimicas que dan lugar a su
transformacion en otros compuestos (Ojeda, S., 2012). Posiblemente se haya producido un error en el
andlisis obtenido para el mes 12 de envejecimiento en botella, aun asi la linea de tendencia parece
ascender, podria por tanto producirse algun proceso de liberacion de vanillina.

La (-)-epicatequina es mejor copigmento que su estereoisémero la (+) catequina (Brouillard, R. et al.,
1991; Escribano, M.T. et al., 1999) y lo mismo ocurre con sus procianidinas dimeras, la B2 (epi 4-8 epi) y
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B3 (cat 4-8 cat). Por otra parte, la B2 es mejor copigmento que la (+) catequina (Cacho, J., 2003). Berke,
B. et al. (2005) observaron que la fuerza de asociacion es menor en procianidinas dimeras con enlace
interflavonoide C4-C8, excepto en la procianidina B1, que posee enlace C4-C6, probablemente porque
los dimeros C4-C6 poseen una estructura conformacional mas flexible y abierta que los respectivos
dimeros C4-C8. Respecto a los flavonoles y los &cidos fendlicos, éstos son los que tienen una constante
de asociacion mas fuerte con los cationes flavilium (Flanzy, C., 2000).

Estos dos mondmeros flavan-3-ols, (+)-catequina y (-)-epicatequina, presentan concentraciones muy
distintas. Si observamos la tabla 46 se comprueba que la catequina alcanza valores en periodo de
contacto con madera de 47,28 a 53,70 mg/L y de 43,10 a 59,48 mg/L durante su periodo de botella, frente
alos 20,34 a 24,76 mg/L en madera y los 15,20 a 20,46 mg/L en botella del mondmero epicatequina para
este vino de la variedad Tinta de Toro. Durante el envejecimiento, la concentracién de ambos compuestos
normalmente decrece, siendo mas acusada en los primeros meses de envejecimiento. Sin embargo, se
ha observado que ambos mondémeros sufren un aumento de concentracion tras 6 meses de contacto con
madera. Concretamente se ha encontrado que el contenido en epicatequina al final del proceso de
envejecimiento en madera es superior al encontrado inicialmente en el vino, excepto para los vinos
envejecidos en barricas (grafica 128). Estos resultados corroboran lo descrito por Hermosin, 1. et al.
(2004) quienes ya indicaran que la diversidad en la evolucion de la concentracién de mondmeros flavan-
3-oles puede ser atribuible a diferentes causas: por un lado, la concentracion de mondémeros flavan-3-oles
tiende a una disminucion porque estan involucrados en reacciones de oxidacién, asi como en reacciones
de polimerizacién tanino-tanino y antociano-tanino (o tanino-antociano). Por otro lado, se podria esperar
un incremento en la concentracion de mondmeros flavan-3-oles ya que pueden ser liberados de sus
precursores galotaninos (Singleton, V. L. et al., 1983).
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Grafica 128: Evolucion de la epicatequina (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas
de envejecimiento

Durante el envejecimiento, la hidrdlisis de los acidos caftarico y coutérico continud, generando &cidos
caféico y p-cumarico, respectivamente, como se puede observar cuando se compara el periodo de
madera con el periodo de botella (tablas 46 y 47). Este proceso de hidrélisis ya ha sido descrito como un
proceso lento que se produce durante el envejecimiento (Karagiannis, S.et al., 2000; Somers, T. C. et al,
1987). Sin embargo, Hermosin, I. et al. (2004) han encontrado que la hidrélisis de los &cidos
hidroxicinamiltartaricos se completa después de 3 meses de envejecimiento, encontrando sélo una
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pequefa cantidad de acido transcaftarico después de 9 meses de envejecimiento en vinos de la variedad
Cabernet Sauvignon. La posible pérdida tan acelerada de estos compuestos seguida por este grupo de
investigacion la atribuyen a una elevada temperatura de envejecimiento (16-18 °C) que aceleraria el
proceso de hidrélisis. Como consecuencia de esta hidrdlisis, s6lo encontraron acido caféico en los vinos
envejecidos, aunque para los vinos Syrah, solamente parecia sufrir una pérdida significativa el acido p-
cumarico en los vinos. Por tanto estos compuestos se ven influenciados por la variedad de uva de la que
se obtienen los vinos, siendo decisiva en el aumento o pérdida de estos compuestos y de los procesos
hidroliticos que se den en los mismos.

Como ya se apreciara en el capitulo 2, el oxigeno participa en el proceso de formaciéon del acido
protocatéquico que deriva en un aumento de concentracion durante la fase de envejecimiento de los
vinos en madera (barricas y astillas-MOX), con la consiguiente pérdida de concentracién en los vinos en
su periodo de permanencia en botella. Este aumento en la concentracién del acido protocatéquico en los
vinos es debido a su formacion a partir del aldehido protocatéquico, por los procesos de oxidacion. El
aumento del contenido de &cido protocatéquico también se atribuye a la extraccion de este compuesto de
la madera durante el proceso de envejecimiento, debido a su formacién a partir de las reacciones de
degradacién de la lignina y los elagitaninos (Cadahia, E. et al., 2008). Este proceso de formacion por
degradacién de los compuestos de la madera, explicaria la mayor extraccion el los vinos envejecidos en
madera a la que se le ha aplicado un tostado ligero, seguido de los vinos con madera de tostado medio y
finalmente tostado fuerte. Siendo significativo el tostado de la madera en el contenido de este compuesto
a lo largo del periodo de envejecimiento en botella (grafica 129). También durante el periodo de botella,
es significativamente menor la concentracion de acido protocatéquico en los vinos que inicialmente
permanecieron en barricas.
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Grafica 129: Evolucion del &cido protocatéquico (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados y sistemas de envejecimiento
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Durante el proceso de envejecimiento en madera, se ha observado un descenso en el contenido del
acido vanillinico por procesos de oxidacion, sin embargo en un ambiente reductor, como es la botella
recupera ligeramente su concentracion. Los resultados sugieren que la aportacion por la madera de acido
vanillinico alcanza valores mas altos en vinos en contacto con maderas sin tostar o con un tostado ligero.
Ademas también se observa en la tabla 47 que las astillas aportadas en concentraciones de 4 g/L
(astillas-MOX 1) contribuyen a una mayor concentracion de acido vanillinico en el vino final.
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Grafica 130: Evolucion del &cido vanillinico (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes
tostados y sistemas de envejecimiento

Sin embargo, el acido gentisico parece presentar una evolucién contraria a la descrita para el &cido
vanillinico. De tal manera que, durante la fase de aportacién de oxigeno y madera, su concentracion
aumenta en los vinos y por el contrario, disminuye dicha concentracién durante la fase de envejecimiento
en ausencia de oxigeno (botella). Ademas, parece que el tostado de la madera no presenta una influencia
significativa sobre el acido gentisico en los vinos. No asi el sistema, donde la pérdida de este compuesto
en botella es mas acelerada en los vinos que permanecieron inicialmente en 4 g/L de madera adicionada
en dos tiempos (al inicio del envejecimiento y a los 45 dias: Astillas-MOX 3). En el capitulo 1 ya se ha
indicado que la pérdida de &cido gentisico se producia durante el proceso de envejecimiento, aunque
entonces se ha observado mayor concentracion en los vinos envejecidos en barricas, debido a la
presencia de oxigeno en este recipiente. En el capitulo 2 se aprecié mayor concentracion en los vinos en
contacto con astillas+MOX, pero el resultado no fue significativamente diferenciador.
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Grafica 131 : Evolucion del acido gentisico (mg/L) (a) y el &cido sinapico (mg/L) (b) del vino durante la crianza en madera y
botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

Observando la evolucion de los &cidos hidroxicinamicos analizados en el vino, se comprueba que sélo
el acido sinapico parece tener una influencia significativa sobre el sistema de envejecimiento en el que
permanecid el vino durante su periodo de envejecimiento en botella, donde la barrica mantiene los
valores mas elevados en el vino. La pérdida de concentracidn de este compuesto observada en los vinos
en contacto con astillas-MOX, se explicaria por su participacion en la copigmentacion de los antocianos,
disminuyendo asi su concentracién. Esto podria indicar que en astillas microoxigenadas el vino sufre en
mayor medida, el proceso de copigmentacién antociano-cofactor, como ya se ha descrito anteriormente
con otros cofactores, como el acido galico.

Si se observan las tablas 46 y 47 se comprueba que el resto de los &cidos hidroxicinamicos (&cido p-
cumarico, &cido caféico y acido ferdlico) aumentan de concentracion durante el proceso de
envejecimiento para todos los sistemas y tostados analizados, no existiendo diferencias significativas
entre los mismos. Autores como De Simon, F. et al., (2014) ya indicaron que los vinos envejecidos en
madera hacen aumentar los acidos hidroxicindmicos.

V.3.7. Antocianos mondmeros y acilados en el vino.

Como era de esperar, se ha observado una disminucion progresiva de los antocianos individuales a lo
largo del tiempo de permanencia de los vinos en los distintos sistemas de envejecimiento (tabla 48). La
pérdida total de antocianos viene definida por el descenso del malvidin-3 glucésido (Mv-3-Gl), antociano
que se encuentra en mayor proporcion en los vinos de variedad Tinta de Toro con un valor medio tras los
12 meses de envejecimiento entre 89,15 mg/L en astillas-MOX 3 a 95,46 mg/L en astillas-MOX 1, seguido
de los antocianos delfinidin-3-glucdsido (Df-3-Gl), petunidin-3-glucésido (Pt-3-Gl) y peonidin-3-glucdsido
(Pn-3-Gl). Siendo el cianidin-3-glucésido (Cn-3-Gl) el antociano mondémero minoritario con valores de
entre 3,00 mg/L en astillas-MOX 3 a 3,24 mg/L en vinos envejecidos en barricas. Esta diferencia en la
concentracion entre los antocianos mondmeros también ha sido observado en el vino de la variedad
Tempranillo, tras ser envejecido con astillas y tablones sin microoxigenacion (Del Alamo, A. et al., 2004b).
Asi, Monagas, M. et al. (2003) observaron que vinos de variedad Merlot y Graciano presentaban mayor
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concentracion de peonidin-3-glucésido y una menor proporciéon de malvidin-3-glucdsico que los vinos
Cabernet Sauvignon y Tempranillo.

