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1. Resumen

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la incidencia del afio de vendimia y
la variedad de uva sobre la capacidad antioxidante de diversos vinos tintos secos y
correlacionar su potencial antioxidante con su perfil fendlico.

Se analizaron 16 muestras de vino tinto, 8 de la vendimia del 2009, 4 de ellos
elaborados con uva Tempranillo y los otros 4 con Cabernet Sauvignon, y 8 de la
vendimia de 2010, con las mismas variedades de uva que la vendimia anterior. Estos
vinos fueron elaborados por los alumnos de la E.T.S.I.ILA.A (Universidad de Valladolid,

Palencia).

Se determind la actividad antioxidante total utilizando los métodos DPPH, FRAP y
HRSA. El contenido en fenoles se determina a través de dos métodos, mediante el
indice de polifenoles totales (absorbancia a 280 nm) y mediante el reactivo de Folin-
Ciocalteau. Ademas, se cuantifican las familias fentlicas de acidos hidroxicinamicos,

flavonoles, taninos y antocianos.

1. Abstract

The main objective of this work is to study the harvest year and grape variety on
the antioxidant capacity of various dry red wines and relate antioxidant potential to

phenolic profile.

Were analyzed 16 samples of red wine, 8 samples of 2009 vintage, 4 of them made
with Tempranillo grape and other 4 with Cabernet Sauvignon, and 8 samples of 2010
vintage, with the same varieties of grapes before harvest. These wines were made by
students of the E.T.S.L.ILA.A. (University of Valladolid, Palencia).

Was determined the total antioxidant activity using DPPH, FRAP and HRSA
methods. Phenols content is determined by two methods, using the index of total
polyphenols (absorbance at 280 nm) and by the Folin-Ciocalteau reagent. In addition,
phenolic families were quantified like hydroxycinnamic acids, flavonols, tannins and

anthocyanins.
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2. Antecedentes

La excesiva oxidacion de biomoléculas da lugar a diversos dafios en el organismo.
Asi, un exceso de radicales libres se ha relacionado con una mayor incidencia de
diversas enfermedades degenerativas como cancer, enfermedades cardiacas,
inflamacién, artritis, disfuncion cerebral, aceleracion del envejecimiento, etc. (Pratico et
al., 2000)

El mecanismo por el que los radicales libres producen sus efectos transcurre
formando especies reactivas oxigenadas, que son los que producen los efectos
nocivos. Este proceso se ve favorecido por la presencia de oxigeno y de luz

ultravioleta, que inicia la formacién de radicales libres.

La utilizacién de antioxidantes permite que no se produzcan las especies reactivas
oxigenadas de forma que se impiden las consecuencias de su actividad. Estos
antioxidantes acttan principalmente en reacciones de terminacién de cadenas de
radicales libres, impidiendo la oxidacion de lipidos y otras moléculas, y cediendo
atomos de hidrogeno de forma que se neutralizan los radicales libres (Visioli et al.,
2000; Kris-Etherton et al., 2002).

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas, con diferentes estructuras y propiedades quimicas y actividad biologica,
englobando mas de 8.000 compuestos distintos. Quimicamente los polifenoles son un
gran grupo de compuestos presentes en la naturaleza que poseen anillos aromaticos
con sustituyentes hidroxilos. Estos compuestos son en su mayoria potentes
antioxidantes necesarios para el funcionamiento de las células vegetales. Se
encuentran en frutas y verduras y en bebidas como té y vino (Kinsella et al., 1993). La
estructura quimica de los polifenoles es especialmente adecuada para ejercer una

accion antioxidante.

Al postularse la accion protectora del vino en algunas enfermedades crénicas
como resultado de su capacidad antioxidante, diferentes grupos han abordado la
medicion de esta capacidad. Estd demostrado, que las propiedades antioxidantes del
vino se deben a sus componentes polifendlicos (Abu-amsha et al., 1996). El contenido
total de polifenoles de un vino se correlaciona directamente con su capacidad
antioxidante (Rice-Evans et al., 1997; Sato et al., 1998).
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Los compuestos polifendlicos de la uva se encuentran en la piel, especialmente en
las células epidérmicas y en las pepitas, su concentracién es baja en la pulpa. El
proceso de elaboracion de los vinos comienza con la obtencion del vino base
procedente de uvas blancas o tintas. Los vinos base blancos y rosados se obtienen
cuando la fermentacion tiene lugar sin el contacto entre hollejo y mosto. En cambio, los
tintos se elaboran en contacto con los hollejos y su color dependera del tiempo y la
intensidad de la maceraciéon (Hidalgo et al., 2004). Por esta razon, la cantidad de
compuestos fendlicos que se encuentran en el vino tinto es mayor que la de los vinos
blancos y rosados, ya que en el proceso de elaboracion del vino tinto se incluye el
proceso de maceracién del mosto con la piel y partes sélidas de la uva, principal
origen de los polifenoles. Cabe destacar que los polifenoles contribuyen de forma

notable en las caracteristicas organolépticas del vino (color, astringencia, etc.).

La cantidad y calidad de polifenoles en la uva depende principalmente de la
variedad de la vid, del clima, del terreno y de las practicas de cultivo. De todos estos

factores condicionantes las practicas de cultivo son el factor mas facil de modificar.

