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INTRODUCCION GENERAL

La crianza o envejecimiento del vino en barricas es una practica tradicional a la par que
compleja. Durante este proceso se deben tener en cuenta diversos factores que
influirdn directamente en la calidad del vino final. Como son el origen botdnico y
geografico, el género, la edad, el tostado, el grano, la cantidad de tilosas, la
composicidon quimica de la madera que se escoge para realizar el envejecimiento son
un factor clave . La madera cede al vino compuestos como son los taninos
hidrolizables y los compuestos volatiles. Otro factor también importante es la
temperatura y la humedad de la sala de envejecimiento, siendo Optimo una

temperatura baja (17°C) y una humedad relativa entorno al 70% 2.

Durante el proceso de envejecimiento, siempre se ha creido que el oxigeno penetraba
al interior de las barricas por diferentes vias, el espacio inter duela (63%), el tapdn
(21%) y a través de la duela de madera (16%), modificando de manera natural la
composicidn quimica del vino 3 otra via de entrada de oxigeno atmosférico es por la
manipulacién tanto en el llenado de barricas, si se realizan bazuqueos, etc.”. El oxigeno
presente en el aire atmosférico en una concentracién del 21%, interactda con los
compuestos presentes en el vino y con los cedidos por parte de la madera. Este directa
o indirectamente esta implicado en los cambios del vino: la polimerizacién de los
taninos y antocianos, la oxidacién del etanol a acetaldehido, el consumo de SO,, donde
estas reacciones dan lugar a un cambio organoléptico. No obstante, la cantidad de
oxigeno que penetra al interior es importante, ya que un aporte excesivo puede
provocar oxidaciones irreversibles. Sin embargo, numerosos estudios con diferentes
enfoques y resultados contradictorios se encuentran en la literatura sobre las vias de
entrada del oxigeno, son ejemplos J. Ribereau-Gayon, 1933, el cual describe que las
cantidades de oxigeno atmosférico que llega al vino son minimas y ademas este es
consumido rdpidamente por substancias presentes en solucién®. Otros, que la mayor

4,7

entrada de oxigeno se produce durante el llenado ™’. También se ha de tener en

cuenta el efecto de la humectacion de la madera el cual afecta al paso del oxigeno 2.

1
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Estudios mas recientes del grupo UVaMOX, evaltan la tasa de transferencia de oxigeno
(OTR), para comprender y controlar el oxigeno durante el envejecimiento. La
caracterizacidn del porcentaje de oxigeno que pasa por las diferentes vias como son el
espacio inter-duela, el del tapén y la madera o la distribucién del oxigeno en los
diferentes puntos del interior de la barrica ° las diferencias entre el envejecimiento en
diferentes robles en el paso del oxigeno 10 entre otros trabajos de los cuales se

hablard a lo largo de esta Tesis Doctoral.

En este trabajo se detalla la importancia del oxigeno en el envejecimiento del vino en
barrica de roble, los diferentes sistemas de medida descritos hasta el momento, la
importancia de la madera de roble y por qué esta madera es ideal como recipiente y

por ultimo las propiedades y composicién del vino durante la crianza.

1.1. El oxigeno y su importancia en la enologia

El oxigeno (O,) es elemento quimico gaseoso, incoloro, insipido e inodoro. Forma parte
de la atmosfera, se encuentra en una proporcién de concentracion del 20.95% en el
aire atmosférico. El O, atmosférico es primordial en la vida de la Tierra. Ademas, este
gas se disuelve en agua, siendo un parametro clave para las aguas naturales y para

evaluar el estado global del medio ambiente.

Puesta en contexto la importancia del oxigeno en la vida, este elemento también tiene
una gran importancia en la elaboracién del vino. Durante la vinificacion el oxigeno

puede tener efectos positivos y/o negativos. Dado que el oxigeno se encuentra a nuestro alrededor, el

endlogo ha de ser consciente de su papel y de sus posibles efectos. Una buena exposicion al oxigeno permite beneficios
sensoriales, tales como la estabilizacion del color y la reduccion de la astringencia y el amargor de los vinos tintos 2 por el
contrario, una sobreexposicion puede generar cambios que perjudiquen la calidad del producto final, ya que los compuestos del
vino, presentes tanto en vino blanco como en tinto, reaccionan con el oxigeno, oxidandose mas facilmente, provocando deterioros
sensoriales y de color B Las levaduras son una fuente de consumo de oxigeno durante la fermentacion alcohdlica del vino con la
finalidad de adecuar su tolerancia al etanol **. Si durante la segunda fermentacion, llamada malolactica, se expone el vino a un

. PN T .z . et ’ . . 15
mayor contacto con el aire, puede llevar a una multiplicacidn de las bacterias acéticas asi como al deterioro del vino ™.

Durante el envejecimiento y el embotellado de los vinos, muchas practicas y factores

pueden contribuir a la entrada de oxigeno al vino.
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Durante el envejecimiento del vino en barrica es también importante el control del
oxigeno, en esta etapa entra en juego la velocidad de transmisién del oxigeno, cuyas
siglas en inglés son OTR y se utilizaran a lo largo de este trabajo.

Este parametro (OTR), regula los cambios en el vino durante el envejecimiento, ya que,
algunas barricas pueden experimentar una mayor aportacidon de oxigeno. El OTR no es
un factor que se tenga en cuenta en la actualidad en la industria del vino, pero se
encuentran diferentes estudios en los que se realza que es un factor a tener en cuenta
durante el envejecimiento. Hay estudios en los que se mide el oxigeno disuelto (OD)
durante este proceso, Singleton, 1987, determind que la concentracién maxima de
oxigeno era de 8.6 mg/L en condiciones de presidon atmosférica y 20 grados de
temperatura®. En la bibliografia también se destacan estudios sobre la dindmica del
oxigeno durante el envejecimiento en barrica de roble, en los cuales determinan que
durante un afo, la tasa de transferencia de oxigeno anual presente en el vino se
encuentra entre valores de 10 a 45 mg/L*afio **'2 .