Tabla 48: Valores medios de antocianos monémeros y acilados de los vinos envejecidos durante 6 meses en
maderas de distinto tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y
barricas) y 6 meses de botella (2-12 meses). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema
Ligero  Medio  Fuerte plevel Astillas- ~ Astillas- — Astillas- Barrica plevel
MOX1 MOX2 MOX3

Df-3-GI? 60,68a 61,34a 59,82a 0,766 61,90a 6040a 57,782 62,37a 0,226
Cn-3-GI2 3,1a 3,08a 3,13a 0,901 3,07a 3,12a 3,00a 3,24a 0,307
Pt-3-GI2 4707a 4801a 46,88a 0,781 4894a  46,59a  46,26a 47,49a 0,537
Pn-3-GI? 10,05a 10,152  10,00a 0,932  10,24a 9,96a 9,82a 10,26a 0,747
Mv-3-GI? 92,37a 9346a 91,18a 0,755 9546a 9142a 89,152 93,32a 0,322
Vit A2 2,%4a 3,06a 3,02a 0,507  3,03a 3,04a 2,82a 313a 0,101
Df-3-GI-Ac? 1,79a 1,85a 1,74a 0,492 1,97b 1,73ab 1,65a 1,82ab 0,026
Cn-3-Gl-Ac? 0,60a 0,59 0,58a 0866  0,63b 0,59ab 0,52a 0,62b 0,026
Pt-3-Gl-Ac? 2,39 2,40a 247a 0842 226a 2,26a 2,51a 2,64a 0,053
Pn-3-GI-Ac? 1,58a 1,52a 1,52a 0,330 1,59a 1,59a 1,46a 1,52a 0,074
Df-3-GI-Cm? 4,28a 4,38a 438a 0,899 453a 4,43a 4,453 397a 0,194
Mv-3-GI-Ac? 4,59 4,55a 437a 0,389  4,75b 4,40ab 420a  4,66ab 0,022
Mv-3-GI-Cf2 0,26a 0,25a 0,24a 0,740 0,27a 0,25a 0,24a 0,25a 0,644
Cn-3-GI-Cm? 0,44a 0,44a 042a 0,588 0,44bc  0,42ab 0,39a 0,48c 0,000
Pt-3-GI-Cm? 1,10a 1,05a 1,10a 0,643 1,15a 1,04a 1,07a 1,07a 0,519
Pn-3-GI-Cm? 2,62a 2,65a 2,60a 0908 263a 2,63a 2,61a 2,63a 0,997
Mv cond? 0,40a 0,39 0,38a 0,247  0,40a 0,38a 0,37a 0,41a 0,168
Mv-3-GI-Cm? 12,87a 1282a 1193a 0,096 13,4% 12,73ab 11,552 12,39ab 0,008
Ant-3--Gl-Ac? 1112a 1099a 10,83a 0,692 11,33a 10,74a 10,42a 11,42a 0,050
Ant-3-GI-Cm? 21,36a 21,44a 20,74a 0,577 22,30a 2126a 20,40a 20,75a 0,129

Suma antocianos 2 248,44a 252,29a 246,69a 0,783 257,26a 245,62a 241,03a 252,65a 0,327

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05) ' expresado en g/L, 2 expresado en mg/L, 3 expresado en % (v/v)

Se ha encontrado que los antocianos mondmeros no son estadisticamente diferentes en los vinos de
barricas frente a los tratados con astillas+MOX, tampoco el grado de tostado de la madera parece ser un
factor capaz de diferenciar a los vinos estudiados, aunque los contenidos promedios indican que los vinos
envejecidos en barricas presentan valores un poco mas altos de antocianos mondmeros, excepto el
malvidin-3-glucésico (MV-3-Gl) (tabla 48). Este progresivo descenso a lo largo del envejecimiento (tanto
en el periodo de contacto del vino con la madera y posterior botella), es debido a las numerosas
reacciones quimicas que hacen disminuir su concentracion y a la formacion tanto de copigmentos, como
de pigmentos poliméricos y oligoméricos mas estables (Monagas, M. et al., 2006a).

Ademas de los procesos descritos anteriormente también es posible una autoasociacion de antocianos.
Se trata de un caso particular de copigmentacion ya que los antocianos, tanto en forma flavilium como en
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forma quinoidal coloreada, pueden formar apilamientos verticales con hélice de giro a izquierdas que se
mantienen juntas mediante efectos hidrostaticos e hidrofébicos (Hoshino, T. et al., 1981).

Otro de los fendmenos entre los antocianos y la presencia de acido piravico en el vino es la formacion de
piranoantocianos. La aparicion de fenoles volatiles en el proceso de tostado de la madera como 4-vinil-
fenol y 4-vinilguayacol podrian formar aductos con los antocianos en sus posiciones C4 y C5 y luego
someterse a un proceso de oxidacién. Tal union de compuestos podrian modificar el color de los
antocianos hacia tonalidades naranja y proteger asi estos antocianos de la hidratacion con la
consiguiente estabilizacién del pigmento antocianico (Schwarz, M. et al., 2003a). A diferencias de los
antocianos libres o copigmentados se caracterizan por no ser decolorables por el bisulfito y son estables
ante variaciones de pH, ya que también tienen bloqueada la posicién C-4 del anillo de pirano-flavonoideo.
Ademas se diferencian de los pigmentos poliméricos porque son moléculas de un tamafio fijo y similar a
la de los antocianos mondmeros de los que derivan y como se mantienen disueltos en el vino, tienen
poca tendencia a perderse en los precipitados de materia colorante que se forman en los vinos tintos
envejecidos. (Hermosin, I., 2007). Por ofro lado, su importancia en el color de los vinos se debe a que los
piranoantocianos poseen un croméforo distinto al de los antocianos mondmeros, son de color rojo-
anaranjado (maximos de absorcion sobre 498 - 512 nm en medio acuoso a pH < 2), la misma tonalidad
de color que suelen mostrar los vinos tintos envejecidos.

El piranoantociano vitisin A analizado, se forma por cicloadicion de una molécula de acido pirGvico sobre
una molécula de malvidin-3-glucésido, siendo uno de los primeros pigmentos de tipo oligomérico
identificado en vino (Bakker, J., 1985, Bakker, J. et al., 1997a, Wittkowski, R., et al. 2002, Jones, G. et al.
2003, Del Alamo, M. et al., 2004b). Se caracteriza por formarse mas rapidamente que otros
piranoantocianos y presenta una muy baja tasa de degradacion (Bakker, J. et al., 1998, Mateus, N., et al.,
2001), y una alta estabilidad (Romero, C., y col. 2000a), permaneciendo presente en vinos de hasta 15
afios (Schwarz, M. et al., 2003a). Esto se explica en parte por la alta estabilidad de la molécula frente al
ataque nucleofilico y por el hecho de que es uno de los pocos pigmentos que puede generarse
constantemente a lo largo de toda la vida del vino, siempre que existan en el medio antocianos
monomeéricos y acido piravico disponibles (Morata, A. et al., 2007). Su concentracién en los vinos con
madera de tostado ligero (gréfica 132a) ha sido ligeramente inferior que al emplear madera con tostado
medio y fuerte, como ya observara Gallego, L. (2013). En este trabajo se ha encontrado en el vino tinto
guardado en barricas los niveles méas elevados, que en los vinos tratados con astillas-MOX, para todo el
tiempo estudiado aunque no de manera significativa (tabla 48). La cantidad de oxigeno molecular libre
activo es el factor mas limitante en la sintesis de vitisin A (Jones, G. et al., 2003). Asi, Pefia, A. et al.
(2004) demostré que vinos microoxigenados a dosis de 12,5 ml/L.mes no mostraban diferencias con el
vino testigo, pero cuando la dosis aportada era de 25 ml/L.mes, la concentracion de vitisin A era
significativamente superior en el vino. Este resultado coincide con lo obtenido en trabajos anteriores del
grupo UVaMOX (Del Alamo, M., et al., 2006b) donde la concentracion de vitisin A alcanzaba los mayores
valores en vinos de barricas que en los tratados en depdsitos con astillas y tablones sin MOX. También
se demuestra que en los primeros meses de envejecimiento es cuando se produce un rapido aumento en
la concentracion de vitisin A (Nevares, . et al., 2008). Estos resultados indican que la dosificacién de
oxigeno en los vinos tratados con astillas debe gestionarse y modificarse en funcién de las caracteristicas
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del vino y de su evolucién en contacto con la madera (Del Alamo, M. et al., 2010), aspecto que se ha
tenido en cuenta en este experimento con el vino tinto variedad Tinta de Toro y que explicaria la ausencia
de diferencias significativas para el compuesto piranoantociano, vitisin A en los vinos.
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Grafica 132: Evolucion del vitisin A (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino de diferentes tostados (a) y
distintos sistemas (b) de envejecimiento

Respecto a los antocianos acetilados y cumarilados analizados, se ha observado un descenso en su
concentracion en todos los vinos a lo largo de los 12 meses de envejecimiento (graficas 133 ay by 134).
Este descenso es significativamente mayor en los vinos tratados con astillas aplicadas en dos tiempos
(astillas-MOX 3). Se observa que los vinos méas similares son los envejecidos en barrica y los vinos que
han permanecido con las dosis mas bajas de madera (astillas-MOX 2), alcanzandose los valores mas
elevados en los vinos envejecidos con astillas+MOX en las dosis méas elevadas (astillas-MOX 1, tabla 48).

Estas pérdidas de los antocianicos acetilados y cumarilados en los vinos se pueden explicar por
fendmenos de hidrélisis y también por otras reacciones (condensacion o reacciones de oxidacién) que
implican a los glucosidos del flavonol o sus agliconas correspondientes después de dicha hidrdlisis,
también causada por su combinacién con taninos (Del Alamo, M. et al., 2004b). La principal reaccion que
implica a los antocianos monoméricos es la formacion de pigmentos rojos poliméricos por condensacion
con flavan-3-ols, la reaccién es mediada y acelerada por el acetaldehido, como ya se ha comentado en
diversas ocasiones. Este mecanismo, fue descrito por Timberlake, C. et al. (1976) y finalmente
demostrado por Fulcrand, H, et al. (1996a), proceso que se inicia con la condensacién entre el
acetaldehido y un flavanol que conduce a un carbocation intermedio, que a su vez reacciona con ofra
molécula de flavanol o con la forma hidratada de un antociano.
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Grafica 133: Evolucion del delfinidin-3-glucésido acetilado (Df-3-GI-Ac) (mg/L) (a) y el cianidin-3-glucésido acetilado (Cn-3-Gl-Ac)
(mglL) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento
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Grafica 134: Evolucion de malvinidin-3-glucésido acetilado (Mv-3-Gl-Ac) (mg/L) del vino durante la crianza en madera y botella
de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

En la grafica 135a se puede observar que el contenido en cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-Gl-
Cm) en los vinos envejecidos en barricas es ligeramente superior al encontrado en los vinos tratados con
astillas-MOX. Este resultado explicaria el aumento del color de los vinos envejecidos en barricas donde
los antocianos cumarilados (antocianos monoglucosilados + &cido p-cumarico) son en parte, los
responsables de este aumento por su efecto hipercromico. Asi, Zhang, B. et al. (2015a) realizaron una
comparacién de efecto de la copigmentacién en el vino del cianidin-3-glucésico con su unién al acido p-
cumarico describiendo que su efecto hipercrémico oscilaba entre valores del 11,6 al 27,7 % y su efecto
batocrémico producia un A\ max. entre 2,2 y 2,5 nm en funcién ambos del pH del vino. Ademas, el efecto
de la copigmentacién alcanza valores mas elevados cuando el cianidin-3-glucésido se combinaba con el
acido caféico, ferdlico o sinapico.

284



Capitulo 3

07 22

-+-iAstillas-MOX 1
-= :Astillas-MOX 2
0,6 Astillas-MOX 3
Barricas

20 -+ Astillas-MOX 1
u -= Astillas-MOX 2

Astillas-MOX 3

arricas

18

16

05 14

04

03
Madera Botella

Cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) (mg/L)

7
Malvidin-3-glucésido cumarilado (Mv-3-GI-Cm) (mg/L)

Madera Botella

02 2
2 3 4 5 6 12 2 3 4 5 6 12

Tiempo de envejecimiento (mes) Tiempo de envejecimiento (mes)

Grafica 135: Evolucién del cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) (mg/L) (a) y el malvidin-3-glucésido cumarilado (Mv-3-
GI-Cm) (mg/L) (b) del vino durante la crianza en madera y botella de un vino en diversos sistemas de envejecimiento

V.3.8. Analisis sensorial de los vinos

V.3.8.1.Estudio del efecto del envejecimiento del vino en distintos sistemas y
tostados de madera

Durante el envejecimiento, las cantidades de oxigeno que se aportan al vino, tanto por la propia madera
de roble como por la aportacién extraordinaria del mismo, mejoran la calidad de los vinos tintos,
especialmente en términos de color, aroma y sabor (Pissarra, J. et al 2005; Saucier, C. et al. 2006; Pérez,
S. etal. 2007; Heras, M.O. et al. 2008; Sousa, A. et al. 2010). De este modo, durante el envejecimiento en
madera de roble, los vinos adquieren un mejor color, aromas mas delicados y mas redondez, mejora su
armonia en el perfil de sabor y disminuye la intensidad de verdor y su personalidad varietal. Estas
percepciones descritas anteriormente generalmente se atribuyen a los vinos envejecidos en barricas de
roble francés, por lo que el motivo de este analisis sensorial es comprobar si se pueden aplicar tales
descripciones positivas a los vinos envejecidos con astillas de roble francés con diversos tostados y
aportaciones de oxigeno, siendo comparados con el mismo vino de partida envejecido en barricas.