Existe disparidad de opinién por parte de expertos viticultores y enélogos en
cuanto a las necesidades hidricas de los vifiedos y la influencia del riego en el vino
final. Un suplemento de agua generalmente aumenta el rendimiento en cosecha
(Spiegel-Roy y Bravdo, 1964). Asi por ejemplo Carbonneau (1987); Van Leeuwen y
Seguin (1994) han demostrado que en una zona de clima templado, la regulacion de
la alimentacién en agua a un nivel bajo es un factor de calidad determinante en un
terreno viticola. Algunos investigadores como Neja et al. (1977) encontraron que el
riego tenia efectos positivos en la calidad del vino, sin embargo esta observacion no es
compartida por autores como Morris et al. (1982) quienes encontraron efectos
negativos o ningun efecto en absoluto. Estos resultados contradictorios podrian
deberse a efectos diversos e indirectos del riego y del estrés hidrico en fases

particulares de crecimiento (Hepner et al., 1985).

La disminucién del crecimiento vegetativo es la incidencia mas caracteristica de
una baja disponibilidad de agua. La ralentizacion del crecimiento est4 doblemente
ligada a la disminucién de los cambios gaseosos a causa del cierre de los estomas
(Smart, 1987) y a la disminucién de la expansién celular debida a la pérdida de
turgencia de la célula (Schulze, 1986). Asimismo, un régimen hidrico limitante
repercute en el ciclo fenoldgico de la vid, es decir, éste es mas precoz y la parada

vegetativa se acelera (Koundouras et al., 1999).
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3. Objetivo

Estudiar la capacidad antioxidante de diversos vinos tintos secos elaborados en las
vendimias 2009 y 2010 empleando diferentes variedades de uva y relacionar su
potencial antioxidante con su perfil fendlico.

4. Material y Métodos

4.1. Muestras

La parcela sobre la que se realiz6 el experimento se ubica en la finca Zamaduefias
(Valladolid) perteneciente al Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Ledn. Sobre
dicha finca se establecieron dos ensayos experimentales, uno en un vifiedo de la
variedad Tempranillo y otro de la variedad Cabernet Sauvignon, en las que se tomaron
cuatro muestras de uvas de distintas caracteristicas en cuanto a la densidad de
plantacién, dosis, época y sistemas de riego (Tabla 1). Estas condiciones se

mantuvieron en las vendimias de 2009 y de 2010.

En este estudio se emplearon 16 vinos tintos secos, de los cuales, 8 vinos
pertenecen a la cosecha de 2009, siendo 4 de ellos producidos a partir de uva de la
variedad Tempranillo y los otros 4 se elaboraron con uva de la variedad Cabernet
Sauvignon. Otros 8 vinos pertenecen a la cosecha de 2010 y fueron tratados con las

mismas técnicas experimentales que en el afio anterior.

En la siguiente tabla se muestran las diferentes codificaciones de las muestras, la
variedad de uva empleada para elaborar el vino, la densidad de plantaciéon de la

parcela, las dosis de riego aplicadas y el sistema de riego de cada parcela.

Tabla 1. Tratamientos experimentales de las distintas muestras.

Cédigo muestra Variedad DenS|d_a'd D_05|s E.poca Slftema
plantacién riego riego riego
A2E2009 / A2E2010 Alta 25% ETo E GT
A2P2009 / A2P2010 . Alta 25% ETo P GT
Tempranillo :
B02009 / BO2010 Baja 0% ETo
B22009 / B22010 Baja 25% ETo P GT
Plzoog/ PlZOlO Alta 12,5% ETo P PRD
P22009/ P22010 Cabernet Alta 25% ETo P PRD
T02009 / T02010 SaUVignon Alta 0% ETo
T22009 / T22010 Alta 25% ETo P GT
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ETo : Evapotranspiracion del cultivo de referencia.

P: A partir de la parada de crecimiento de pAmpanos hasta final de maduracion.
E: Desde el inicio del envero hasta el final de la maduracion.

GT: Goteo tradicional.

PRD: Goteo con secado parcial de raices (partial root drying).

Se analiz6 el contenido total de polifenoles, las familias fendlicas y la capacidad
antioxidante de las 16 muestras de vino por triplicado. Antes de comenzar los analisis,

las muestras de vino fueron centrifugadas a 4000 r.p.m. durante 5 minutos.

4.2. Métodos empleados
4.2.1. Determinacion del contenido de polifenoles totales
4.2.1.1. Método Folin-Ciocalteu (IFC)

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico (Peterson, 1979). La transferencia de electrones a pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotungstico en dxidos, cromdgenos de
color azul intenso, de tungsteno (WgO,3) y de molibdeno (MogO,3), siendo proporcional

este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Julkunen-Tiito, 1985).

En un matraz aforado de 10 mL, se introducen respetando el orden, 0,1 mL de
muestra diluida 1:5, 5 mL de agua destilada, 0,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 2
mL de la solucién de carbonato de sodio (20% p/v) y se enrasa a 10 mL con agua
destilada. Se agita el matraz para homogeneizar, se espera 30 minutos para
estabilizar la reaccién, transcurrido este tiempo, se mide la absorbancia a 750 nm con
una cubeta de plastico de 1 cm de camino 6ptico frente a un blanco preparado con

agua destilada. Mediante la siguiente ecuacion se determina el indice Folin-Ciocalteu:

IFC = Azs0 X 100
4.2.1.2. indice de Polifenoles Totales (IPT)

El fundamento de esta técnica analitica se basa en la obtencién del indice por la
medida de la absorbancia del vino a 280 nm (UV), porque el nicleo bencénico
caracteristico de los compuestos polifendlicos tiene su maximo de absorbancia a esta

longitud de onda (Zamora, 2003).
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El procedimiento consiste en diluir la muestra de vino con un indice de 1:50, en
agua destilada e introducirlo en la cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico. Se
realiza la lectura de la absorbancia a 280 nm utilizando como blanco agua destilada.
En el calculo del indice se aplica la siguiente ecuacion:

IPT= Azgo X 50
4.2.2. Determinacion del contenido de Acidos Hidroxicinamicos

El fundamento de este ensayo se basa en la obtencion del contenido de acidos
hidroxicinAmicos por la medida de la absorbancia del vino a 320 nm (Andrés-Lacueva
et al., 1997).