Diferentes factores influyen en la cantidad de oxigeno disuelto en el vino como son la
temperatura, a una mayor temperatura la solubilidad del oxigeno aumenta vy

disminuye a bajas temperaturas. También es importante conocer la concentracion de

etanol que tiene el vino, disminuye la solubilidad del oxigeno cuando el alcohol es alto.

Se encuentran alternativas para la adicién de oxigeno, como la micro-oxigenacion,
técnica que se usa en envejecimiento en depdsitos de vino, en el que se dosifican
pequefias dosis de oxigeno y la adicién de derivados de madera de roble al vino. No
obstante, es necesario un control sobre las concentraciones de oxigeno suministrado

para garantizar una buena asimilacién 19

El oxigeno es necesario en diferentes procesos de la vinificacién, remarcando que se
ha de tener un control del contacto, por las consecuencias que puede tener. Teniendo
esto en cuenta, el vino se ve implicado en muchas reacciones durante los diferentes
procesos y se pueden diferenciar en dos tipos, oxidaciones enzimaticas y las no
enzimaticas.

e Oxidaciones enzimaticas
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Este tipo de reacciones son rapidas, se dan en la fase pre-fermentativa en presencia de
oxigeno, o en vinos poco protegidos. Este tipo de reacciones estan catalizadas por
polifenoloxidasas sobre los compuestos fendlicos, donde el o-difenol pasa a quinina y
agua, esto da lugar a una pérdida del color. Hay compuestos que pueden reducir esta
oxidacion mediante la adicién de SO,, glutation y gases inertes, ademas de un control

de las temperaturas 20,

e Oxidaciones no enzimaticas

Al contrario que las enzimaticas estas reacciones son mas lentas y suelen producirse en
vinos mas elaborados, también se conocen como oxidaciones quimicas, por lo que es
importante tanto el oxigeno como la composicién quimica del vino. Durante la crianza
de los vinos estas modificaciones pueden considerarse beneficiosas, ya que algunos
cambios pueden mejorar las caracteristicas organolépticas. Compuestos como etanol,
SO,, acido ascérbico y metales que se encuentran en solucidon pueden reaccionar con
el oxigeno. Una vez activado el oxigeno molecular al radical hidroperoxilo, por accién
de los metales presentes en solucién, oxidarda algunos compuestos fendlicos a
quinonas y peréxido de hidrogeno, y este ultimo a la vez en presencia de hierro podria

oxidar entrando en un ciclo oxidativo %°.

A continuacién, se describen las metodologias de medida utilizadas tanto en el sector
del vino como en otros para la determinacién del oxigeno y destaca la importancia de
los sensores ya que es una metodologia puntera en el mundo de la investigacién y de

gran utilidad.

1.2 Sistemas de medida del oxigeno

Igual que en todos los dmbitos que nos rodean, también en la Quimica Analitica surge
la necesidad de una informacién rdpida, continua, robusta, con una metodologia
simple y de bajo coste. Por todo ello, surge la necesidad de utilizar sensores,

dispositivos analiticos son capaces de detectar determinadas especies quimicas de
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manera continua y reversible, que transforman la informacién quimica en una sefial

analitica util sobre la muestra, proceso o sistema de analisis.

Un tipo de sensor es el éptico, se basan en la deteccidon de un haz de luz u otras ondas
electromagnéticas durante la interaccién con la especie quimica que se desea
determinar®. En lo que respecta a la medida del oxigeno, diversos estudios se basan
en la medida del oxigeno disuelto, no obstante, el oxigeno, no puede existir como
liguido a temperatura ambiente, este se encuentra en equilibrio con los fluidos
cumpliendo asi la ley de Henry, la cual se refiere al efecto de la presion de un gas en su
grado de solubilidad en un liquido. Por lo que, en condiciones de temperatura
constante, la concentracién de un gas es directamente proporcional a su presién

(Ecuacion 1).

He=pos/c  Ecuacién 1

Dénde: He.= constante de Henry (mol/(L*atm)), po,= presion parcial del gas (O,) sobre
el liquido (atm) y c=concentraciéon de oxigeno disuelto (mol/L). De acuerdo con esta
ley, y dada la necesidad del estudio del oxigeno disuelto en el vino, en esta Tesis
Doctoral mediante el uso de unos sensores sensibles al oxigeno, que permiten, por
tanto, conocer la presién parcial del oxigeno en el tiempo y traducirlo en % de oxigeno

(Capitulo 1).

Se han utilizado diferentes sistemas de medida, hasta el momento los descritos son: la
gravimetria, esta fue la primera metodologia descrita en la bibliografia, 100 afios
después se describe una metodologia quimica en el Test de Winkler. La manometria,
se basa en el principio de extraccién de gases del liquido y la medida de la presién del
gas liberado. En 1951 se desarrolla la metodologia de resonancia electrénica
paramagnética. También se puso en marcha la cromatografia de gases sobre estas
fechas, analizando las muestras gaseosas. No obstante, estas metodologias no son
viables para la medida del oxigeno disuelto en bodega a tiempo real. En 1953 se

describe la primera medida por reacciones electroquimicas, basadas en la diferencia
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de potencial (electrodo de Clark) y en 1968 se usan los sensores luminiscentes basados
en la capacidad de algunos materiales para emitir luz a diferente longitudes de onda
de la que reciben siempre que se encuentren en presencia de moléculas libres, es este
caso de oxigeno, fendmeno llamado amortiguacion dindmica de la fluorescencia. Estas
dos ultimas metodologias precisan de un calibrado, pero sus disefios se adaptan vy