Se realizaron 5 sesiones de cata durante el periodo en el que el vino ha permanecido en contacto con
madera (2, 3, 4, 5 y 6 meses de envejecimiento en contacto con astillas-MOX y barricas) y una ultima
sesion tras 6 meses de estancia en botella (12 meses de envejecimiento). Como ya se indicara en el
capitulo de materiales y métodos, los catadores valoraron cada descriptor puntuando a los vinos de 0 a 5,
permitiendo valores medios de 0,5 en el resultado.

Con el fin de analizar los datos obtenidos, se procedid de manera semejante al resto de evaluaciones
realizando un ANOVA con los parametros de analisis sensorial (tabla 49). Los resultados han demostrado
que, a pesar de las diversas interacciones que tienen lugar entre los compuestos fenolicos en los vinos,
los catadores aunque han valorado alguna diferencia entre los vinos, éstas no han sido estadisticamente
significativas en los parametros de color de los diferentes vinos estudiados. Tampoco se apreciaron
diferencias en la fase visual en la valoracién de los vinos con 12 meses de envejecimiento (6 meses
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madera y 6 meses en botella), tras haber sido tratados con madera de diferente tostado o haber
envejecido en contacto con astillas+MOX y barricas.

Respecto a la fase olfativa de la cata, los catadores si encontraron diferencias estadisticamente
significativas tanto entre los vinos envejecidos con madera de diversos tostados (ligero, medio y fuerte)
como entre los envejecidos en astillas-MOX o con barricas. El tostado ha influido significativamente en la
evaluacion en los vinos de parametros considerados positivos, ya que los catadores han indicado que los
vinos envejecidos con maderas de mayor intensidad de tostado (tostado fuerte) han obtenido las
puntuaciones mas elevadas en intensidad aromatica, afrutados, balsamico, cuero, clavo, canela, vainilla,
coco, frutos secos, yodo, caramelo, ahumado, quemado y torrefacto. Los descriptores con caracteristicas
menos positivas, a excepcion del descriptor fruta roja, se otorgaron a los vinos tratados con madera de
tostado ligero alcanzando los valores mas elevados en descriptores como vegetal y reduccién. El
parametro con valoracion mas alta en los vinos, ha sido para el acido acético de los tratados con tostado
medio. Ademas, la evaluacién de pardmetros como la relacidén gustativa vino-madera, maderizado y
tostado ha indicado que los catadores han distinguido a los vinos segun el grado de tostado de la madera,
puntuando estos atributos con niveles més bajos en los vinos tratados con tostado ligero, seguidos de
tostado medio y valores mas elevados para los vinos que han sido envejecidos con madera de tostado
fuerte. El sistema de envejecimiento de los vinos afecta de forma significativa a los atributos evaluados en
la fase olfativa, especialmente sobre descriptores como vinos mas afrutados, balsamicos, alcohol, etanal,
acido acético, regaliz, relacién aromatica vino-madera, tostado y caramelo (tabla 49).

Tabla 49: Valores medios del analisis sensorial de los vinos envejecidos durante 6 meses en maderas de distinto
tostados (ligero, medio y fuerte) y sistemas (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2, astillas-MOX 3 y barricas) y 6 meses de
botella (2-12 meses). Resultados de la ANOVA

Tostado Sistema

Astillas- Astillas- Astillas-

Ligero  Medio  Fuerte plevel “yoyy  ‘mox2 Mox3

Barrica p level

Intensidad color 3,32a 3,30a 3,29a 0,945 3,30a 3,28a 3,31a 3,32a 0,989
Limpidez 2,742 272a 269 0,878 2,72a 2,69a 2,74a 2,72a 0,969
Rojos 292a 29a 29 0,130 293a 2,97a 2,94a 3,00a 0,335
Violaceos 2,46a 2,36a 2,36a 0,848 2,49 2,43a 2,29 2,37a 0,815
Tejas 0,23a 0,21a  0,19a 0,535 0,22a 0,20a 0,20a 0,21a 0,936
Intensidad aromatica  2,59a 2,50a 2,83b 0,001 2,62a 2.61a 2.61a 2,71a 0,689
Afrutados 1,86b 1,72ab 1,62a 0,005 1,85b 1,76ab  1,72ab  1,59a 0,022
Fruta roja 1,74b 1,44a 1,50a 0,001 1,62a 1,59a 1,53a 151a 0,623
Fruta sobremadura 0,82a 0,86a 0,90a 0,628 0,95a 0,78a 0,83a 0,88a 0,383
Vegetal 1,05b 1,02b  081a 0,030 0,93a 1,01a 0,98a 0,92a 0,366
Balsamico 0,87a 0,97a 1,12b 0,002 1,15b 0,97ab 0,86a  0,97ab 0,005
Alcohol 1,48a 1,42a 1,45a 0,440 1,37a 1,58b 1,54b 1,31a 0,000
Etanal 0,07a 0,12a  0,08a 0,108 0,10ab 0,04a 0,08ab  0,14b 0,039
Lacticos 1,02a 1,01a 1,03a 0,980 1,04a 1,10a 1,01a 0,92a 0,396
Reduccion 0,48b  042b 0,24a 0,000 0,34a 0,42a 0,41a 0,35a 0,388
Acetato de etilo 0,02a 0,02a 0,01a 0,523 0,02a 0,01a 0,02a 0,00a 0,338
Acido acético 0,01a 0,02b  0,01a 0,010 0,00ab 0,02b 0,02b 0,00a 0,008
Cuero 0,28a 0,38a  0,55b 0,000 0,41a 0,38a 0,37a 0,45a 0,533
Clavo 0,21a 0,33b  0,44b 0,001 0,32a 0,34a 0,31a 0,34a 0,975
Sudor 0,08ab 0,12b  0,05a 0,021 0,06a 0,07a 0,12a 0,08a 0,111
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Regaliz 0,96a 1,01a 1,08a 0,267 1,18b 1,00ab 0,88a  0,98ab 0,009
Canela 0,64a 0,76ab 0,89b 0,048 0,64a 0,74a 0,76a 0,90a 0,154
Pimienta 0,78a 0,89a 091a 0,057 0,80a 0,87a 0,94a 0,83a 0,176
Vainilla 0,87a 1,07b 1,16b 0,003 1,02a 1,02a 0,96a 1,13a 0,340
Coco 0,13a 0,14a  0,31b 0,000 0,24a 0,22a 0,14a 0,17a 0,123
Frutos secos 0,22a 0,27a 0,42b 0,000 0,31a 0,35a 0,27a 0,29a 0,521
Yodo 0,05a 0,09p  0,08b 0,003 0,08a 0,06a 0,08a 0,06a 0,276
Asfalto 0,13a 0,15a  0,12a 0,293 0,12a 0,14a 0,13a 0,16a 0,268
Vino-madera FO 1,78a  2,03b 236¢c 0,000 2,05b 2,16b 1,92a 2,10b 0,001
Maderizado 1,45a 1,68b 1,95c 0,000 1,65a 1,70a 1,67a 1,758 0,446
Tostado 1,19a 1,49b 1,83c 0,000 1,56b 1,53b 1,34a 1,58b 0,014
Pan 0,63a 0,71a 0,55a 0,129 0,69a 0,56a 0,57a 0,70a 0,275
Madera 0,99a 0,88a 1,092 0,065 0,91a 1,15a 0,91a 0,98a 0,069
Café con leche 0,53a 0,69a 0,65a 0,104 0,54a 0,64a 0,61a 0,71a 0,290
Caramelo 0,41a 0,66b 0,54ab 0,002 0,50ab  0,54ab 0,45a 0,66b 0,039
Ahumado 0,24a 0,35a  0,81b 0,000 0,49 0,34a 0,49 0,54a 0,069
Quemado 0,12a 0,17a  0,57b 0,000 0,25a 0,26a 0,31a 0,32a 0,836
Torrefacto 0,16a 0,28a 0,66b 0,000 0,31a 0,39 0,38a 0,38a 0,739
Grasa 205a 208a 2222 0,066 212a 2,10a 2,04a 221a 0,230
Causticidad 2,01a 1,97a 1,86a 0,134 1,97a 1,99a 1,93a 1,88a 0,611
Acidez 216a 2,07a 2,06a 0,051 2,13a 2,08a 2,12a 2,06a 0,427
Vino-madera FG 1952 2,23b  246¢c 0,000 2,13a 2,28b 2,12a 2,33b 0,000
Intensidad tanica 266a 264a 264a 0960 267ab 2,76b 249a  2,67ab 0,014
Dulces 0,93a 1,00a 1,15b 0,000 0,88a 0,92a 1,01a 1,290 0,000
Secos 1,42a 1,45a 1,59a 0,150 1,62b 1,60b 1,36a 1,36a 0,012
Redondos 0,63a 0,62a 0,79 0,014 0,65a 0,60a 0,69a 0,76a 0,160
Vegetales 1,67a 151a  144a 0,264 1,60a 1,60a 1,54a 141a 0,634
Armonia 2,17a 2,23a 2,34a 0,255 2,19a 2,22a 2,20a 2,38a 0,294
Plano 1,49a 1,48a 1,49a 0,983 1,53a 1,48a 1,49a 1,46a 0,783
Persistencia 233a 241ab 2,580 0,027 2,39 2,48a 2,36a 2,53a 0,397
Postgusto 224a  240a 248a 0,060 236a 2,31a 2,32a 2,50a 0,349
Valoracioén final 236a 236a 254a 0,164 241a 2,36a 2,38a 2,53a 0,481

Para cada factor, letras distintas en filas indican diferencias estadisticamente significativas. En negrita se muestra el
p level con significacion > 95 % (p<0,05)

En la evaluacién de la fase gustativa de los vinos, los catadores han identificado a los vinos por el grado
de tostado de la madera con la que se han tratado, asignando valores crecientes en funcién del tostado
para descriptores como relacién gustativa vino-madera y persistencia. Siendo los valores mas bajos para
los vinos tratados con maderas de tostado ligero, seguido del tostado medio y los més elevados para los
vinos envejecidos con maderas de tostado fuerte. Los catadores encontraron mas taninos dulces y
redondos en los vinos tratados con madera de tostado fuerte, este resultado podria explicarse porque la
intensidad del tostado de la madera mitiga las sensaciones que producen los taninos secos o verdes,
propios de maderas sin tostar o de las uvas. De ahi que las sensaciones de los taninos en el tostado
fuerte sean mas redondeadas. Los resultados también indican diferencias estadisticamente significativas
entre la relacién gustativa vino-madera, intensidad tanica, taninos dulces y taninos secos de los vinos
envejecidos en barricas y los tratados con astillas+MOX (tabla 49).
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A continuacién las graficas de radar muestran los niveles valorados en los vinos de los atributos que han
mostrado diferencias estadisticamente significativas en tres momentos, 2, 6 y 12 meses de
envejecimiento, teniendo en cuenta el tostado de la madera y el sistema de envejecimiento.

En la grafica 136 (2 meses) se observa la valoracion de los vinos en relacion a los descriptores de la fase
olfativa: intensidad aromatica, afrutados, fruta roja, vegetal y balsamico que presentan diferencias
significativas entre los vinos envejecidos en maderas de distintos tostados. Se aprecia que a los 2 meses
de envejecimiento la intensidad aromatica es ligeramente superior en los vinos envejecidos en madera de
tostado fuerte, seguida de los tratados con madera de tostado ligero. Siendo los vinos tratados con
madera de tostado medio los que menor nivel en aromas han apreciado los catadores. A medida que el
tiempo de envejecimiento aumenta (6 meses) la intensidad aromatica en los vinos guardados con madera
de tostado medio aumenta, equilibrandose con los vinos de tostado ligero a los 12 meses de
envejecimiento, siendo en este periodo donde los vinos presentan las mayores puntuaciones en
intensidad aromatica, manteniendo los vinos en contacto con madera de tostado fuerte los valores mas
elevados.