El procedimiento consiste en diluir la muestra con un factor de dilucién de 1:100 y
medir la absorbancia en un espectrofotdmetro con cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
optico. El resultado de la absorbancia se multiplica por el factor de dilucién:

Ac. Hidroxicinamicos = Az, x 100
4.2.3. Determinacion del contenido de Flavonoles

El fundamento se basa en la obtencion del contenido de flavonoles por la medida
de la absorbancia del vino a 365 nm (Andrés-Lacueva et al., 1997).

El procedimiento consiste en diluir la muestra con un factor de diluciéon de 1:100 y
medir la absorbancia en el espectrofotdmetro a 365 nm con cubeta de cuarzo de 1 cm
de paso éptico. El resultado se obtiene con la siguiente ecuacion:

Flavonoles= Azgs x 100

4.2.4. Determinacion del contenido de Antocianos Totales

El fundamento de esta técnica analitica se basa en la decoloracion mediante
bisulfito de sodio (Ribereau-Gayon y Stonestreet, 1965), donde la decoloracién es
proporcional a la concentracién de antocianos libres.

El procedimiento consiste en preparar una disolucién madre que contenga 1mL de
muestra, 1mL de etanol y 20 mL de HCI al 2% v/v. A partir de esta disolucion se vierte
en un tubo de ensayo denominado tubo “A”, 5 mL de dicha disolucién y 2 mL de agua
destilada y en un tubo “B”, 5 mL de la disolucion y 2 mL de HNaSO; al 16%. Esperar
15 minutos y medir la absorbancia a 520 nm en cubeta de vidrio de 1 cm de paso
Optico. La concentracion de antocianos totales viene dada segun la siguiente ecuacion:

Cantocianos (MQg/L) = 875 X (Aa — Ag)
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4.2.5. Determinacion del contenido en Taninos

Este método se basa en la propiedad que presentan los taninos condensados de
liberar en medio &cido y en presencia de calor, por rotura de los enlaces
intermonomeéricos, un carb6n muy reactivo, que puede, por oxidacién, dar lugar a una
antocianidina (Bate-Smith, 1981).

El procedimiento consiste en preparar una dilucidon previa de la muestra de vino
con un factor de dilucion de 1:10. A partir de esta dilucién se preparan dos tubos de
ensayo, en el tubo “A” se afiade 1 mL de muestra diluida, 0,5 mL de agua destilada y 3
mL de HCI al 37%. En el tubo “B” se afiade 1 mL de muestra diluida, 0,5 mL de agua
destilada y 3 mL de HCI al 37%. Se lleva el tubo “A” a 90 °C durante 30 minutos
tapado y protegido de la luz y una vez transcurrido este tiempo se deja atemperar en
oscuridad. El tubo “B” se deja a temperatura ambiente protegido de la luz. Una vez el
tubo “A” esté atemperado se afiade 0,5 mL de etanol en ambos tubos y se mide la
absorbancia a 550 nm en cubeta de vidrio de 1 cm de paso Optico. La concentracion

de taninos condensados se calcula mediante la siguiente ecuacion:

4.2.6. Determinacién de la capacidad antioxidante
4.2.6.1. Método DPPH

Este método se basa en la reduccion de los radicales libres DPPH (2,2 —difenil-1-
picrilhidrazil), que conduce a la decoloracién (Brand-Williams et al., 1995). La
presencia del antioxidante provoca una pérdida de color en el reactivo en metanol a
una concentracion de 60 uM. A esta concentracion, la soluciéon inmediatamente

alcanza un valor de absorbancia de 0,7 a 517 nm.

La reaccién tiene lugar cuando 980 uL DPPH (60 uM) se mezcla con 20 yL de la
muestra (a una dilucién de 1:50 en agua). El tiempo de reaccién es de 2 horas a
temperatura ambiente, que es el tiempo necesario para llegar a una lectura estable de
los reactivos con la muestra. Los resultados se expresan en milimolar de Trolox

usando la curva patron lineal descrita por esta sustancia.

mM Trolox = 1.6903 x Dif A - 0.0056
Range = 0,08-1 mM
R = 0,9986
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4.2.6.2. Método FRAP

Este método se utiliza para medir el poder reductor de una muestra (Benzie et al.
1996). Se basa en el aumento de absorbancia a 593 nm debido a la formacién de
complejos tripiridil-S-triazina con férrico (Il) [TPTZ-Fe (I)] en presencia de un agente

reductor.

La mezcla de reaccién se prepara mezclando 25 mL de soluciéon tampén de
acetato de sodio 0,3 M a un pH de 3,6, 2,5 mL de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-S-triazina)
a concentraciéon 10 mM, 2,5 mL de FeCl; (20 mM) y 3 mL de agua. A 30 pL de la
muestra (diluido en agua a 1:50) se afiaden a 970 pL de la mezcla reactiva anterior y
se incuba a 37 °C durante 30 minuntos. Se prepara un blanco en el que se afiaden 30
ML de agua destilada en lugar de la muestra diluida. Los resultados fueron expresados
como milimoles de Fe (ll), utilizando la calibracion lineal obtenida con diferentes

concentraciones de FeSO, segun se indica en la siguiente ecuacion lineal.

mM Fe(ll) ) = 1.535 x Dif A - 0.0137
Range = 0,2-1,6 mM
R =0,9983

4.2.6.3. Método HRSA

El método HRSA se basa en la actividad atrapadora de radicales hidroxilo. La
Desoxirribosa (2 - desoxi-D-ribosa) se descompone cuando se expone a los radicales
hidroxilo generados por la reaccién de Fenton (Halliwell, 1987). Los radicales hidroxilo
(HO) se generaron a través de los siguientes sistemas; 50 uL de FeCl; (0,1 mM), 50
ML de acido ascérbico (0,1 mM), 50 pL de H,O, (1 mM) y 50 uL de EDTA (0,1 mM ).