actualmente se usan para la medida del oxigeno disuelto 2,

Un sensor luminiscente u déptico de oxigeno, detecta de manera rapida la cantidad de
O, presente en el medio de medida. Es una metodologia no destructiva, ya que no
consume el oxigeno, no precisa de electrolitos, es decir, no se polariza, y no requiere
de quimicos, por lo que es ecoldgico. Este sensor se basa en un diodo emisor de luz
(LED), y un fotodiodo mas un filtro para cuantificar la luz emitida, esto estd protegido
por un material inerte que no interfiere con la muestra y sujeta la capa sensible de luz
donde se encuentra la matriz polimérica y protegido por una capa de aislamiento
Optico. Si no hay O, presente en la muestra no absorbe luz de excitacidon emitida por el
LED, se transfiere a un nivel de energia mas alto y emite luz nuevamente. Por
consiguiente, si hay presencia de O,, el polimero absorbe la luz de excitacién, pero en
su estado excitado de la molécula de oxigeno. La luz emitida es menor cuanto mas
oxigeno excitado. La luz de emisién se retrasa con respecto a la luz de excitacién, el
cambio de tiempo entre la excitaciéon y la emisidon de luz es independiente de la
intensidad, por lo que proporcional a la presién parcial de O, y actiia como una medida
de la concentracion de 0,. Por tanto, hay una relacién no lineal entre la luz
emitida/recibida y la concentracidn del analito. La amortiguacion de fluorescencia se
manifiesta en una reduccién o quenching de la intensidad de fluorescencia, I, 0 en un
cambio en los tiempos de vida que también se pueden medir, t. Siguen una relacién

descrita por Stern-Volmer:
170 = T?" =1+ Ky * [0,] Ecuacién 2

Donde: I: es la intensidad de luminiscencia en presencia de oxigeno | = f ([0,]); lo, s la

intensidad de luminiscencia en ausencia de oxigeno; Ksy, es la constante de Stern-


http://www.oxygenandwine.com/2011/06/como-funcionan-los-sistemas-opticos-de.html
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Volmer (cuantifica la frecuencia de excitacidn, es decir, la sensibilidad del sensor); T es
el tiempo de decaimiento de la luminiscencia en presencia de oxigeno; 1o el tiempo de
decaimiento de la luminiscencia en ausencia de oxigeno y [0O,], es la concentracién de

oxigeno. Por la que se pueden decir que la sefial es mayor a menor DO.

Este tipo de sensores ha sido ampliamente utilizado en muchos campos de analisis, ya
gue no altera la muestra y ofrecen una mayor sefial, ademdas destacar la progresiva
miniaturizacidon de los sensores. A diferencia de los electrodos electroquimicos, los
sensores luminiscentes no necesitan consumir oxigeno para dar la sefal eléctrica
proporcional a la presién parcial de oxigeno en solucién, por lo que no se altera la
muestra. Ademads no precisan medir el fluido en movimiento, por lo que no necesitan
que fluya el fluido, que podia suponer una fuente de contaminacion. También resaltar
que las celdas de Clark precisan de un tiempo para que se polarice la membrana, y de
un equilibrio para medir de forma estable el oxigeno disuelto, ademads estas
membranas han de sustituirse periédicamente, cosa que no es necesaria con los
sistemas luminiscentes, que ademds permiten medir en diferentes puntos del proceso.
Destacar que estos sensores se pueden encontrar de diferentes formas como spots,
laminas, etc., lo cual facilita mucho la medida, estos sensores pueden ser portatiles y
pueden recopilar datos, es una medida muy estable y permite una baja variabilidad,

| 2. En el

siempre y cuando se determinen paramentos externos como la luz ambienta
campo de la enologia también se han utilizado y adaptado las nuevas tecnologias en la

medida del oxigeno disuelto.

En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos tipos de sensores luminiscentes para la
medida de oxigeno. El de tipo spot que se pega sobre una superficie transparente en
contacto directo con el fluido a medir, permite asi, la medida instantdnea del oxigeno
disuelto en ese punto, esto nos permitia validar la medida de los nanosensores
disueltos en solucién de vino modelo en el estudio de la dindmica de desgasificacién
de la madera y consumo de oxigeno por parte de los compuestos liberados, esto nos
aportara una medida mds amplia del sistema de estudio (Capitulo 1 y ll).

Como segundo tipo se han utilizado nano-sensores sensibles al oxigeno que se

disuelven en un fluido, son los sistemas luminiscentes mas recientes y hasta el

7
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momento se han aplicado en muchos campos de investigacién, ya que son no invasivos
y se pueden monitorizar con el minimo contacto®®. Se encuentran diversos estudios en

2>27 En el campo de la enologia ya se

sistemas biolégicos, en sistemas intracelulares
han utilizado nano sensores, mds concretamente nano-biosensores para la deteccién
de Brettanomyces®®. Con esta tecnologia se han utilizado metodologias de obtencién
de imagenes ratiométricas de longitud de onda de un bajo coste”. Se ha estudiado la
dindmica de los corales®. Los niveles de presion parcial de oxigeno a nivel

ceIuIar26’27’31’32

. Flitsch, Ladner, Lukacs, & Bilichs, 2016, demostraron que el uso de
nano-particulas era mejor que el uso de spots, ya que los spots tienen la desventaja de
medir Unicamente en un punto fijo *. En el Capitulo | se combina la utilizacién de
nano-sensores sensibles al oxigeno y nano-sensores de referencia con una cdmara
RGB, para determinar la dindmica de oxigeno en la desgasificacion de la madera y

consumo de oxigeno por parte de los compuestos liberados por ella, como en los

anteriores estudios los nanosensores permiten visualizar sistemas muy pequeios.

1.2.1 Medida OTR

El oxigeno juega un papel muy importante durante la crianza del vino en barricas de
roble, regulando los procesos fisico-quimicos que se producen en este periodo. El
conocimiento y control de este proceso exige la evaluacion de los mecanismos de
entrada de oxigeno y de los factores que definen la tasa de transferencia de oxigeno
desde el exterior al interior de la barrica.