288



Capitulo 3

Intensidad aromética

Balsamico Afrutados

Vegetal Fruta roja

Tiempo de envejecimiento (2 meses)

Intensidad aromética

Balsamico Afrutados

Vegetal Fruta roja

Tiempo de envejecimiento (6 meses)

Reduccion

Acido acético

Tiempo de envejecimiento (2 meses)

Reduccion

Acido acético

Tiempo de envejecimiento (6 meses)

Intensidad aromatica

Balsamico Afrutados

Vegetal Fruta roja

e=—=|igero ====Medio == Fuerte

Tiempo de envejecimiento (12 meses)

Grafica 136: Analisis sensorial a los 2, 6 y 12 meses de
envejecimiento en madera de distintos tostados (fase olfativa 1)

Reduccién

Acido acético

Fuerte

e—=|igero ==Medio

Tiempo de envejecimiento (12 meses)

Grafica 137: Andlisis sensorial a los 2, 6 y 12 meses de
envejecimiento en madera de distintos tostados (fase olfativa 2)

Se ha observado que el grado de tostado de la madera tiene una importante en el nivel de aromas

presentes en el vino.

Los descriptores afrutado y fruta roja encontrados en los vinos (grafica 136, 6 meses), como era de
esperar disminuyen con el tiempo de envejecimiento, tanto en madera y en botella. Se observa que el
tostado de la madera afecta de forma estadisticamente significativa al nivel de estos descriptores en los
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vinos, valorados mas altos en todos los momentos del envejecimiento en los vinos tratados con madera
de tostado ligero. Los aromas afrutados y las frutas rojas, relacionados con los aromas propios de la
variedad, disminuyen tanto con el tiempo de envejecimiento como con la intensidad del tostado de la
madera, siendo el tostado fuerte el causante de la pérdida de intensidad de estos aromas varietales.
Prida, A. et al. (2010, 2011 observaron que las muestras mas afrutadas se caracterizan por una més baja
concentracion en compuestos tipicos de la madera, como son el furfural, 5- hidroximetilfurfural y alcohol
furfurilico. Diaz, M. C. et al. (2008) afirmaron que los compuestos que aportan aromas a fruta, fresco,
verde vy floral son detectados en mayor proporciéon en madera de roble ruso y hdngaro no tostada.
Atanasova, B. et al. (2005) e Ishi, A. et al. (2008) encontraron una interesante relacion entre los
compuestos que aportan notas a madera (guayacol y cis B-metil y-octolactona) y la percepcion frutal, que
disminuye al aumentar la concentracion de dichos compuestos.

Los catadores valoraron el descriptor vegetal diferenciandolo con mayor intensidad en vinos que han
estado en contacto con madera de tostado ligero. Este atributo, que puede reflejar tanto un grado bajo de
madurez de la uva como una madera de roble sin tratar por su grado resinoso, disminuye por el efecto del
tostado, perdiendo por tanto intensidad con el tiempo envejecimiento. Este resultado demuestra el efecto
positivo del envejecimiento en contacto con madera y oxigeno sobre el vino inicial.

El descriptor balsamico en los vinos es propio de la madera de roble aunque parece que un mayor nivel
de tostado de la madera aumenta la aportacién de estos aromas en los vinos (compuesto relacionado con
la presencia de acetaldehido), siendo su apreciacién mayor en vinos con madera de roble de tostado
fuerte (grafica 136 (6 y 12 meses)) como ya describiera Gallego, L. (2013) en un vino tinto envejecido con
astillas de Q pyrenaica (Wild) sometidas a tostado fuerte.

El descriptor reduccidn en un vino es propio de vinos al abrigo del aire. El aporte de oxigeno y contacto
con la madera ayudaria a disminuir la presencia de sustancias reducidas. Se aprecia en la grafica 137, un
aumento de puntuacién en el tiempo de envejecimiento para este descriptor, ademas parece que el
tostado mas intenso de la madera ayudaria a evitar la reduccién de los vinos dado que los vinos en
contacto con madera de tostado fuerte siempre son valorados con bajos niveles de este descriptor.
Incluso tras 6 meses de envejecimiento en botella (grafica 137 (12 meses)) su valor es menor que en
periodos anteriores de envejecimiento, lo que podria explicar que la complejidad aromatica de los vinos
envejecidos con madera de tostado fuerte ayudaria a mitigar los aromas a reduccién de los vinos, que
aunque existan los catadores no apreciarian con tanta intensidad.

El descriptor acido acético sélo es valorado de forma estadisticamente diferente en los vinos en el primer
periodo de envejecimiento, donde los catadores han dado mayor puntuacién al vino que ha permanecido
en contacto con madera de tostado ligero, sin embargo con el paso del tiempo los catadores han dejado
de apreciar tal diferencia en las muestras analizadas (grafica 137 (2 meses).

Los fenoles volatiles 4-etilfenol y 4-etilguayacol se forman en grandes cantidades después de los
primeros 90 dias de envejecimiento de los vinos en roble (Pérez, L. J. et al., 2003c). En este ensayo el
descriptor a cuero, directamente relacionado con el fenol volatil 4-etilfenol, que en elevadas
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concentraciones en los vinos puede derivar en aromas a animal y sudor de caballo, aparece en todos los
vinos evaluados. Parece que el tostado de la madera tiene una importante influencia en la apreciacion de
este atributo por los catadores, los valores més elevados se alcanzan en los vinos tratados con madera
de tostado mas intenso (grafica 137) y su percepcion por los catadores aumenta a medida que aumenta
el tiempo de envejecimiento en los vinos.

La nota especiada en los vinos, mostrada con aroma a clavo, proviene de la presencia de fenoles
volatiles como el eugenol y 4 etil guayacol, que proceden de la madera sin tostar y también son
generados por el tostado de la misma (Chatonnet, P. et al., 1989b). Este autor (Chatonnet; P. et al., 2010)
no ha encontrado asociacion entre la nota especias y la concentracién de eugenol para ser detectado
segun el umbral de percepcién de estos compuestos en los vinos, aunque diversos autores (Dubois, P.,
1989; Fernandez, B. et al. 2003a y Martinez, J., 2004 y 2006a), han determinado que ciertos compuestos
en concentraciones por debajo del umbral de deteccidn son apreciables por un efecto sinérgico, causado
por encontrarse en presencia de otros compuestos que intensificarian su capacidad odorante.

El descriptor sudor ha obtenido una puntuacién mas elevada en vinos con 12 meses de envejecimiento,
siendo en este periodo mas elevado en vinos con madera de tostado medio (grafica 137 (12 meses)).

El descriptor canela encontrado en los vinos también esté relacionado con la presencia de eugenol y 4-
metil guayacol, mencionados anteriormente por su aroma a clavo. Al igual que para el descriptor clavo, el
descriptor canela es valorado con maxima puntuacién para los vinos que han permanecido en contacto
con madera de tostado fuerte, parece que estos dos descriptores guardan relacién con el tostado de la
madera aumentando su apreciacion por los catadores de forma similar en el vino. Pérez, L. J. et al.
(2003a) han envejecido vinos en barricas de diferentes capacidades (220, 500 y 1000 L) y han
encontrado que el guayacol y el 4-metil guayacol se extraen rapidamente hacia el vino durante los
primeros dias de contacto con roble.

Segun las valoraciones de los vinos, los catadores indicaron que el aroma vainilla ha mantenido valores
mas elevados en los vinos tratados con madera de tostado fuerte durante los 12 meses de
envejecimiento (que se ha relacionado con el compuesto vanillina proveniente de madera de roble). Los
catadores han valorado este descriptor dando una puntuacion de 1,4 al vino con madera de tostado
fuerte, 1,2 al vino con madera de tostado medio y 1 al vino de tostado ligero. Diaz, E. M. et al. (2004)
concluyeron que el aroma de vainilla no se debe a la concentracién de vanillina de los vinos, ya que ésta
estaba por debajo del umbral de percepcion, sino mas bien a la cis B-metil y-octolactona. Dato que podria
explicar nuestros resultados, ya que la vanillina se destruye a temperaturas elevadas, por lo que no
parece ldgico que sean los vinos tratados con madera de mayor tostado, los que presenten mayor nivel
de vanillina.
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Grafica 139: Andlisis sensorial a los 2, 6 y 12 meses de envejecimiento
en madera de distintos tostados (fase olfativa 4)

En este ensayo se ha encontrado que tanto vainilla como canela son dos atributos encontrados en los
vinos en los primeros meses de envejecimiento. Este resultado corrobora lo descrito por Spillman, P. J. et
al. (1998) indicando que la tasa de extraccién vanillina es muy rapida durante las dos primeras semanas
de contacto de un medio hidroalcohélico con madera de roble.
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Atendiendo a los trabajos de Prida, A. et al. (2010) y Prida, A. (2011) se debe tener en cuenta que la cis
B-metil y-octolactona es el compuesto que mas contribuye en el atributo vainilla, y no el 4-metilguayacol,
el furfural o el 5-hidroximetilfurfural, encontrados en menor concentracién en muestras con mayor
intensidad en la nota vainilla. Previamente autores como Boidron, J. N. et al., 1988 y Fernandez, B. et al.,
(2008) han relacionado la presencia de vanillina con aromas como café, chocolate negro y ahumados.
Por lo tanto, cabe pensar que los vinos con mayor valoracién de vainilla seran los que mayores niveles de
vanillina y cis B-metil y-octolactona presentan a nivel analitico.

La nota aromatica coco se atribuye a la presencia del isémero cis de la B-metil y-octolactona, considerado
un marcador del envejecimiento de vinos con madera de roble, dado que en vinos en ausencia de la
misma, su concentracién es practicamente inapreciable. En este ensayo se ha encontrado que en los
vinos con aporte de madera de diversos tostados, es el vino tratado con tostado fuerte el que presenta
mayores aromas a coco, de acuerdo a la valoracion realizada por los catadores. Ademas, de la clara
aportacién a aroma a coco, la cis f-metil y-octolactona junto con los aldehidos furanicos comunican a los
vinos aromas a tostado y madera.

Otro descriptor evaluado es frutos secos, relacionado con almendras tostadas que se atribuye a los
aldehidos furénicos (furfural, 5-metilfurfural y 5-hidroximetilfurfural), formados durante el proceso de
tostado de la madera de roble por degradacidn térmica de los polisacaridos de la misma. Varios autores
han descrito que estos compuestos se van cediendo al vino durante el tiempo de contacto vino-madera
(Boidron, J. N. et al., 1988; Chatonnet, P. et al., 1989a; Aleixandre, J. L., 1991; Artajona, J., 1991;
Absalon, C. et al., 2000 y 2003; Garde, T. et al., 2002 y 2006; Pérez, L. J. et al., 2003¢; Cadahia, E. et al.,
2004; Cacho, J., 2006 y Ojeda, S., 2012). Efectivamente también en este ensayo se comprueba que los
catadores han sido capaces de diferenciar los vinos envejecidos en madera de tostado fuerte a través de
una valoracién mas elevada del descriptor frutos secos para los vinos en contacto con esta madera. Este
resultado demostraria que aunque la cuantificacién individualizada de estos aldehidos furanicos en el vino
indique valores inferiores al umbral de percepcion, en conjunto los catadores si aprecian diferencias
estadisticamente significativas en cata de los vinos que permanecen en contacto con maderas de tostado
fuerte (grafica 138).

La presencia de cresol o cloro-cresol provoca en los vinos la deteccion del descriptor yodo, compuestos
provenientes de reacciones bioquimicas causadas por microorganismos presentes en los vinos,
mostrando este defecto en los mismos. Los catadores encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los vinos que permanecieron en contacto con tostado fuerte a los 12 meses de
envejecimiento, no pareciendo existir una relaciéon clara con el tostado de la madera, pero podria
atribuirse a un aroma empireumatico de quemado o tostado intenso, que ha podido confundirse con este
descriptor.