La reaccion se produce cuando se afade a la mezcla anterior 75 uL de la muestra
(diluido al 1:50 en agua), con 100 uL de desoxirribosa (1 mM de concentracién final).
Se incuba a 37 °C durante 1 hora. Una vez transcurrido ese tiempo se afiade 562,5 mL
de TCA (&cido tricloroacético) al 28% p/v en agua, 375 mL de TBA (&cido
tiobarbitarico) al 1% p/v en una disolucién 0,05 M de NaOH y se afiade a 375 mL de la
muestra bajo incubacion. Esta nueva mezcla se mantiene durante 15 minutos a 100 °C
después de lo cual se deja enfriar a temperatura ambiente. La MDA (malondialdehido)
formada por la descomposicién de la desoxirribosa se evalla en la reaccion con TBA 'y
se mide la absorbancia del producto de reacciéon a 532 nm. El resultado se expresa

como un porcentaje de inhibicidn en relacién con una muestra de control (Blanco).

% Inhibicién = [(Ablanco - Amuestra)/ Ablanco] x 100
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4.3. Resumen de resultados
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5. Resultados y discusion

Con el fin de interpretar los resultados de los andlisis quimicos se realiza un
andlisis estadistico de los datos empleando distintos métodos. El principal objetivo del
estudio estadistico es averiguar si existen diferencias significativas en los niveles de
polifenoles y la capacidad antioxidante de las distintas muestras de vino en funcion de

las variables “muestra” y “afio”.

En primer lugar se lleva a cabo un andlisis descriptivo de los pardmetros. Para
estimar si existen diferencias en estas variables en funcién de la muestra y el afio en
dichos parametros se realiza un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores sin
interaccion. Se emplea el test Tukey con el fin de determinar las diferencias por pareja
en la variable muestra. Por ultimo, con el objetivo de reducir el nimero de variables se
realiza un Analisis de Componentes Principales (ACP). Estos métodos se llevan a

cabo mediante el programa estadistico SPSS version 18.

5.1. Andlisis descriptivo de los parametros analizados

Se disponen de un total de 16 muestras de vino de los que se han recogido los
datos relativos al afio de vendimia, tipo de uva, hombre de la muestra e informacion
sobre 9 pardmetros quimicos relacionados con los polifenoles y la capacidad

antioxidante de los vinos.

En la tabla 3 aparecen algunos estadisticos descriptivos (media, mediana,

deviacion tipica, maximo, minimo y rango intercuartilico) de los parametros quimicos.

Tabla 3. Estadisticos descriptivos.

IFC | IPT | HIDRO | FLAV | ANT | TAN | DPPH | FRAP | HRSA
Media 16,0 | 32,2 | 15,8 81 | 310 |0,65| 0,09 | 0,31 | 54,0
Mediana 16,0 | 32,0 | 16,2 83 | 279 |066| 0,09 | 0,31 | 55,0
Desuv. tip. 22 | 44 1,6 15 | 146 | 0,19 | 0,03 | 0,06 7,2
Minimo 10,3 | 25,0 | 12,4 58 | 102 | 0,23 | 0,04 | 0,20 | 38,0
Maximo 20,1 |38,0| 18,3 | 10,2 | 540 | 0,86 | 0,14 | 0,41 | 65,0
Amplitud intercuartil | 25 | 8,6 2,3 2,7 | 282|025| 0,03 | 0,12 | 10,0
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En la figura 1 se representan los diagramas box plot para los distintos pardmetros

analizados en laboratorio.
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Figura 1. Diagramas box plot.

A pesar del escaso tamafio muestral se observa que la mediana y la media de
todos los componentes son muy similares y que no existen valores extremos, por lo
gue podemos decir que la distribucién de estas variables es simétrica y por lo tanto

asumiremos normalidad.

5.2. Andlisis descriptivo de los factores

En este andlisis se utilizan dos variables de exposicion, el afilo de la vendimia

(2009 6 2010) y la muestra (8 tipos). Sus frecuencias se resumen en las tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Variable vendimia.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado

Vélidos 2009 8 50,0 50,0 50,0
2010 8 50,0 50,0 100,0
Total 16 100,0 100,0

Tabla 5. Variable muestra.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado

Vaélidos A2E 2 12,5 12,5 12,5

A2P 2 12,5 12,5 25,0

BO 2 12,5 12,5 37,5

B2 2 12,5 12,5 50,0

P1 2 12,5 12,5 62,5

P2 2 12,5 12,5 75,0

TO 2 12,5 12,5 87,5

T2 2 12,5 12,5 100,0

Total 16 100,0 100,0

5.3. Analisis ANOVA de dos factores

El andlisis de la varianza (o0 Anova: Analysis of variance) permite estudiar
simultaneamente los efectos de dos fuentes de variacion. Es decir, el efecto

simultaneo que tienen dos factores en una variable cuantitativa.

Se realiza un experimento para cada uno de los grupos formados por los dos
factores a estudiar (“muestra” y “afio”). Es decir, para cada muestra de vino y afio de

vendimia s6lo hay una repeticién/experimento.