En la bibliografia se encuentran diversos trabajos centrados en la determinacién del
OTR, algunos ejemplos son la medida del OD, durante el envejecimiento en barricas de
roble francés, americano y espanol, donde se destacan diferencias significativas donde
las concentraciones de oxigeno eran superiores en el francés seguido por el americano
y por ultimo el espafiol, no obstante con el paso del tiempo las concentraciones son
similares en los tres tipos de barrica®®. El Grupo UVaMOX tiene un amplio
conocimiento en estudios de seguimiento del OD. Nevares y del Alamo, 2003, resaltan
la importancia de la medicidn, sobre todo en los primeros dias del proceso de
envejecimiento, ya destacaban que la medicidn por luminiscencia era éptima para la
implantacion en el sector, en este trabajo obtuvieron que a mayor superficie de

8
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contacto madera-vino mayor es el consumo de 0235. También han utilizado sensores
electroquimicos, para el analisis de vinos envejecidos con micro-oxigenacién en
tanques con diferentes alternativos de madera, los cuales determinan la cantidad de
oxigeno necesario para la obtencién de un vino correcto 3,

Ademas, este grupo, mediante el uso de una camara RGB y un sensor plano (2D)
sensible al oxigeno, mediante una calibracion radiométrica, basada en la
descomposicion de la imagen, para obtener una imagen de concentracion de oxigeno
¢ la Figura 1, muestra el esquema utilizado en el ensayo, donde se obtienen resultados
del efecto de la humectacién en la disminucién del paso del oxigeno *’, el coste de este
experimento no es muy elevado por lo que es facilmente reproducible.

Otros ejemplos de determinacién de consumo con sensores son los utilizados en
botella, donde se determina el consumo por parte de diferentes chips de origen y
géneros de madera distintos®, incluso se ha podido determinar la velocidad de

consumo >°.

Pressure gauge
saug Medullar oak ray

S R o
4 Annual growth
ring

Oak stave piece, 27 mm thickness

a_

Earlywood or
spring wood

LED 470 nm
+excitation filter

long-pass emission
filter OG515

Latewood or
summer wood

Guppy Pro camera

Glass side wall

Opticalfiber to O, Trace sensor
transmitter Transparent sensor foil

oxygen

BT 453

. . . .y . 37
Figura 1.Sistema de simulacion de barrica con el sensor plano

Los estudios citados hasta ahora resaltan la importancia de la medida del oxigeno, uno
de los puntos clave de esta medida es durante el envejecimiento, ya que es un periodo
de tiempo largo en el que se pueden dar modificaciones no deseadas. La madera es un
material heterogéneo, como se describird en los siguientes puntos, es de naturaleza

muy distinta tanto fisica como quimica. Teniendo en cuenta esto, la anatomia de esta
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también debe influir en el paso del oxigeno, es un material poroso y depende de
muchos factores durante el crecimiento del arbol.

Es importante resaltar la estructura anatémica de la madera para un seguimiento del
oxigeno mds preciso. Por ello, el Grupo de investigacion UVaMOX recientemente ha
disefiado una metodologia de clasificacién de la madera no destructiva por andlisis de
imagenes para el reconocimiento de sus propiedades anatédmicas que permite una
oxigenacion personalizada “>**.

En el Capitulo Il de esta tesis doctoral, se presenta la construccidon de barricas de alta 'y
baja tasa de transferencia de oxigeno siguiendo la metodologia mencionada *!. Por
consiguiente, se clasificaron una cantidad de duelas representativa para la fabricaciéon
de barricas con tasa de transferencia de oxigeno personalizada y se analizaron las

diferencias entre los lotes clasificados como alta tasa de transferencia de oxigeno y

bajo OTR, monitorizando las diferentes barricas de analisis con sensores luminiscentes.

1.3. La madera de roble

Segun la Real Academia de la lengua espafiola se define el roble como: “arbol de Ia
familia de las fagdceas, que tiene por lo comun de 15 a 20 m de altura y llega a veces
hasta 40, con tronco grueso y grandes ramas tortuosas, hojas perennes, casi sentadas,
trasovadas, lampifias y de margen lobulado, flores de color verde amarillento en
amentos axilares, y por fruto bellotas pedunculadas, amargas. Su madera es dura,

compacta, de color pardo amarillento y muy apreciada para construcciones”.

Dentro de la familia de las fagaceas, el roble pertenece al género Quercus, de entre los
cuales, se distinguen 250 especies. Las caracteristicas del roble van a depender de la
especie y el tipo de clima de donde se encuentre®. Las caracteristicas fisico-quimicas y
anatémicas de la madera de roble han permitido su utilizacion en diferentes sectores,

como son el naval, la arquitectura civil y en el arte s,

10
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|| W Protobalanus
Lobatae %,

4 Quercus s.5.
A Cerris
1 L >

Figura 2. Distribucion geogrdficas del género Quercus 4

Los factores que pueden influir en la estructura y la composicion quimica del roble son
el origen botanico y geogréfico. Las diferentes especies de roble se encuentran en la
mayoria de las regiones templadas, tropicales y subtropicales del hemisferio norte
(Figura 2). En Europa se encuentran 29 especies, siendo Francia el principal pais
productor, dentro de estas especies Q. petraea y Q. robur son las mas utilizadas por las
tonelerias *°. Espafia, también dispone de especies de roble en su territorio, Quercus
robur en el noroeste y Quercus petraea en la zona noreste *°. No obstante, existe la
especie Q. pyrenaica Willd., autéctona de la Peninsula, esta madera aporta unos vinos

. . 47
de calidad entre la madera francesa y la americana ™’.

La industria tonelera, se centra en su mayoria a Q. robur y Q. petraea pertenecientes a
bosques Europeos y Q. alba de los EEUU, debido a sus caracteristicas fisico-quimicas,
son las maderas escogidas por excelencia.

Existe una alta variabilidad entre las diferentes especies de roble en cuanto a sus
caracteristicas fisico-quimicas, incluso entre arboles que se encuentren en las mismas
condiciones de origen y crecimiento *. Se han realizado diferentes estudios que
comparan envejecimiento de vino en maderas de diferentes procedencias, roble
espafiol ((Quercus robur, Quercus petraea, Quercus pyrenaica, and Quercus faginea)),
francés (Q. robur (Limousin, Francia) y Q. petraea (Allier, Francia)) y americano
(Quercus alba (Missouri)), de los que destacan resultados favorables para la madera de

47,49

roble espanola como Q. pyrenaica y Q. petraea *°.