Los descriptores aroma vino-madera, tostado y maderizado parecen tener una relacion con la intensidad
del tostado y por tanto con la presencia de fenoles volatiles (guayacol y cis B-metil y-octolactona). En la
grafica 139 se aprecia claramente que los catadores han otorgado una puntuacion superior para estos
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descriptores, cuando el vino habia permanecido en contacto con madera de tostado fuerte, seguido
posteriormente por vinos que habian permanecido en contacto con tostado medio y los menos valorados
han sido los vinos tratados con madera de tostado ligero. Se confirma que el tostado de la madera
fomenta la formacion y extraccion de estos compuestos volatiles que seran cedidos al vino aumentando la
presencia de estos descriptores en los vinos tras un tiempo de contacto con madera y su posterior
estancia en botella.

El aroma a caramelo es proporcionado por la presencia en el vino de maltol, compuesto formado durante
el tostado de la madera y que posteriormente se difunde hacia el vino mientras envejece. Se observa en
la grafica 139 (2 meses) que los catadores han apreciado el aroma a caramelo con mayor intensidad en
los vinos envejecidos en madera de tostado fuerte, aunque también muestran una menor percepcion a
medida que el tiempo de envejecimiento aumenta, de manera que a los 12 meses de envejecimiento (tras
6 meses en botella) las puntuaciones bajan a la mitad (valores de 0,5) en todos los vinos, con
independencia del tipo de tostado aplicado a la madera.

Los descriptores ahumado, quemado y torrefacto estan relacionados con la presencia en el vino del fenol
volatil guayacol, ademas de los aldehidos furanicos descritos con anterioridad, que son definidos por
muchos autores como un indice de tostado de la madera ya que la madera sin tostar apenas los contiene.
Sin embargo, después del tostado estos compuestos aumentan su concentracidn en la madera, y cuando
la intensidad del tostado es muy fuerte empiezan a descender (Chatonnet, P. et al., 1989a; Aleixandre, J.
L., 1991; Artajona, J., 1991 y Spillman, P. J. et al., 2004). Es légico encontrar que los vinos que han
permanecido en contacto con madera de tostado fuerte alcancen los valores mas elevados, pero también
se aprecia como ya indicara Gallego, L. (2013) una disminucién de guayacol y derivados furanicos, a
medida que aumenta el tiempo de envejecimiento de los vinos, posiblemente debido a reacciones
quimicas que tienen lugar en el vino permitiendo su formacién y degradacién (Fernandez, B. et al., 2006).

Cuando se analizan los datos teniendo en cuenta el sistema de envejecimiento en el que ha
permanecido el vino, se ha encontrado que los catadores no aprecian tantas diferencias significativas
como en la evaluacion del efecto de la intensidad del tostado de la madera. Aunque si se observa que los
catadores han encontrado algunas diferencias significativas en algunos descriptores de la fase olfativa y
de la fase gustativa de los vinos.

En la fase olfativa se ha encontrado que los vinos, envejecidos en distintos sistemas, los catadores han
encontrado diferencias en descriptores como afrutados, balsamico, alcohol, etanal, acido acético, regaliz,
relacién aroma vino-madera, tostado y caramelo. Asi, el descriptor afrutado ha sido detectado por los
catadores a los 6 meses de envejecimiento en contacto con astillas-MOX 1, siendo el dato mas bajo
valorado en los vinos que permanecieron en barricas. El descriptor balsamico también fue valorado como
el mas alto en los vinos envejecidos en astilla-MOX 1 a los 6 meses de envejecimiento. Los catadores
han valorado la presencia de alcohol y &cido acético més bajo en los vinos envejecidos en barricas y
astillas-MOX 1, sin embargo el descriptor etanal ha sido el mas puntuado en vinos envejecidos en la
barrica (gréfica 141).
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El descriptor regaliz ha sido significativamente mas elevado en vinos envejecidos en astillas-MOX, y la
relacién aromatica vino-madera en fase olfativa ha sido la mas baja en los vinos envejecidos en contacto
con astillas-MOX 3, es decir, son vinos poco maderizados, conservando aromas del vino. Este resultado
se explica porque a su vez los vinos envejecidos en astillas-MOX 3 presentan los valores mas bajos del
descriptor tostado y del descriptor caramelo respetando por tanto mas las caracteristicas del vino inicial.

Se observa en la gréfica 141, que los catadores son capaces de apreciar la pérdida de tanicidad a nivel
gustativo en los vinos, como ocurre a nivel analitico, y causado por un aumento en el contenido de
compuestos fenolicos copigmentados y polimerizados, que actuaran disminuyendo el nimero de formas
libres y por tanto las sensaciones de astringencia y amargor (Boulton, R., 2001).

El tostado de la madera parece aumentar la relacion gustativa vino-madera a favor de una mayor
apreciacion de gusto a madera, aumentando los taninos dulces y redondos muy positivos en los vinos, y
ganando amargor, que se traduce en una mayor persistencia en los vinos. El vino envejecido con madera
de tostado fuerte es el que mayor puntuacién han dado los catadores para los descriptores sabor vino-
madera, taninos dulces y redondos y persistencia del gusto en boca, siendo este pardmetro
significativamente distinto en los vinos estudiados con el paso del tiempo (grafica 141).
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En la fase gustativa de los vinos, se ha encontrado que los catadores han apreciado diferencias
significativas en descriptores como relacién gustativa vino-madera, intensidad tanica, taninos dulces y
taninos secos (grafica 142).
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Los vinos mas maderizados por su mayor relacion gustativa vino-madera han sido identificados como los
envejecidos en barricas y astillas-MOX 2. Ademas, han considerado vinos con mayor intensidad tanica
los envejecidos en astillas-MOX 2.

Los taninos dulces parecen encontrarse mas claramente en los vinos envejecidos en barricas y los
taninos secos en los vinos en contacto con astillas-MOX 1y 2, segun la valoracién de los catadores.

V.3.8.2. Andlisis multivariante de los vinos tratados con astillas de diferentes tostados
y afadidas en diferentes momentos

Con la variables seleccionadas en el ANOVA mas significativas que diferencian a los vinos por el sistema
de envejecimiento (Astillas-MOX1, Astillas-MOX2, Astillas-MOX3, barricas) , se ha realizado un anélisis
discriminante lineal y un andlisis de componentes principales con los descriptores del andlisis olfativo
aromas afrutados, balsamico, alcohol, etanal, acetato de etilo, regaliz, aroma vino-madera, tostado,
caramelo y del analisis gustativo relacion vino-madera, intensidad ténica, taninos dulces y secos. No ha
podido incluirse el descriptor acido acético dado que no presentaba valor de varianza.

Se ha trabajado con datos por duplicado obtenidos de los resultados medios dados por los catadores en
las sesiones realizadas a los 2-6 meses de envejecimiento del vino D.O. Toro en madera y tras 6 meses
de envejecimiento en botella. A lo largo del envejecimiento en madera se han efectuado sesiones de cata
cada 30 dias. Ademas se han analizado los vinos en relacién a la gestion de las astillas empleadas,
diferenciando el tostado de la madera empleado en cada caso. Con los resultados obtenidos se pretende
seleccionar las variables que presenten diferencias significativas a lo largo del tiempo de envejecimiento
de los vinos, sin diferenciacion entre el periodo de envejecimiento en madera o botella.

En la tabla 50 se presentan los resultados del andlisis discriminante con los atributos que muestran
diferencias estadisticamente significativas (tabla 49), aplicdndose a los datos de los vinos tratados con
madera de roble de tostado ligero. Se observa que las variables méas diferenciadoras son balsamico,
alcohol y acetato de etilo, tostados, aroma vino-madera, dulces y secos. El resto de las variables, sin ser
significativas, también dan informacion, aunque el peso de dicha informacién viene definido por el p-
Level.
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Tabla 50: Resumen del analisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Afrutados 00993 08761 15083 0,2311 02614 0,7386
Balsimico 0,166 07462 36288 0,0232 04357 0,5643
Alcohol 0,286 06766 50996 0,0054 0,3858 0,6142
Etanal 00953 09133 10128 0,3998 0,5286 04714
Acetato de etilo 0,208 07200 4,1489 0,0136 0,5643 04357
Regaliz 00912 09541 05130 0,6763 0,2767 0,7233
Aroma vino-madera 01088 07999 2,6691 0,0642 0,1435 0,8565
Tostado 0210 07188 4,1735 0,0133 0,1684 0,8316
Caramelo 0,0896 09709 03202 0,8107 0,4012 0,5988
Vino-madera FG 01131 07690 32034 0,0362 04587 05413

Intensidad tanica 01002 0,8681 1,6202 0,20410,2885 0,715
Dulces 01670  0,5210 9,8053 0,0001 0,4014 0,5986
Secos 04121  0,7759 3,802 0,0413 0,241 0,7559

No. de vars en model: 13; Grupos: Tipo (4 grps) Wilks' Lambda: ,08700 approx. F (39,95)=3,1369 p<,0000

En la tabla 51 se muestran el nimero de muestras correctamente clasificadas, tanto en clasificacion
directa como en validacion cruzada. Se observa que el 79,16 % de los casos se encuentran clasificados
correctamente. El modelo obtenido podra considerarse totalmente valido para diferenciar adecuadamente
entre vinos envejecidos en distintos sistemas, excepto para los vinos envejecidos en astillas-MOX 1, cuyo
valor es del 66, 66 %, inferior al limite establecido del 75,00 %.

Tabla 51: Matriz de clasificacion de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de tostado ligero

Porcentaje de casos
. Astillas-MOX 1 Astillas-MOX 2 Astillas-MOX 3 Barricas
clasificados correctamente

Astillas-MOX 1 66,66 8 3 0
Astillas-MOX 2 83,33 0 10 2 0
Astillas-MOX 3 91,66 0 11 0
Barricas 75,00 0 0 3 9
Total 79,16 8 14 17 9

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos
Se observa en la tabla 52, los coeficientes estandarizados de las funciones canonicas discriminantes, que
contienen los grupos correlacionados de cada variable predictiva con valores propios de funcién candnica
(funcién 1, 2 y 3), el total de la varianza explicada y las variables altamente correlacionadas con funcién 1,
2y 3, que aparecen destacadas en negrita. En ella se observa que la funcion 1 explica el 74, 36 % de la
varianza, con un valor propio de 3,5461 que se relaciona en el eje positivo con aromas tostados, taninos
dulces y secos y en el eje negativo con las variables aromas a alcohol, acetato de etilo, balsamico y la
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relacién gustativa vino-madera. Las funciones canonicas 2 y 3 no son capaces de alcanzar un valor
propio superior a 1.

Tabla 52: Coeficientes estandarizados de las variables canénicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble de tostado ligero

Funcién 1 Funcion 2 Funcién 3

Afrutados -0,5808 -0,1994  0,8602
Balsamico -0,5800 -0,8277 -0,0666
Alcohol -0,6672  1,0268  0,0235
Etanal -0,1006  -0,0077  0,7753
Acetato de etilo -0,6483 -0,5865 0,1785
Regaliz 0,0685 0,0329 -0,7889
Vino-madera FO -1,2482 -0,3122  0,7188
Tostado 1,4511  -0,2075 0,1696
Caramelo 0,0234 -0,0687 -0,5192
Vino-madera FG 0,7237 04370  0,1532
Intensidad tanica -0,5446  -0,2102  0,8886
Dulces 1,2199  -0,2401 -0,1478
Secos 0,9711  -0,1814  -0,8023

Valor propio (Eigenv.) 3,5461  0,8716  0,3509
% varianza explicada 74,36 92,64 100,00

La grafica 143 muestra la disposicion de los vinos en el plano formado por las dos primeras funciones
canonicas. Se observa a los vinos envejecidos en barricas perfectamente diferenciados de los vinos en
contacto con astillas-MOX 1, no siendo tan evidente si se comparan con la posicion ocupada por los vinos
en contacto con astillas-MOX 2 y 3. Los vinos envejecidos en las barricas de tostado ligero se sitian en el
eje positivo de la primera funcién discriminante, quedando definidos por los aromas tostados, los taninos
dulces y secos, resultados que indican que aunque se trata de la misma madera francesa sometida a las
mismas temperaturas el sistema de tostado es distinto y determina las diferencias. Asi, en el proceso de
tostado de las barricas se generan compuestos que cuando se transfieren a los vinos resultan ser
diferentes a los encontrados en los vinos tratados con astillas de tostado ligero. En el eje negativo se
sitian mas alejados los vinos envejecidos en contacto con astillas-MOX 1 definidos por alcohol, acetato
de etilo y aromas balsamicos, principalmente una elevada relacion aromatica vino-madera en la fase
olfativa, es decir, los catadores han evaluados a estos vinos con aromas a madera demasiado marcados,
superando los propios del vino, ademéas de aromas propios de un proceso oxidativo elevado, que ha
podido estar relacionado con la aportacion de mayor cantidad de grupos acetilados provenientes de la
madera de las astillas con tostado ligero. Los vinos de los tratamientos astillas-MOX 1 y astillas-MOX 2 se
encuentran en una situacion intermedia.
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Grafica 143: Analisis discriminante candnico del andlisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de
tostado ligero.