Los resultados del ANOVA aparecen reflejados en las tablas 6 hasta la 14; y en las
figuras 2 hasta la 10 se representa graficamente para cada parametro analizado en el
laboratorio, las medias marginales para el afio de vendimia y muestra, al realizarse un
experimento para cada subgrupo, cada punto del grafico representa cada uno de los

experimentos.
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Variable dependiente: IFC

Tabla 6. Tabla ANOVA dos factores, IFC.

Origen Suma de cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 50,807% 8 6,351 2,426 ,130
Interseccion 4074,907 1 4074,907 1556,745 | ,000
vendimia_rec 28,998 1 28,998 11,078 ,013
muestra_rec 21,808 7 3,115 1,190 ,412
Error 18,323 7 2,618
Total 4144,037 16
Total corregida 69,130 15

a. R cuadrado =,735 (R cuadrado corregida = ,432)
22
) /‘ A
18 . —A2P
‘////d = B0
16 74 —B2
% —r1
14
/ P2
12 TO
/ T2
10
2009 2010

En la tabla ANOVA de dos vias para el parametro IFC (tabla 6), se observa que p-
valor para el factor vendimia es igual a 0,013 (< 0,05), por lo que se concluye que la
media de IFC es estadisticamente diferente en funcion del afio de vendimia. En la
figura 2 se observa que para todas las muestras la media de IFC fue superior en el
afio 2010. El p-valor para el factor muestra es igual 0,412 (> 0,05) por lo que se
concluye que no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de
IFC en funcién de la muestra. En la figura 2 podemos observar que las lineas que
representan los valores de IFC para cada muestra no son paralelas por lo que
visualmente podriamos decir que hay interacciéon aunque esto no se puede comprobar

estadisticamente. La muestra A2E obtuvo los mayores valores de IFC tanto en 2009

Figura 2. Medidas marginales estimadas de IFC

como en 2010 y la muestra BO obtuvo el menor valor de IFC en 2009 y TO en 2010.
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Variable dependiente: IPT

Tabla 7. Tabla ANOVA dos factores, IPT.

Origen Suma de cuadrados tipo lli gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 285,497% 8 35,687 29,520 ,000
Interseccion 16597,040 1 16597,040 13728,967 | ,000
vendimia_rec 44,496 1 44,496 36,806 ,001
muestra_rec 241,002 7 34,429 28,479 ,000
Error 8,462 7 1,209
Total 16891,000 16
Total corregida 293,960 15

a. R cuadrado =,971 (R cuadrado corregida = ,938)
40
38
/ —— Az
36
——A2P
34 == —_50
32 —B2
30 _/ P1
58 _— —P2
26 —
T2
24 .
2009 2010

Figura 3. Medidas marginales estimadas de IPT

En la tabla 7, se observa que p-valor tanto para el factor vendimia como para el

factor muestra es menor de 0,05 (p-valor=0,001 y p-valor=0,000 respectivamente), por

lo que existen diferencias estadisticamente significativas en funcién del afio y del tipo

de muestra.

En la figura 3 se observa que para todas las muestras la media de IPT fue superior

en el afilo 2010 que en la vendimia del afio anterior y en cuanto a las muestras, la

muestra TO alcanza el mayor nivel de IPT frente a la muestra B2 que se encuentra en

el nivel mas bajo. Las muestras P1, P2, TO y T2 correspondientes a la variedad de uva

Cabernet Sauvignon presentan mayor IPT que las muestras procedentes de uva

Tempranillo.

Marta Carfibano Alberola

E.T.S.I.ILA.A. Universidad de Valladolid




Efecto del perfil fendlico sobre las caracteristicas antioxidantes de vinos tintos

Variable dependiente: Acidos Hidroxicinamicos

Tabla 8. Tabla ANOVA dos factores, Ac. Hidroxicinamicos.

Origen Suma de cuadrados tipo lll | gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 37,925° 8 4,741 20,703 ,000
Interseccién 3998,981 1 3998,981 17464,503 | ,000
vendimia_rec , 131 1 ,131 574 ,473
muestra_rec 37,793 7 5,399 23,579 ,000
Error 1,603 7 ,229
Total 4038,509 16
Total corregida 39,527 15

a. R cuadrado =,959 (R cuadrado corregida = ,913)

19
4__—-___-__
18 e
— A2E
17 A2P
16 f’ — BO
B2
15
P1
14 P2
i, — TO0
\ T2
12 ; .
2009 2010

Figura 4. Medidas marginales estimadas de &ac. hidroxicinAmicos

Segun se muestra en la tabla 8 el p-valor del factor vendimia es de 0,473 por lo
gue no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de &cidos
hidroxicindmicos. Sin embargo el p-valor del factor muestra es menor de 0,05 por lo
gue en este caso se puede asegurar que son estadisticamente diferentes para este

factor.

La figura 4 representa de forma grafica que el contenido en &cidos
hidroxicinamicos de las muestras A2E, BO, B2, P2, TO y T2 es mayor en 2009 que en
2010, sin embargo este parametro es mayor en 2010 para las muestras A2E y P1. Las
muestras correspondientes a la variedad de uva Cabernet Sauvignon presentan mayor
contenido en acidos hidroxicinamicos que las muestras procedentes de uva

Tempranillo.

Marta Canibano Alberola 17 E.T.S.L.LILA.A. Universidad de Valladolid



Efecto del perfil fendlico sobre las caracteristicas antioxidantes de vinos tintos

Variable dependiente: Flavonoles

Tabla 9. Tabla ANOVA dos factores, Flavonoles.