11
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Por otra parte, pese a que estas especies son las mas utilizadas en los uUltimos afios
también se utilizan robles del este de Europa, (Rumania, Hungria, Rusia,...), esto se
debe a que en Francia la relacion madera disponible y fabricacién de barricas estd en
desequilibrio. Esta madera tiene un coste menor, pese a pertenecer a la misma especie
que el francés. Los estudios publicados, destacan diferencias con la madera del roble
francés durante el envejecimiento del vino, como en la pérdida de antocianinas >

2 o estudios del

otros destacan que el tostado es mdas importante que el origen
aporte aromatico que afirman que su contenido aporta aromas positivos al vino >3 Por
el contrario pese a que el roble recoge las condiciones dptimas para el envejecimiento
de un vino de calidad se han desarrollado numerosos estudios con otros tipos de
madera para el envejecimiento del vino, tales como el castafio, acacia y cerezo, en los

cuales obtienen resultados bastante interesantes >*°,

1.3.1. Estructura de la madera

La estructura de la madera del roble se puede visualizar en la Figura 3, se trata de la
seccion transversal de un tronco, donde se pueden diferenciar perfectamente las

diferentes estructuras.

En el centro del tronco, la médula, estd formada de tejido blando, donde a su
alrededor se produce el primer crecimiento del tallo recién formado. De color mas
oscuro, el duramen, en este se encuentran las células muertas encargadas del soporte
mecanico. En la zona exterior de la madera se encuentra la albura de menor espesor
gue el duramen, contiene las células encargadas almacenar y conducir la savia.

El Cambium o también conocido como anillos del crecimiento, es visible a simple vista,
por ejemplo, en las zonas templadas en primavera y verano, se pueden diferenciar, ya
qgue el crecimiento en verano es mas denso, fibrosa, contiene vasos pequefios. En
cambio, el crecimiento en primavera se diferencia por el color, este color se ve mas
claro debido a que contiene un nimero de vaso mayor y de mayor tamafio (Figura 3).
La velocidad de crecimiento depende de la especie botanica, la zona geografica y los

tratamientos silvoculturales .

12
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La parte exterior se diferencia en la corteza interior, estd conduce la savia elaborada

desde las hojas hacia el resto del arbol y la corteza exterior, que protege al arbol de las

46,61,62

adversidades climaticas

< Corteza
"W exterior

Albura

Duramen

Médula

Figura 3. Esquema del corte transversal de un tronco de roble

En la Figura 3, como se ha comentado se pueden observar los anillos de crecimiento, o
también conocido como grano®’. El grano se puede definir como fino, se da cuando el
crecimiento es lento, la anchura es pequefia y predomina la madera de primavera por
lo que hay una mayor porosidad. La proporcion de anillos de verano y primavera

influye en las caracteristicas fisico-quimicas de la madera para la toneleria 6,

La madera muestra una estructura tubular en dos sentidos, una formada por los vasos,
parénquimas, traqueidas y fibras libriformes que se dispone en el eje del arbol, y otra
secundaria, en sentido radial y perpendicular a las anteriores, se conocen por el
nombre de radios lefosos. La composicidon quimica de los vasos esta compuesta por
lignina, y reforzada por celulosa y hemicelulosa. Esto da unas propiedades mecanicas
ya que son estructuras resistentes a la traccién, por lo que se ven altamente
relacionadas tanto en las propiedades mecanicas como fisicas. Permiten una

permeabilidad tanto al oxigeno como a la humedad (Figura 4) 8,

Otras estructuras pueden presentarse en la madera, como los nudos. El nudo es

basicamente la parte del tronco donde nace la base de una rama. Estos son un

13
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problema a la hora de trabajar la duela para fabricar la barrica, pero se seleccionan las
duelas para evitarlos, ya que afectan a las propiedades mecanicas, ademas estas
estructuras tienen estructura anatdmica similar a la del tronco, pero en sentido

contrario, por lo tanto, constituida la duela, podrian darse fugas en la barrica.

Madera de primavera Madera de verano

Radio lenoso

==

Crecimiento anual

Figura 4. Corte transversal de madera de roble (Q. petraea), anillos de crecimiento (fotografia propia)

Las areoladas, simples y semiareoladas son las tres estructuras situadas en los vasos,
también conocidas como punteaduras de paso, su mision es comunicar los vasos entre
si. En sentido longitudinal, los vasos se encargan de formar el tejido conductor del
arbol, pudiendo estar parcialmente obstruidos en la duraminizacion por los tilos,

siendo en esta especie, el roble, muy anchos y visibles en la madera de primavera

46,62,64,65

1.3.2. Propiedades fisicas

Hidalgo, 2003, en su libro Tratado de enologia, describe que el roble por sus siguientes
propiedades presenta la mejor combinacién para el envejecimiento del vino en barrica

de roble®.

14
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Los aspectos como el color de la madera son debidos a las substancias que impregnan,
estas varian segln la especie, la edad y las condiciones en las que se encuentra en
cuanto a clima y a la cantidad de nutrientes del suelo, este ademds puede variar con el
tiempo. La anatomia de la madera se describe segun la estructura, textura y grano,
estas también vendran acorde a las condiciones en las que se encuentre. La madera
también se puede clasificar por su densidad, esta es acorde a la masa contenida en un

determinado volumen, la madera de roble oscila entre 0,7-1,07 kg/L secada al aire.

La madera de roble ademas es porosa, esto permite que la madera sea permeable a
liquidos y gases. Es importante la posicion de la madera en cuanto a este parametro,
ya que la permeabilidad longitudinal es superior a la transversal. Por ello cuando se
hiende la madera de roble francés para la construccidon de barricas el corte es radial,
porque la permeabilidad que interesa es la transversal. En cambio, la madera de roble
americano se obtiene por aserrado ya que es mucho mas densa y no tiene en cuenta la

posicion de los radios medulares.