Un desarrollo PCA de las 13 variables mas diferenciadoras entre los distintos sistemas de envejecimiento
con madera de tostado ligero sitia a los vinos envejecidos en barricas en el eje positivo, pero no es
claramente diferenciados de los vinos envejecidos con astillas y microoxigenacion, aunque en general
estos vinos parecen situarse en el eje negativo, destacando en ellos aromas afrutados y a acetato de
etilo. Parece que la aportacidén de astillas con incorporacién de oxigeno, asemeja a los vinos con un
envejecimiento del vino en barrica lo suficiente para no ser capaces de diferenciar a los vinos por su
sistema de envejecimiento, salvo algin descriptor del andlisis sensorial diferenciador, cuando se
comparan los vinos a lo largo de todo el periodo de envejecimiento.
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Grafica 144: Distribucion de las variables de los vinos Grafica 145: Distribucion de los vinos envejecidos con roble de tostado ligero
envejecidos con roble de tostado ligero en el plano definido por en el plano definido por los dos primeros factores principales.

los dos primeros factores principales
En la tabla 53 se presentan los resultados del andlisis discriminante con los atributos que muestran

diferencias estadisticamente significativas (tabla 49), aplicandose a los datos de los vinos tratados con
madera de roble de tostado medio son aromas afrutados, balsamico y alcohol.
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Tabla 53: Resumen del analisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Afrutados 0,2202
Balsamico 0,2299
Alcohol 0,1976
Etanal 0,1664

Acetato de etilo  0,1665

Regaliz 0,1516
Vino-madera FO 0,1495
Tostado 0,1542
Caramelo 0,1552

Vino-madera FG 01522

Intensidad tanica 0.1473
Dulces 0,1478

0,6215 6,4970
0,5955 7,2462
0,6928 4,7309
0,8225 2,3020
0,8218 2,3123
0,9030 1,1455
0,9156 0,9834
0,8878 1,3477
0,8819 1,4285
0,8992 1,1955
0,9289 0,8161
0,9261 0,8509
0,9818 0,1976

0,0015 0,2904 0,7096
0,0008 0,3448 0,6552
0,0077 0,3544 0,6456
0,0959 0,4666 0,5334
0,0948 0,5657 0,4343
0,3457 0,2615 0,7385
0,4129 0,2303 0,7697
0,2764 0,3802 0,6198
0,2526 0,4106 0,5894
0,3271 0,1665 0,8335
0,4945 0,3426 0,6574
0,4764 0,4134 0,5866
0,8972 0,3285 0,6715

Secos 0,1394

No. de vars en model: 13; Grupos: Tipo (4 grps) Wilks' Lambda: ,13687 approx. F (39,95)=2,3444 p< ,0004

En la tabla 54 se muestran el nimero de casos correctamente clasificados, tanto en clasificacién directa
como en validacion cruzada. Se observa que 72,91 % de los casos se encuentran clasificados
correctamente, pero este resultado es inferior al limite establecido del 75 %, por tanto, el modelo obtenido
no podra considerarse totalmente valido para diferenciar adecuadamente entre vinos. Sin embargo, si nos
fijamos en lo que ocurre entre los grupos de datos, cabe destacar que este dato tan bajo es debido al
porcentaje de casos clasificados para las astillas-MOX 2 que representan sélo el 58,33 %.

Tabla 54: Matriz de clasificacion de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de tostado medio

Porcentaje de casos

- Astillas-MOX 1 Astillas-MOX 2 Astillas-MOX 3 Barricas
clasificados correctamente

Astillas-MOX 1 75,00 9 1 1 1
Astillas-MOX 2 58,33 0 7 4 1
Astillas-MOX 3 83,33 0 2 10 0
Barricas 75,00 1 2 0 9
Total 72,91 10 12 15 1"

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos

Se observa en la tabla 55 que la funcién 1 explica el 62,48 % de la varianza, con un valor propio de
1,9567. Seleccionando las variables de esta funcion canénica con los coeficientes mas altos, se observa
que en el eje positivo se sitlian los vinos definidos por aromas afrutados y balsamicos y en el eje negativo
se localizan los que muestran mas notas a alcohol.
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Tabla 55: Coeficientes estandarizados de las variables canénicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble de tostado medio

Funciéon 1 Funcion 2 Funcion 3

Afrutados
Balsamico
Alcohol

Etanal

Acetato de etilo
Regaliz
Vino-madera FO
Tostado
Caramelo
Vino-madera FG
Intensidad tanica
Dulces

Secos

Valor propio (Eigenv.)

% varianza explicada

1,3357
1,3138
-0,8896
0,7023
0,2391
-0,4978
-0,3913
0,5635
04774
0,6401
01734
-0,1014
0,0038
1,9567
62,48

-0,4733

0,2621

-0,8755

0,2528

-0,7866
-0,6253
-0,6085
-0,0315

0,4041
0,8638

-0,0488

0,5169

-0,1342

0,8086
88,30

0,2908
0,0304
0,0457
0,3082
0,0423

-0,3458
-0,6097

0,5613

-0,4878

0,0386

-0,8341

0,4424
0,4201
0,3663
100,00

La gréfica 146 presenta la distribucion de los vinos en las dos primeras funciones canonicas, situandose
los vinos elaborados con astillas-MOX 1 con madera de tostado medio en el eje positivo caracterizados
por una mayor valoracion en aromas afrutados y balsamicos y menos alcohélicos. En el eje negativo

quedarian los vinos del resto de los sistemas empleados en el envejecimiento , incluida la barrica. Estos
resultados indican la incapacidad de diferenciar a los vinos por el por el sistema en el que han
envejecimiento para el tostado medio a excepcion de los vinos envejecidos en astillas-MOX 1.
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Grafica 146: Analisis discriminante candnico del andlisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de
tostado medio.

Un desarrollo PCA de las 13 variables mas diferenciadoras entre los distintos sistemas de envejecimiento
no han permitido obtener resultados concluyente en funcién del sistema de envejecimiento para los vinos
en contacto con madera de tostado medio. Lo que confirma de nuevo que los vinos tratados con astillas y
dosis adecuadas de oxigeno pueden confundir a los catadores al considerarlos como envejecidos en
barricas.
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Grafica 147: Distribucion de las variables de los vinos Grafica 148: Distribucion de los vinos envejecidos con roble de tostado
envejecidos con roble de tostado medio en el plano definido por medio en el plano definido por los dos primeros factores principales.

los dos primeros factores principales

Cuando se comparan los vinos envejecidos en sistemas con madera de roble de tostado fuerte se
obtienen los resultados representados en la tabla 56. Donde se observa un p-Level<0,05 en descriptores
como regaliz, intensidad tanica y taninos dulces, siendo por tanto los atributos significativamente distintos
en los vinos tratados con astillas-MOX frente a barricas.
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Tabla 56: Resumen del analisis de funciones discriminantes

Wilks y apos; Parcial F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Afrutados 0,2690  0,8058 2,5709 0,0714 0,4681 0,5319
Balsimico 02303  0,9411 0,6673 0,5783 0,4044 0,5956
Alcohol 02418 08964 12334 0,3137 0,4147 0,5853
Etanal 02258  0,9599 04458 0,7219 0,5753 0,4247
Acetato deetilo 02759 0,7856 29106 0,0495 0,4946 0,5054
Regaliz 0,2838  0,7639 3,2976 0,0328 0,2158 0,7842
Vino-madera FO  0.2732  0,7933 2,798 0,0570 0,1065 0,8935
Tostado 02617  0,8282 2,2128 0,1057 0,2178 0,7822
Caramelo 02518  0,8608 1,7244 0,1817 0,5593 0,4407

Vino-madera FG ~ 0.2695  0,8041 25982 0,0693 0,3077 0,6923
Intensidad tinica 02994  0,7241 4,0652 0,0148 0,1646 0,8354
Dulces 0,3137  0,6910 4,7698 0,0074 0,4577 0,5423
Secos 0,2398  0,9039 1,1340 0,3501 0,2350 0,7650

No. De vars en model: 13; Grupos: Tipo (4 grps) Wilks' Lambda: ,21675 approx. F (39,95)=1,6552 p< ,0246

En la tabla 57 se muestran el nimero de muestras correctamente clasificadas. Se observa que 79,16 %
de los casos se encuentran clasificados correctamente. Sin embargo, los vinos envejecidos en astillas-
MOX 3 para el tostado fuerte no alcanzan valores minimos de clasificacién correcta, siendo tan sélo del
66,66 % de los casos correctamente clasificados.

Tabla 57: Matriz de clasificacidn de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de tostado fuerte

Porcentaje de casos
. Astillas-MOX 1 Astillas-MOX 2 Astillas-MOX 3 Barricas
clasificados correctamente

Astillas-MOX 1 83,33 10 2 0
Astillas-MOX 2 83,33 0 10 2
Astillas-MOX 3 66,66 1 8 3
Barricas 83,33 0 2 0 10
Total 79,16 11 14 10 13

Filas: casos observados; Columnas: casos predichos.

En la tabla 58, se muestran los coeficientes estandarizados de las funciones canénicas discriminantes 1,
2y 3. La funcién 1 explica el 52,66 % de la varianza, con un valor propio de 1,1057 y muy relacionada de
forma positiva con los descriptores intensidad tanica y taninos dulces y de forma negativa con las notas
aportadas por el aroma a regaliz. Las funciones canonicas 2 y 3 no son capaces de alcanzar un valor
propio superior a 1, por lo que no aportan informacion relevante.
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Tabla 58: Coeficientes estandarizados de las variables canonicas discriminantes de los vinos envejecidos en
distintos sistemas con roble de tostado fuerte

Funcién 1 Funcion 2 Funcién 3

Afrutados -0,5562 -0,6352  0,6236
Balsamico -0,0581  -0,4897  -0,4495
Alcohol -0,3867 -0,1146  -0,8794
Etanal 0,358  0,0975 0,5112
Acetato de etilo 0,5487 -0,7612  -0,3896
Regaliz 41,2003 03832 08257
Vino-madera FO 16366 -1,0506 0,5828
Tostado -0,5896 1,0625  -0,8147
Caramelo 0,5326 -0,1053 -0,6662
Vino-madera FG -0,9822  0,2932  0,6616

Intensidad tanica 1,7548 03567  -0,1658
Dulces 1,195  0,1994  0,0417
Secos -0,8648 -0,0552  -0,2641
Valor propio (Eigenv.) 1,1057 07209  0,2732
% varianza explicada 52,66 86,99 100,00

En la representacion grafica 149 de los vinos en el plano formado por la funcién canénica 1y 2, se
observa a los vinos envejecidos en barricas de tostado en el eje positivo, presentando estos vinos la
mayor intensidad tanica y mayor presencia de taninos dulces, de acuerdo a las puntuaciones aportadas
por los catadores. En el eje negativo de la funcion 1 se sitdan los vinos envejecidos en astillas-MOX 1,
descritos como vinos con mayor aroma a regaliz. Los vinos envejecidos en astillas-MOX 2 y astillas-MOX
2 han quedado posicionados en el centro del eje de la F1 entre ambos grupos, por tanto son vinos con
caracteristicas intermedias entre los vinos MOX1 y los envejecidos en barricas cuando se emplean
maderas de tostado fuerte.
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Grafica 149: Analisis discriminante candnico del andlisis sensorial de los vinos envejecidos en distintos sistemas con roble de
tostado fuerte.