Origen Suma de cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 33,846° 8 4,231 68,828 ,000
Interseccion 1057,876 1 1057,876 17210,225 | ,000
vendimia_rec ,001 1 ,001 ,010 ,923
muestra_rec 33,845 7 4,835 78,660 ,000
Error ,430 7 ,061
Total 1092,152 16
Total corregida 34,276 15

a. R cuadrado =,987 (R cuadrado corregida = ,973)
11
10
AZE
9 A2P
8 BO
- B2
7 L ——
P1
6 P2
5 TO
T2
a
2009 2010

Figura 5. Medidas marginales estimadas de flavonoles

En la tabla ANOVA de dos vias para el parametro flavonoles (tabla 9), se observa

gue p-valor para el factor vendimia es igual a 0,923 (> 0,05), por lo que se concluye

gue no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de flavonoles

en funcion del afio de vendimia. El p-valor para el factor muestra es igual a 0,000

(<0,05) por lo que se concluye que el contenido en flavonoles es estadisticamente

diferente en funcién del factor muestra.

En la figura 5 se puede observar que en las muestras A2E, A2P y P1 hay mayor

contenido en flavonoles en las muestras de 2010, las muestras B0, B2 y TO tienen

menor contenido para este mismo afio. Las muestras correspondientes a la variedad

de uva Cabernet Sauvignon presentan mayor cantidad de flavonoles que las muestras

procedentes de uva Tempranillo.
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Variable dependiente: Antocianos

Tabla 10. Tabla ANOVA dos factores, Antocianos.

Origen Suma de cuadrados tipolll | gl | Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 265646,555" 8 33205,819 4,436 ,032
Interseccion 1534991,940 1 1534991,940 205,054 | ,000
vendimia_rec 231411,107 1 231411,107 30,913 ,001
muestra_rec 34235,448 7 4890,778 ,653 ,706
Error 52400,448 7 7485,778
Total 1853038,943 16
Total corregida 318047,002 15

a. R cuadrado =,835 (R cuadrado corregida = ,647)

600

500 « — AJE
400 Z / —A2P
/ = w0
300 = — —— B0
”/ — D]
200 7 s
100 TO

T2

2008 2010

Figura 6. Medidas marginales estimadas de antocianos (mg/L).

Segun los datos de la tabla 10 el p-valor para el factor vendimia es de 0,001 por lo
gue se demuestra que existen diferencias estadisticamente significativas en funcién
del afio de vendimia. El p-valor para el factor muestra es 0,706 por lo que se concluye
gue no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de antocianos
en funcion de la muestra.

En la figura 6 se observa que para todas las muestras, la media de antocianos es
superior en las muestras correspondientes a la vendimia de 2010. En 2009 todas las
muestras contienen cantidades similares de antocianos pero en 2010 las muestras P1,
P2, TO y T2 correspondientes a la variedad de uva Cabernet Sauvignon presentan un
fuerte incremento en la cantidad de antocianos en comparacion con las muestras A2E,
A2P, BO y B2, procedentes de uva Tempranillo, en las que el incremento en este
polifenol es mas moderado.
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Variable dependiente: Taninos

Tabla 11. Tabla ANOVA dos factores, Taninos.

Origen Suma de cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido ,399% 8 ,050 2,584 114
Interseccion 6,692 1 6,692 346,765 ,000
vendimia_rec ,232 1 ,232 12,037 ,010
muestra_rec ,167 7 ,024 1,234 ,394
Error , 135 7 ,019
Total 7,227 16
Total corregida 534 15

a. R cuadrado =,747 (R cuadrado corregida = ,458)
0,9
N
0,8 —
\ A2E
AN S—
0,7 A2P
NN —
0,6 L BO
w B2
o N .
0,4 \ P2
0.3 - TO
\ T2
0,2
2009 2010

Figura 7. Medidas marginales estimadas de taninos (mg/L).

Segun los datos de la tabla 11 el p-valor para el factor vendimia es de 0,010 por lo
gue se demuestra que existen diferencias estadisticamente significativas en funcion
del afio de vendimia. El p-valor para el factor muestra es 0,394 por lo que se concluye
gue no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de taninos en
funcién de la muestra.

En la figura 7 se observa que para todas las muestras, la media de taninos es
superior en el afio 2009. En todas las muestras de 2009 el contenido en taninos es
similar, pero en 2010 las muestras A2E, A2P, BO y B2, procedentes de uva
Tempranillo presentan una fuerte disminucién en
comparacion con las muestras P1, P2, TO y T2 correspondientes a la variedad de uva
Cabernet Sauvignon, en las que esta disminucion es mas moderada.

la cantidad de taninos en
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Variable dependiente: DPPH

Tabla 12. Tabla ANOVA dos factores, DPPH.

Origen Suma de cuadrados tipo lli gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido ,009% 8 ,001 2,452 127
Interseccién ,125 1 ,125 264,461 ,000
vendimia_rec ,002 1 ,002 4,632 ,068
muestra_rec ,007 7 ,001 2,140 ,168
Error ,003 7 ,000
Total , 137 16
Total corregida ,013 15

a. R cuadrado =,737 (R cuadrado corregida = ,436)
0,16
0,14 /// — A2E
0,12 S —_—A2P
/// ——BO
- W >
—_—P1
0,08 __—
// —— P2
==
0,06 T0
T2
0,04 |
2009 2010

Figura 8. Medidas marginales estimadas de DPPH (mM Trolox)

En la tabla 12 se observa que no existen diferencias estadisticamente significativas

en la media del parametro DPPH en funcién del afio de vendimia ni del tipo de muestra

(p-valor =0,068 y p-valor=0,168, respectivamente).

En la figura 8 se observa que para las muestras T2 y TO los niveles de DPPH han

disminuido de 2009 a 2010 mientras que para el resto de muestras los niveles de este

paradmetro han aumentado.
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Variable dependiente: FRAP

Tabla 13. Tabla ANOVA dos factores, FRAP.