Otra propiedad de la madera de roble debida a su porosidad es su baja conductividad
térmica, no obstante, tiene una alta resistencia mecanica y es flexible, lo que permite

la opcidn de curvarse sin que aparezcan roturas durante el montaje de las barricas.

1.3.3. Composicion quimica

La composicién quimica de la madera de roble también es diferente segun la especie,
el origen y los tratamientos y técnicas de la toneleria %, Asi como las propiedades
fisicas de la madera de roble, la dotan de unas propiedades Optimas para la
construccion de las barricas, la composicion quimica del roble es el factor que
condiciona la calidad enoldgica del vino. Durante el envejecimiento en barrica, el vino
experimenta una serie de modificaciones que dan lugar a un cambio de las
propiedades organolépticas, es decir, modifican el aroma y el gusto, al igual que la
estabilidad del color. La madera permite el paso del oxigeno de una manera lenta y

continua, a través de la madera y las uniones de las duelas de la barrica 34, permitiendo

15
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ademas de la cesion de compuestos , las reacciones entre los diversos compuestos
durante este periodo de tiempo o

En la composicion quimica de la madera de roble previa al secado y tostado, se
encuentran las macromoléculas, que representarian el 90% de la masa seca. También

se encuentran los polisacéridos (celulosa y la hemicelulosa) y la lignina®.

e La celulosa, es una macromolécula compuesta por unas 500 a 5.000 unidades
monoméricas de D-glucosa unidas entre si por enlaces B-1,4-glicosidicos. Las
diferentes cadenas se unen mediante enlaces de hidrogeno, lo que da lugar a
un material de gran rigidez, siendo asi el soporte de las células vegetales. Las

proporciones de este compuesto rondan el 41%

e La hemicelulosa, representa aproximadamente un 20-25%, es un polimero mds
corto que la celulosa formada a partir de pentosas o hexosas distintas a la
glucosa y que pueden ramificarse, dependiendo de la cantidad y proporcién la

madera sera mas dura o mas blanda

e La lignina, es un polimero polifendlico, que resulta de la unién de varios acidos
y alcoholes fenilpropilicos, amorfo y tridimensional, de estructura compleja que
junto a las dos anteriores conforma la pared celular. Este compuesto permite el
curvado de la madera. Ademas, la lignina, se ve implicada en la formacién de
compuestos como la vainillina y el aldehido siringico, que son compuestos
destacables organolépticamente en vinos envejecidos en madera.
Aproximadamente un 25.7% de la composicion macromolecular esta

representada por la lignina %

El 10% restante lo representa los compuestos solubles extraibles, la proporcion de
estos compuestos es muy variable, se encuentran mezclados con los anteriores, sin
embargo, no tienen funcion estructural. Alrededor del 75% de estos compuestos son
cedidos al vino durante el primer afio del envejecimiento en barrica de roble, esto se
subdivide en compuestos tanicos y no tanicos. La proporcidn que se extraiga tendra un

gran efecto en la percepcion organoléptica.
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e Compuestos tanicos

Los taninos se pueden clasificar en condensados e hidrolizables. Los taninos
condensados o taninos proantocianidinicos, son polimeros oligdmeros y polimeros de
flavonoles, estos son poco frecuentes en las especies de roble, sin embargo, si en la
semillas y piel de las uvas ®. Los taninos hidrolizables se clasifican en galotaninos y
elagitaninos, el término hidrolizable se refiere a la capacidad de hidrolizarse y liberar

acido gélico y acido elagico, respectivamente "°.

Los elagitaninos son los compuestos mayoritarios en los extractos de madera de roble
"1 Su contenido también varia segln la especie, la edad y los tratamientos. Se han
identificado hasta ocho estructuras diferentes: vescalagina, castalagina, grandina,
roburina A, B, C, D y E. Cuantitativamente la vescalagina y la castalagina son los

mayoritarios seguidos por la grandinina y la roburina E 7%,

De las diferentes partes descritas anteriormente, la madera de verano es la mas rica en
. . . . . . 18,74,75
elagitaninos, y el contenido en robles americanos es inferior a los europeos .
Dentro de las especies europeas también se encuentran diferencias, por ejemplo, de
las dos especies mas utilizadas para la construccién de barricas, observaron que la
. . . 7
concentracién Q. petraea era inferior que la de Q. robur '®. Jordao, Manuel, &

Laureano, 2007, en sus estudios confirman que el tostado influye en la concentracion

de los elagitaninos, causando su descomposicion.

Los elegitaninos (Figura 5), son solubles en soluciones hidroalcohdlicas, es por ello que
pueden ser extraidos progresivamente por el vino durante el envejecimiento en
barrica. Estos compuestos contribuyen a propiedades de la madera como son el color,

. . . ez 1
sabor y de resistencia a la descomposicién 5787,
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HO O Xylose X=OH, Y=H
0O Lyxose X=H, Y=OH

Figura 5. Estructura de los principales elagitaninos del roble: castalagina (R1= H, R2= OH), vescalagina

(R1= OH, R2=H), grandinina (R1= lyxose, R2= H) y roburin E (R1= xylose, R2= H) “

e Compuestos no tanicos

- Acidos fendlicos

Se encuentran los acidos benzoicos y los cindamicos, participan en la formacién de
ligninas, taninos y cumarinas. Los principales son el acido galico y el elagico, ambos
tienen contribucién organoléptica. Los acidos fendlicos tienen efectos positivos para la
salud, son antioxidantes, es por ello que se considera que el vino tiene beneficios para

la salud®.
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Acido benzoico Acido cinamico
0 O
1 RN

1 OH OH

3 3

Radical 1 Radical 2  Radical 3 Radical 4

p-hidroxibenzoico H H OH H p-cumarico
Protocateico H OH OH H Cafeico
Vainillinico H OCH3 OH H Ferulico
Galico H OH OH OH