El desarrollo del analisis de componentes principales (PCA )de las 13 variables mas diferenciadoras entre
los distintos sistemas de envejecimiento no han permitido obtener resultados concluyentes en funcion del
sistema de envejecimiento para los vinos en contacto con madera de tostado fuerte como se aprecia en
las graficas 150 y 151.
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Grafica 150: Distribucion de las variables de los vinos Grafica 151: Distribucion de los vinos envejecidos con roble de tostado fuerte
envejecidos con roble de tostado fuerte en el plano definido por en el plano definido por los dos primeros factores principales.

los dos primeros factores principales

De los resultados obtenidos en el andlisis discriminante y de componentes principales se deduce la gran
variabilidad que produce en los vinos la aportacion de oxigeno y astillas a distintas dosis y tiempos sobre
el vino en el proceso de envejecimiento, haciendo mas dificil la diferenciacion, por parte de los catadores,
a los vinos que han estado en contacto con barricas de los vinos que han permanecido en sistemas
alternativos (astillas-MOX).

Estos resultados indican la dificultad de diferenciar a los vinos por el sistema en el que han
envejecimiento salvo excepciones en los descriptores relacionados con el tostado de la madera, que

permiten obtener alguna diferencia significativa entre la barrica y los vinos en contacto con astillas-MOX
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concreto, causados por la elevada interaccion e influencia de los compuestos fendlicos presentes en los
vinos y cedidos por las maderas de distintos tamafios y tostado.

Se puede por tanto concluir que los resultados obtenidos han permitido acercar de manera importante los
vinos envejecidos en astillas-MOX a los afectos logrados en el envejecimiento en barricas, dado que los
catadores no parecen diferenciar de manera significativa a los vinos envejecidos por el método tradicional
y los sistemas alternativos.

V.3.9. Conclusiones del capitulo 3

Tras analizar los resultados obtenidos en el capitulo 3, es posible enumerar las conclusiones que parecen
mas relevantes en relacion a las diferencias encontradas en la evolucién de los parametros analizados en
el vino Tinto D.O. Toro, tras permanecer 6 meses en barricas y depdsitos a los que se les ha afiadido
astillas con distintos tostados y en distintos momentos (Astillas-MOX 2: un solo tipo de madera con
tostado ligero, medio y fuerte, Astillas-MOX 1: dos tipos de madera distintas generando asi los tres tipos
de tostados; ligero (mezcla de madera fresca y madera de tostado medio), medio (mezcla de madera
fresca y madera de tostado fuerte), y fuerte (madera fresca y madera con un alto grado de tostado) y
Astillas-MOX 3: con mezcla de madera para generar los tres tostados, pero adicionado a dos tiempos
distintos (' dosis al inicio del envejecimiento y 2 dosis a los 45 dias)) y 22 meses en botella.

Se ha intentado encontrar el sistema de envejecimiento alternativo estudiado (Astillas-MOX) que mas se
asemeje a la barrica, con el fin de obtener un vino que alcance las caracteristicas propias de un
envejecimiento en barrica en un tiempo menor y con menos costes.

No se han encontrado diferencias significativas en los parametros fendlicos analizados, tales como
polifenoles totales (PT Folin), polifenoles poco polimerizados (PPP), polifenoles muy polimerizados
(PMP), catequinas (CAT) y taninos (TAN), en los vinos envejecidos en barricas de los vinos en contacto
con astillas-MOX. Tampoco se han diferenciado los vinos por el grado de tostado de la madera o el
momento de adicion de las astillas, ni por las mezclas de las mismas, encontrandose datos similares para
estos parametros en los vinos a lo largo del proceso de envejecimiento llevado a cabo.

Si se analiza lo ocurrido en el vino tras su contacto con astillas-MOX de distintos tostados (ligero,
medio y fuerte), de manera general se han encontrado diferencias en los siguientes pardmetros:

e Enlos vinos tratados con astillas de tostado ligero el extracto seco ha sido superior, perdiendo
tal significacion en el periodo de botella. Presentaron mayor pérdida de componente roja
(%A520), de fraccion de color debida a antocianos libres (AL), y menor contenido en &cido
protocatéquico formado en la degradacion de la lignina y los elagitaninos. Mayor concentracién
en acido vanillinico, y menor tonalidad amarilla, indice de ionizacién y Vitisin A durante el
envejecimiento en botella. Los descriptores del analisis sensorial de los vinos indicaron en
general mayor puntuacion en las caracteristicas menos positivas, vegetal, reduccién y acido
acético, excepto para fruta roja que ha sido el mas puntuado.
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El tostado medio de las astillas hace aumentar en los vinos la concentracion de aldehidos
fendlicos (aldehido protocatéquico), catequina y acido siringico y el descriptor acido acético.

El tostado fuerte de las astillas ha provocado que en los vinos se haya observado mayor tono
rojo (%dA) y niveles més elevados de croma o color (C*), contribuyendo a ser vinos mas jovenes
a lo largo del envejecimiento y mas luminosos. Estos resultados establecen una relacion entre la
presencia de compuestos cedidos por la madera hacia el vino, que podria estar relacionada con
las interacciones de los antocianos con los taninos de la madera que contribuyen a una mayor
estabilidad del color de los vinos, repercutiendo en la formacion de nuevos pigmentos (etil
pigmentos), cuya absorbancia a 620 nm es mayor que la de los antocianos en forma libre,
produciendo un ligero aumentando del color azul. Entre los aromas, se detectaron en estos vinos
mayor intensidad aromatica, afrutados, balsamico, cuero, clavo, canela, vainilla, coco, frutos
secos, yodo, caramelo, ahumado, quemado, torrefacto, balsamico, aroma vino-madera,
maderizado y tostado. En la fase gustativa destacaron por la mayor valoracion en la relacién
sabor vino-madera y persistencia.

Analizando el vino envejecido en diferentes sistemas con microoxigenacion (astillas-MOX 1, astillas-
MOX 2, astillas-MOX 3 y barricas) se ha encontrado que los vinos envejecidos en barricas:

Han presentado el menor contenido en acido tartarico y valores significativamente mas altos de
glicerol, indice de polifenoles totales (IPT), grado alcohdlico (% v/v), extracto seco (g/L), acidez
total (g/L de &. tartarico), acidez volatil (g/L de &. acético) y azlcares (g/L), presentan una
apariencia mas envejecida (a* mas baja y mayor tonalidad amarilla (b*) en el periodo de contacto
con madera) pero estos resultados han contribuido a estabilizar el color, de manera que en
botella estos vinos pasan a presentar los valores mas elevados de color rojo (a*) y mayor
componente azul (19-28 meses), pasando a ser vinos con apariencia mas joven.

También han mostrado mayor indice de ionizacion en la fase de envejecimiento en botella,
pérdida menor de intensidad colorante (IC), mayor aumento de la tonalidad (T), mayor
concentracion de componente roja (% A520) (19-28 meses), menor luminosidad (L), con colores
menos evolucionados y mayor tono (H). Sin embargo, durante el periodo de botella el tono (H)
desciende a mayor velocidad en estos vinos. Son vinos con mayor proporciéon de pigmento
polimérico (i e ii) y porcentaje de antocianos que se encuentran como ion flavililum (a), tanto
antes como después de suprimir el efecto decolorante del SO; (aa). Presentan los vinos menor
color debido a los antocianos copigmentados (C y COP)) y mayor contenido en cofactores (FlaC)
y color debido a los antocianos polimerizados (EP).

Entre los compuestos acidos y aldehidos fendlicos analizados, se produce una mayor extraccion
de vanillina y acido sinapico y menor concentracion de acido protocatéquico.
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e Lapérdida total de antocianos viene definida por el descenso del malvidin-3 glucésido (Mv-3-Gl),
antociano mayoritario de la variedad Tinta de Toro, seguido de los antocianos delfinidin-3-
glucosido (Df-3-Gl), petunidin-3-glucésido (Pt-3-Gl) y peonidin-3-glucésido (Pn-3-Gl). Siendo el
cianidin-3-glucésido (Cn-3-Gl) el antociano monémero minoritario. El contenido en cianidin-3-
glucosido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) ha sido ligeramente superior, produciendo un mayor
aumento del color por su efecto hipercromico en el vino.

o El descriptor etanal, en la fase olfativa, ha sido el mas puntuado en estos vinos y ha recibido
menor puntuacién el descriptor regaliz, mayor relacién aromatica vino-madera y taninos dulces.

Por el tipo de mezcla de las astillas y momento de adicion (astillas-MOX 1, astillas-MOX 2 y astillas-
MOX 3), parece que el momento de incorporacion de las astillas no presenta una gran influencia, aunque
se ha determinado como diferenciador:

o La presencia de glicerol ha sido superior en astillas en dosis iniciales menores astillas-MOX 2 (3
g/L) y astillas-MOX 3 (2+2 g/L); frente a las astillas-MOX 1 (4 g/L), pero tales diferencias se
pierden durante el envejecimiento en botella.

e Un aumento de la intensidad colorante en aquellos vinos a los que se aportd inicialmente mayor
cantidad de astillas (astillas-MOX 1 (4 g/L), astillas-MOX 2 (3 g/L)).

e La componente azul (%A620) ha sido mayor en los vinos a los que se aportaron astillas en dos
tiempos, al inicio de envejecimiento y a los 45 dias de envejecimiento (Astillas-MOX 3),
destacando una pérdida acelerada de tonalidades azules durante su envejecimiento en botella.
Estos vinos comienzan siendo los menos luminosos, pero durante del proceso de envejecimiento
en botella presentan la mayor luminosidad (L), componente b* y mayor tono (H). También han
obtenido menor porcentaje de color debido a antocianos libres (AL).

e La mayor concentracion de acido galico se ha encontrado en los vinos de astillastMOX 1
durante el periodo de botella y aquellos vinos que con un aporte de 4 g/L de madera alcanzaron
mayor concentracion de acido vanillinico, aunque mostraron una pérdida de acido gentisico en
botella mas rapida.

e Respecto a la evaluacion sensorial de estos vinos, mencionar que los vinos en contacto con
astillas-MOX 1 se valoraron con mayor nivel de afrutados y balsdmicos a los 6 meses de
envejecimiento, y con los menores valores de alcohol y &cido acético. Los vinos con astillas-
MOX 2 fueron los valorados en la fase gustativa como los mas maderizados por su mayor
relacién aromatica vino-madera e intensidad tanica, mientras que con mas taninos secos se
valoraron a los vinos en contacto con astillas-MOX 1y 2. Los vinos tratados con astillas-MOX 3,
fueron valorados con la menor relacién aromatica vino-madera, maderizado, tostado y caramelo.
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De los resultados obtenidos en el andlisis discriminante y de componentes principales se deduce la gran
variabilidad que produce en los vinos la aportacion de oxigeno y astillas a distintas dosis y tiempos sobre
el vino en el proceso de envejecimiento, haciendo més dificil la diferenciacion, por parte de los catadores,
a los vinos que han estado en contacto con barricas de los vinos que han permanecido en sistemas

alternativos (astillas-MOX).