Origen Suma de cuadrados tipo lli gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido ,051% 8 ,006 4,741 ,027
Interseccion 1,501 1 1,501 1118,783 ,000
vendimia_rec ,048 1 ,048 35,661 ,001
muestra_rec ,003 7 ,000 ,324 ,920
Error ,009 7 ,001
Total 1,562 16
Total corregida ,060 15

a. R cuadrado = ,844 (R cuadrado corregida = ,666)
0,45
0,4 A2E
£ —A2P
0,35 oA 50
—B2
0,3 '/ﬂ —P1
// 2
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g // TO
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Figura 9. Medidas marginales estimadas de FRAP (mM Fe(ll)).

Segun los datos de la tabla 13 el p-valor para el factor vendimia es de 0,001 por lo
gue se demuestra que existen diferencias estadisticamente significativas en funcién
del afio de vendimia. El p-valor para el factor muestra es 0,920 por lo que se
demuestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en las medias de

FRAP en funcion de la muestra.

En la figura 9 se observa que para todas las muestras, la media de FRAP es
inferior en las muestras correspondientes al afio 2009. La muestra TO sufre un
incremento minimo en la capacidad antioxidante en comparacién con el resto de

muestras cuyo incremento en 2010 respecto a 2009 es muy elevado.
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Variable dependiente: HRSA

Tabla 14. Tabla ANOVA dos factores, HRSA.

Origen Suma de cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 591,000° 8 73,875 2,955 ,086
Interseccion 46656,000 1 46656,000 1866,240 | ,000
vendimia_rec 64,000 1 64,000 2,560 ,154
muestra_rec 527,000 7 75,286 3,011 ,085
Error 175,000 7 25,000
Total 47422,000 16
Total corregida 766,000 15

a. R cuadrado =,772 (R cuadrado corregida = ,510)
71
66
/ ——A2E
61 - A2P
6 — ——B0
—_ —B2
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Figura 10. Medidas marginales estimadas de HRSA (% inhibicion).

En la tabla 14 se observa que no existen diferencias estadisticamente significativas
en la media del parametro HRSA en funcién del afio de vendimia ni del tipo de muestra

(p-valor =0,154 y p-valor=0,085, respectivamente).

En la figura 10 se observa que para las muestras BO y P1 los niveles de HRSA son
mayores en las muestras correspondientes a la vendimia de 2009 que en la de 2010

mientras que para el resto de muestras los niveles de este parametro son mayores en

2010.
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5.4. Comparaciones multiples. Test de Tukey

El objetivo del test de Tukey es estudiar dos a dos las categorias del factor para
determinar en qué par de categorias se producen las diferencias, por tanto sélo tiene
sentido cuando el factor tiene mas de dos categorias. Por lo tanto, en el caso del factor
afio no tiene sentido realizar este test puesto que sélo tiene dos categorias.

En la tabla 15 se muestra un resumen de los resultados obtenidos tras el andlisis
del test de Tukey en aquellas variables en las que se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en el factor muestras (IPT, acidos hidroxicinamicos y
flavonoles). En ella se indica entre qué muestras existen diferencias estadisticamente

significativas entre las medias a un nivel de significacion para cada parametro de 0,05.

Tabla 15. Tabla resumen test de Tukey.

PT A2E - A2P - BO - B2 TO
P1 - P2 - TO B2 T2 -
A2E
B2 B2 P1 A;:)le
A2E P1 A2P BO P2 B2
TO P1 TO P2
Ac. TO
Hidroxicinamicos T2
pe 80 A2E
P1 P2 TO BO T2 B2
BO B2 B2
B2
B2 B2 A2E
P1 A2P
P1 P1 P2 P1
A2E P2 A2P P2 BO B2
TO P2
T0 T0 T2 T0
T2 T2 ™
Flavonoles AZE
A2E ﬁgg A2P A2E
A2P BO A2P
P1 BO P2 gg TO B2 T2 BO
B2 To P2 B2
T2

Segln se muestra en la tabla, para el parametro IPT existen diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras B2 frente a TO. En cuanto al
contenido de A&cidos hidroxicinamicos, existen diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras A2E frente a B2, P1 y TO; entre A2P frente a B2 y P1;
entre BO frente a P1, P2 y TO y entre la muestra B2 frente a todas las muestras salvo
la muestra BO. Por ultimo, en cuanto al contenido en flavonoles, existen diferencias
entre la mayoria de las muestras salvo A2E frente a A2P y BO; A2P frente a BO; BO
frente a B2; P1 frente a P2, TOy T2; P2 frente a TO y entre TO frente a T2.
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5.5. Analisis de Componentes Principales (ACP)

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de

sintesis de informacion, o reduccién de la dimensién (nimero de variables). Es decir,

ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo sera reducirlas a un menor

namero perdiendo la menor cantidad de informacién posible. Las nuevas componentes

principales o factores seran una combinacion lineal de las variables originales, y

ademas seran independientes entre si.

Un aspecto clave en ACP es la interpretacion de los factores, ya que ésta no viene

dada a priori, sino que sera deducida tras observar la relacion de los factores con las

variables iniciales (se estudiara tanto el signo como la magnitud de las correlaciones).

Se emplea la técnica multivariante de componentes principales para la reduccién

de la informacion de los 9 parametros quimicos estudiados, a dos factores y se

representa graficamente en un plano 2x2.