Siringico H OCH3 OH OCH3 Sinaptico
Salicilico OH H H H

Gentisico OH H H OH

Figura 6. Estructura quimica de los dcidos fenoles

- Aldehidos fendlicos y fenil cetonas

En esta familia se pueden clasificar dos compuestos basados en estructuras
hidoxibenzoicas, es decir, la vainillina y el siringaldehido, y dos compuestos
hidroxicinamicos, el coniferaldehido y el sinapaldehido. Proceden de la lignina de la

81

madera y presentan una estructura quimica compleja Estos compuestos se

2
8 |os

encuentran en un promedio de 10 pg/g de madera seca segun la especie
aldehidos fendlicos como los acidos fendlicos aumentan su concentracién con los
tratamientos de la madera para la construccion de barricas °. Tienen un gran impacto

a nivel de aroma, por lo que son utiles para la evaluacion de las bebidas envejecidas.

O H

O/C Hs

OH

Figura 7. Estructura quimica vainillina
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- Cumarinas

Son derivados de los acidos hidroxicinamicos (Figura 6), permiten la defensa de la
planta de los ataques externos. La concentracién en vino depende de la especie y del
tipo de tratamiento de la madera, puede llegar a 100 pg/L. En el vino estos

compuestos contribuyen al amargor 2.

- Derivados furanicos

Estos compuestos proceden de los polisacdridos de la madera. Durante el tostado de la
madera de roble, se produce la reaccion de Maillard, se descomponen los
carbohidratos bajo las altas temperaturas y la deshidratacién, obteniéndose los
furanos y otros heterociclos volatiles (furfural, 5-metilfurfural y 5-hidroximetilfurfural).
Estos compuestos no son los mds aromaticos, pero realzan el aroma de otros, como el

de la lactona .

- Acido acético
Este compuesto también tiene origen en la hemicelulosa, ya que esta presenta grupos
acetilo en su estructura y durante el tostado, se hidrolizan dando lugar al acido acético

libre, esto aumenta la acidez volatil en los vinos envejecidos en madera.

0
H4C
OH

Figura 8. Estructura quimica dcido acético

- Fenoles volatiles

Proceden de la termodegradacién de la lignina, durante el tostado de la madera, son
compuestos altamente aromaticos, también pueden proceder de la descarboxilacién
enzimatica o térmica del acido cinamico. Algunos de estos compuestos son guayacol,
4-metilguayacol, isoeugenol, eugenol, 4-vinilguayacol, siringol, etc. La concentraciéon
de estos compuestos presente en el vino durante el envejecimiento depende del

tiempo de contacto vino-madera y del origen y tratamiento de la misma 84,
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w—o
wo

o

Figura 9. Estructura quimica eugenol

- B-metil-y-octolactonas

Estos proceden de la degradacién térmica de los lipidos. La concentracién como en los

casos anteriores dependera del grado de tostado que se le dé a la madera. Aportan

aromas a coco a los vinos envejecidos, donde la forma cis es mucho mds aromatica que
85 . s . , .

la trans ™. La concentracidn de este compuesta varia segun la especie y se encuentra

entre los valores de 0.5 y 77.9 pg/g de madera seca °°.

Figura 10. Estructura quimica 8-metil-y-octolactona

- Fraccién mineral
Se pueden identificar diferentes elementos en la madera como son el calcio, potasio,

87

manganeso, silice, hierro, etc. °', éstos pueden ser cedidos al vino y catalizar las

diferentes reacciones de oxidacién que se dan en el vino.

1.4. Construccion de barricas

Antes del uso de barricas, el vino viajaba en anforas de barro, posteriormente, los

fenicios transformaron los recipientes hacia voliumenes mas pequefios, manejables por
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una o dos personas, y construidos con materiales mas resistentes. Finalmente se

substituyo el barro por toneles de madera.

Los celtas, fueron los primeros en perfeccionar el trabajo de la madera para la
construccion de recipientes dptimos para transporte y conservacion, ahuecando trozos
de tronco y poniéndoles una tapa. Posteriormente, consiguieron la perfecta
estanquidad formando las ahora conocidas duelas y uniéndolos con aros de mimbre o
de madera. En resumidas cuentas, la fabricacién de barricas es un arte que se ha
forjado a lo largo de los siglos gracias al trabajo de los toneleros. La mecanizacion en la

fabricacidn de barricas ha ido poco a poco relegando a la barrica artesanal.

La fabricacién de barricas es un proceso importante que influird en gran parte en la
elaboraciéon de un vino de calidad. Las propiedades fisico-quimicas de la madera

condicionan la evolucién de los vinos.

Uno de los principales retos de las tonelerias y las bodegas es la busqueda de
elementos diferenciadores, para poder obtener un producto de mayor calidad y con un
impacto en el mercado. Es por ello que se implementan nuevas técnicas
continuamente en las tonelerias con el fin de desmarcarse de sus competidores, como
es un ejemplo la Toneleria Radoux, la cual lleva numerosos planes de investigacion
para mejorar técnicas durante la produccion de barricas y asi ajustarse a las

necesidades de sus clientes. El proceso para la fabricacion de barricas es el siguiente.