Los vinos envejecidos con astillas-MOX se aproximan mas a los resultados encontrados en un vino
envejecido en barrica (frente a lo obtenido en el capitulo 1, con ausencia de oxigeno) principalmente
durante el periodo de aportacién de madera y oxigeno, sin embargo la incorporacion del vino en botella
hace que las diferencias entre los vinos aumenten, manteniendo el vino, que inicialmente permanecié en

barrica, compuestos fendlicos y colores mas estables.
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VI. CONCLUSIONES GLOBALES DE LA TESIS DOCTORAL
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VI. CONCLUSIONES GLOBALES DE LA TESIS DOCTORAL

Las conclusiones mas relevantes alcanzadas en los tres capitulos descritos se indican a continuacion:

De los parametros analizados en el vino Tinto D.O. Cigales, tras permanecer 12 meses en recipientes de
distintos tamafios (225 y 300 L), con diferentes sistemas de envejecimiento (astillas, tablones y barricas) y
con maderas de diferentes origenes geogréaficos (americano, francés y hungaro) y 12 meses en botella,
los sistemas de envejecimiento han producido las mayores diferencias en la evolucién de los compuestos
fendlicos de los vinos.

1. La relacion volumétrica de 225 L ha fomentado una alta polimerizacion de los fenoles y
formacion del pigmento pirGvico Vitisin A, mientras que la relaciéon volumétrica de 300 L ha
atenuado la pérdida de extracto seco, ha mantenido mayor concentracion de compuestos
fendlicos y antocianos en los vinos.

2. Las diferencias entre los vinos de los distintos sistemas aumentan especialmente cuando el vino
permanece en barrica, mientras que los vinos en contacto con astillas y tablones, se podrian
definir como grupos homogéneos. En general se definen como vinos con mayor concentracion
en parametros enoldgicos basicos, mayor color y componente roja, menor concentraciéon en
compuestos fendlicos totales y polimerizados, produciendo una estabilizacién de la materia
colorante. Estos resultados sugieren una evolucién mas acelerada cuando se emplean
alternativos, permitiendo esta técnica acortar los tiempos de envejecimiento.

3. Las concentraciones en los vinos de los antocianos han sido significativamente mayores en el
primer periodo de contacto con madera que en botella y los valores mas altos se mantuvieron en
los vinos envejecidos en las barricas, seguido por los vinos tratados con astillas y, finalmente, los
vinos en contacto con tablones.

4, Destaca una menor concentracion de acidos hidroxicinamicos en los vinos que permanecieron
en contacto con barricas y una mayor concentracion de &cidos hidroxibenzoicos y epicatequina
en los vinos de las barricas, seguida de los vinos envejecidos en tablones. Parece que el tamafio
de la madera tiene una importante influencia sobre la extraccién de estos compuestos de la
misma, posiblemente a la forma en la que el vino accede a la estructura de la madera.

5. El andlisis sensorial sugiere que vinos envejecidos en contacto con tablones son los mas
afrutados. Entre los aromas propios de la madera se deduce una identificacién mas rapida en
vinos en contacto con astillas al inicio del envejecimiento, debido a la facilidad de extraccién de
los compuestos volatiles, pero se pierden en envejecimientos prolongados. Los vinos
envejecidos en contacto con barrica han sido los mejor valorados por los catadores ademas del
andlisis multivariante se deduce la capacidad de diferenciar a los vinos por su sistema de
envejecimiento.

312



Conclusiones globales

6. Entre las maderas utilizadas con diferentes origenes geogréficos, las mayores diferencias se han
alcanzado en los vinos envejecidos en contacto con roble hingaro (Quercus petraea),
presentando un mayor grado alcohdlico, que afecta a los parametros de color principalmente por
su relacién con la etandlisis de la madera. Siendo vinos con mayor tonalidad roja y menor
luminosidad. Menor concentraciéon en azlcares y mayor en antocianos acilados. Los vinos
envejecidos en roble americano (Quercus alba) ha destacado por la rapida extraccion de aromas
lacticos y especiados y el roble francés (Quercus petraea) por menor acidez, tanicidad y
untuosidad.

De la comparacion entre las caracteristicas de los vinos tintos (sometidos a un envejecimiento con astillas
y con y sin microoxigenacion) se ha obtenido que los vinos envejecidos con aportaciones de oxigeno han
presentado los pardmetros enoldgicos significativamente mas altos.

1. Parece influir significativamente en una menor liberacién de azlcares tanto por hidrolisis de los
antocianos del vino, como de los taninos provenientes de la madera. Ademas se facilita la
precipitacion tartarica, ya que disminuye la existencia de &cido tartarico en los vinos, por
inestabilidad.

1. Mayor pérdida de antocianos totales, que podria ser debida inicialmente a una degradacién
oxidativa producida por la adicién de oxigeno. Aunque los resultados revelan que en periodos
prolongados de envejecimiento (hasta 28 meses), los vinos que inicialmente fueron
microoxigenados pierden antocianos totales, pero de manera menos acusada que los que no se
microoxigenaron. Han presentado valores significativamente inferiores en polifenoles totales (PT
Folin), polifenoles poco polimerizados (PPP), taninos (TAN), intensidad colorante (IC),
componente roja (%A520), luminosidad (L), relacion amarillo-azul (b*) y tono o matiz (H) y més
elevados de tonalidad (T), componente amarilla (%A420), importancia del color rojo (%dA),
relacion rojo-verde (a*), croma (C*).

2. Se ha producido una pérdida de compuestos fendlicos y color por procesos de reaccién con los
compuestos existentes en el vino (condensacién antociano-tanino o polimerizacién tanino-
tanino). Menores polifenoles poco polimerizados (PPP), demostrando que el oxigeno favorece
los procesos de polimerizacion o condensacion entre los compuestos fenolicos presentes en el
vino 0 aportados por la madera. Sin embargo, cuando el vino se introduce en un ambiente
reductor parte de estos compuestos se recuperan, provenientes de procesos de hidrélisis,
permitiendo a los vinos mantener niveles mas elevados. Mayor pérdida de antocianos
mondmeros y menor pérdida de antocianos acilados y cumarilados, siendo significativamente
mayores en Vitisin A (Mv-3-GI-Py). Valores significativamente superiores para la relacion
pigmento polimérico respecto de los antocianos en forma flavilium (i), para el porcentaje de
antocianos que se encuentran como ién flavilium tras suprimir el efecto del sulfuroso (aa). Estos
resultados muestran claramente la influencia del tratamiento de microoxigenacion en las
reacciones de polimerizacion de los antocianos, siendo mas importantes en estos vinos.
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3. Menores niveles de los compuestos fendlicos acido gélico, vanillina, acido protocatéquico, acido
vanillinico, acido caféico y acido sindpico y aumento de catequina, &cido siringico, epicatequina,
y acido ferdlico. El acido galico disminuye por la presencia de oxigeno y la vanillina ha tenido un
aumento mas limitado porque se han fomentado las reacciones de la vanillina con flavanoles y
antocianos. Aumento del acido protocatéquico debida a su formacién a partir del aldehido
protocatéquico, por los procesos de oxidacion. Menor &cido vanillinico y acido caféico (debido a
la condensacion con antocianos para dar compuestos acilados). Este resultado confirmaria que
el oxigeno favorece las reacciones de copigmentacion, atenuando en cierta medida la
disminucién del color formado por la formacién de un piranoantociano.

4. En el analisis sensorial destaca el aumento de la limpidez y tonos tejas en los vinos
microoxigenados. Aumentan los aromas especiados y frutos secos ligeramente. Ademas el
analisis multivariante refleja la capacidad de los catadores de diferenciar a los vinos que han sido
microoxigenados de los que no han tenido tal aportacién.

Los parametros analizados en el vino Tinto D.O. Toro, tras permanecer 6 meses en barricas y depositos a
los que se les ha afiadido astillas con distintos tostados y en distintos momentos (Astillas-MOX 2: un sélo
tipo de madera con tostado ligero, medio y fuerte, Astillas-MOX 1: dos tipos de madera distintas
generando asi los tres tipos de tostados; ligero (mezcla de madera fresca y madera de tostado medio),
medio (mezcla de madera fresca y madera de tostado fuerte), y fuerte (madera fresca y madera con un
alto grado de tostado) y Astillas-MOX 3: con mezcla de madera para generar los tres tostados, pero
adicionado a dos tiempos distintos (%2 dosis al inicio del envejecimiento y %2 dosis a los 45 dias)) y 22
meses en botella.

1. Con la combinacién de madera y microoxigenacion se ha intentado encontrar el sistema de
envejecimiento alternativo estudiado (Astillas-MOX) que méas se asemeje a la barrica, con el fin
de obtener un vino que alcance las caracteristicas propias de un envejecimiento en barrica en un
tiempo menor y con menos costes.

2. No se han encontrado diferencias significativas en los parametros fendlicos analizados en los
vinos envejecidos en barricas de los vinos en contacto con astillas-MOX. Tampoco se han
diferenciado los vinos por el grado de tostado de la madera o el momento de adicion de las
astillas, ni por las mezclas de las mismas, encontrandose datos similares para estos parametros
en los vinos a lo largo del proceso de envejecimiento llevado a cabo.

3. Entre los distintos grados de tostados de las astillas, la combinacién que ha reproducido el
tostado fuerte ha provocado en los vinos las mayores diferencias. Mayor tono rojo y niveles mas
elevados de color, contribuyendo a ser vinos mas estables a lo largo del envejecimiento y més
luminosos. Estos resultados establecen una relacion entre la presencia de compuestos cedidos
por la madera hacia el vino, que podria estar relacionada con las interacciones de los antocianos
con los taninos de la madera, repercutiendo en la formacion de nuevos pigmentos, produciendo
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un ligero aumentando del color azul. Entre los aromas, se detectaron en estos vinos mayor
intensidad aromética para la mayoria de los aromas propios de la madera y su tostado y se
valoraron como vinos mas maderizados y persistentes.

4. Los vinos envejecidos en barricas han presentado valores méas elevados de parametros bésicos,
y respecto a los parametros de color destaca la evolucién mas rapida durante el envejecimiento
en contacto con barricas, pero en el periodo de botella, los vinos que estuvieron en ella
consiguen mantener mayor intensidad en color, con tonos mas rojo-azulados y mayor indice de
ionizacion. Son vinos con mayor proporcién de pigmento polimérico y porcentaje de antocianos
que se encuentran como ion flavillum. Presentan menor color debido a los antocianos
copigmentados y polimerizados y mayor contenido en cofactores. Entre los compuestos &cidos y
aldehidos fendlicos analizados, se ha mantenido una concentracién de vanillina y &cido sinapico
y menor concentracion de acido protocatéquico. La pérdida total de antocianos viene definida
por el descenso del malvidin-3 glucésido (Mv-3-Gl), antociano mayoritario de la variedad Tinta de
Toro. Ademas el contenido en cianidin-3-glucésido cumarilado (Cn-3-GI-Cm) ha sido ligeramente
superior, produciendo un mayor aumento del color por su efecto hipercromico en el vino. Han
destacado en cata por ser mas puntuados en etanal, mas maderizados y con taninos dulces.

5. Algunos pardmetros han permitido diferenciar a los vinos por las dosis y los momentos de
aportacion de las astillas acompafiadas de la microoxigenacion. Aprecidndose un aumento de la
intensidad colorante, mayor concentracion de acido galico, acido vanillinico y menor
concentracion de acido gentisico en aquellos vinos a los que se aportd inicialmente mayor
cantidad de astillas-MOX 1 (4 g/L) principalmente durante su envejecimiento en botella. Se
valoraron como vinos més afrutados, balsdmicos y de elevada tanicidad. Los vinos con astillas-
MOX 2 se diferenciaron por ser los mas maderizados.

6. De los resultados obtenidos en el andlisis multivariante se deduce la gran variabilidad que
produce en los vinos la aportacidn de oxigeno y astillas a distintas dosis y tiempos sobre el vino
en el proceso de envejecimiento, haciendo mas dificil la diferenciacion, por parte de los
catadores, a los vinos que han estado en contacto con barricas de los vinos que han
permanecido en sistemas alternativos (astillas-MOX).

Se ha logrado que los vinos envejecidos con astillas microoxigenadas se aproximen més a los resultados
encontrados en un vino envejecido en barrica, frente a lo obtenido en los vinos con aportacion de madera
sin oxigeno, principalmente durante el periodo de envejecimiento oxidativo, dado que cuanto mayor es el

periodo de envejecimiento en botella, las diferencias entre los vinos aumentan.
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