Tabla 16. Varianza total explicada.

o Sumas de las saturaciones al Suma de las saturaciones al
Autovalores iniciales L »
cuadrado de la extraccion cuadrado de la rotacién
% de la % % de la % % de la %
Total i Total i Total .
varianza acumulado varianza acumulado varianza acumulado
IFC 3,647 40,523 40,523 3,647 40,523 40,523 3,592 39,913 39,913
IPT 3,066 34,072 74,594 3,066 34,072 74,594 3,121 34,682 74,594
HID , 726 8,068 82,663
FLA 674 7,487 90,149
ANT 423 4,704 94,854
TAN ,289 3,208 98,062
DPPH 127 1,414 99,476
FRAP ,043 475 99,951
HRSA ,004 ,049 100,000

En la tabla 16 se observa que la varianza explicada por el primer factor es del

40,52% vy la del segundo factor 34,07%, la varianza total explicada supera el 70%.

Se llevé a cabo una rotacién varimax para conseguir una mejor representacion de

los datos en el plano, tal y como se muestra en las siguientes tablas.
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Tabla 17. Matriz de componentes.

Componente
1 2
IFC -,385 127
IPT , 752 ,635
Ac. Hidroxicinamicos ,895 ,218
Flavonoles ,942 ,283
Antocianos ,113 ,853
Taninos ,695 -,486
DPPH -,516 421
FRAP -,098 ,917
HRSA -,687 ,159
Tabla 18. Matriz de transformacion de las componentes.
Componente 1 2
1 ,952 -,307
2 ,307 ,952
Tabla 19. Matriz de componentes rotadas.
Componente
1 2
IFC -,143 .810
IPT 910 ,373
Ac. Hidroxicinamicos 919 -,068
Flavonoles 984 -,020
Antocianos ,370 J17
Taninos ,512 -,677
DPPH -,362 .60
FRAP ,188 .903
HRSA -,605 ,362

En la tabla 19 se observa que la componente 1 (eje X), esta mas representada por
las variables IPT, ac. hidroxicinamicos, flavonoles y HRSA, la componente 2 (eje Y)
estd mas representada por las variables IFC, antocianos, taninos, DPPH y FRAP. En
la figura 11 se representa graficamente mediante un eje de coordenadas las muestras

y el afio de vendimia en funcion de los parametros quimicos analizados.
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Figura 11. Grafico de las muestras a través de las nuevas componentes.

Al dividir la grafica en cuatro sectores se observa que las muestras quedan

agrupadas en grupos de cuatro muestras por sector.

En el sector superior izquierdo se encuentran las muestras A2E, A2P, BO y B2
correspondientes a la vendimia de 2010 y marcadas en color rojo. Las caracteristicas
comunes de estos vinos son; el afio de vendimia, la variedad de uva (Tempranillo),
valores mas elevados en IFC, antocianos, DPPH y FRAP y HRSA, y valores menores

en IPT, ac. hidroxicinamicos, flavonoles y taninos.

En el sector superior derecho se encuentran las muestras P1, P2, TO y T2
correspondientes a la vendimia de 2010 y marcadas en color verde. Las
caracteristicas comunes de estos vinos son; el afilo de vendimia, la variedad de uva
(Cabernet Sauvignon), valores mas elevados en IFC, IPT, &c. hidroxicinAmicos,

flavonoles, antocianos, DPPH y FRAP, y valores menores en taninos y HRSA.

En el sector inferior izquierdo se encuentran las muestras A2E, A2P, BO y B2
correspondientes a la vendimia de 2009 y marcadas en color naranja. Las
caracteristicas comunes de estos vinos son; el aflo de vendimia, la variedad de uva
(Tempranillo), valores mas elevados en taninos y HRSA, y valores menores en IFC,

IPT, ac. hidroxicinamicos, flavonoles, antocianos, DPPH y FRAP.
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En el sector inferior derecho se encuentran las muestras P1, P2, TO y T2
correspondientes a la vendimia de 2009 y marcadas en color azul. Las caracteristicas
comunes de estos vinos son; el aflo de vendimia, la variedad de uva (Cabernet
Sauvignon), valores mas elevados en IPT, ac. hidroxicinamicos, flavonoles y taninos, y
valores menores en IFC, antocianos, DPPH, FRAP y HRSA.

6. Conclusiones

Tras el andlisis de los datos anteriormente expuestos se puede concluir que
existen evidencias de la relacion entre el afio de vendimia y la variedad de uva
empleada con el contenido en polifenoles y por lo tanto con su capacidad antioxidante.

En cuanto al afio de vendimia se puede observar que lo vinos elaborados en 2010
presentan mayor IFC y mayor contenido en antocianos aunque por el contrario
disminuye el contenido en taninos. Al estudiar la capacidad antioxidante segun los
métodos DPPH y FRAP se demuestra que los vinos elaborados en la vendimia de
2010 presentan mayor capacidad antioxidante que los vinos de la vendimia anterior.

En cuanto al factor muestra, las muestras de vino elaboradas a partir de uva de la
variedad Cabernet Sauvignon presentan mayor contenido en polifenoles segun los
analisis de IPT, acidos hidroxicinamicos y flavonoles. Segun el estudio de la capacidad
antioxidante se demuestra que los vinos elaborados a partir de uva de la variedad
Cabernet Sauvignon presentan una mayor capacidad antioxidante que los vinos
elaborados con uva de variedad Tempranillo.

A partir de estos datos se puede concluir que los vinos tintos secos con mayor
capacidad antioxidante, coinciden con los vinos de mayor contenido en sustancias
fendlicas y son los vinos elaborados a partir de uva de la variedad Cabernet Sauvignon
en la vendimia de 2010. Del mismo modo, los vinos elaborados a partir de uva de la
variedad Tempranillo en la vendimia de 2009 presentan una menor capacidad
antioxidante y un menor contenido en polifenoles que el resto de los vino objeto de
estudio.
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