1.4.1. Seleccion y corte de la madera

Para la construccion de las barricas hay que tener diversos factores, el primero es la
seleccion de la madera, centrandonos en el roble. De hecho, la madera que se destina
a la toneleria para la construccién de barricas debe cumplir unos criterios, tales como:
plasticidad al aplicar fuego/calor, permeable a los gases pero no a los liquidos, cesion
de moléculas aromadticas, que aportan aromas como la vainilla, el coco, el ahumado o
el tostado y de sabor aportando astringencia y poca amargura, proteccion térmica y
buenas propiedades mecanicas. Por ello una de las mejores maderas es la del genero

Quercus, pese a que también se utilizan otras maderas como por ejemplo de castafio.
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La seleccion inicial del drbol se hace Unicamente por su apariencia exterior. Una vez
seleccionada la madera/arbol, de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas que se
deseen. Una vez talado se reservan las partes del arbol sin nudos para evitar pérdidas
de liquido y oxidacién a través de ellos. Se utiliza la parte baja del tronco, es decir, la
parte libre de ramas, y se cortan secciones entre 35-50cm. El tipo de corte que se
aplica es una de las primeras diferencias entre las distintas especies de roble
destinados a la construccidn de barricas. En la madera de Quercus alba se aplica el
aserrado, es un tipo de corte realizado con sierra mecdnica donde se obtienen
tablones con los radios medulares oblicuos a la superficie de contacto. Se logra un
mayor rendimiento que el hendido, ademas permitir que el vino entre ampliamente en
la madera siendo fuerte la impregnacion y cesién de taninos. En lo que respecta al
roble europeo, el tronco se le aplica el hendido, es decir el corte coincide con el radio

medular.

1.4.2. Secado de la madera

Formadas las duelas en bruto, permanecen apiladas a la intemperie entre dos y tres
afios (Figura 11). A esto se le denomina secado natural, la madera reduce su humedad
de un 35-60% a un 12-18%. Durante el tiempo de secado la madera experimenta
procesos de deshidratacidn, rehidratacién y humedad constante, que aseguran asi una
firmeza de la madera. Este secado disminuye el amargor y la astringencia que le aporta
la madera a los vinos envejecidos, hay una disminucidon de los elagitaninos de la

889 E| secado natural es el mas

madera y aumento de las propiedades aromaticas
utilizado y consiste en apilar las duelas a la intemperie durante un periodo de entre
dieciocho y treinta y seis meses. Las duelas estan expuestas a las lluvias, los riesgos
abundantes, la variacidon de las temperaturas y las radiaciones UV favorecen este
proceso, ya que se dan reacciones bioquimicas, se desarrolla una actividad fungica en

la superficie de las duelas que produce la degradacién enzimatica de muchos

compuestos y la formacién de otros.

El secado natural supone un coste elevado, ya que se necesita un gran espacio para
tenerlas a la intemperie e inmovilizadas durante largos periodos de tiempo. Por ello

existen otros tipos de secado, el mixto, tiene una etapa de secado natural y una fase
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final de secado al horno a la temperatura y humedad adecuadas para la madera. Y por
otro lado el secado artificial de la madera que se realiza en el horno en condiciones
adecuadas para la madera en un tiempo reducido. Con estos dos ultimos métodos se
evita que la madera esté inmovilizada, pero no se obtienen las mismas modificaciones

sensoriales que aporta el secado natural®.

Figura 11. Proceso de secado de la madera de roble, apiladas a la intemperie

1.4.3. Curvado, tostado y construccion barrica

Para obtener las duelas en forma de huso y curvadas y se realiza el bojado de la duela
bruta. El espesor de la duela ronda entre los 22 y 30 mm y de la misma longitud (960
mm). Para fabricar una barrica se necesitan entre 29-36 duelas. Seguidamente se
colocan en forma de campana sujetada en la parte superior por un aro metdlico,

denominado molde.

A continuacién, se procede al domado, donde se da la forma definitiva a la barrica, se
aplica calor, mediante llama de un brasero, donde permanecen calentdndose y
humedeciéndose, las condiciones de calor y humedad han de ser éptimas para evitar

gue la madera, ya que se puede correr el riesgo de que las duelas se partan. Esto
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permite que los compuestos como lignina, celulosa y hemicelulosa aporten flexibilidad

a la madera, ya que son compuestos termoplasticos.

Una vez dada la forma se colocan otros dos aros para conservar la forma y se aplica un
segundo calentamiento, este punto es critico ya que determina el tostado de la duela,
el cual aporta diferentes matices durante el envejecimiento del vino. En este punto
aumentan la formacién de sustancias aromaticas, y las cualidades dependerdn de la
intensidad de tostado, el tiempo minimo de tostado es aproximadamente de 20 min
segln la toneleria. Se diferencian entre tostado ligero, medio o alto, diferente para
cada toneleria . Las reacciones gue se dan en este proceso son: termodegradacion de
los polisacaridos; la termodegradacién de la lignina; degradacién de los lipidos y la

degradacion de los elagitaninos.

Una vez tostado, se procede al reajuste de los aros para que tome la forma definitiva y
se ponen los fondos. Los fondos de la barrica se hacen con duelas mas cortas y rectas,
se clavan con clavos de acero inoxidable de doble punta o con la propia madera a la
barrica y entre ellos, segun la toneleria. Se hace una incisién en el interior de las duelas
gue conforman la panza de la barrica, se quitan los aros de moldeo y se ponen las
tapas o se aprietan. El siguiente paso en la construccion, seria hacer el agujero o

esquive en una duela ancha que forma la panza y se limpia la barrica.

Por ultimo, se ha de verificar la estanqueidad de la barrica, para ello a través del
esquive se llena con un poco de agua caliente y se llena con aire a sobrepresién y se

cierra con el tapdn. Asi se comprueban las posibles fisuras.

En 1995, Vivas®®, describe gue existe una relacion entre el grano y la composicion
quimica. Giordanengo, 2009}, propuso un procedimiento de medida no destructivo
(OAKSCAN®) para la clasificacion de la duela de madera segin su contenido
polifendlico, con la ayuda de la tecnologia NIRS (espectroscopia de infrarrojo cercano).
No obstante, trabajos posteriores que avalan esta ultima clasificacidn, trabajan con
dos tipos de géneros de madera, Quercus robur y Quercus petraea, ambos tienen
composiciones quimicas y anatémicas diferentes, por lo que es normal la obtencién de

barricas con diferente porcentaje de extraibles de la madera al vino®. Por demas,
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consideran una relacién directa entre tamafio del grano con la cantidad de extraccién
de elagitaninos al vino %2 Estos autores describen que el efecto del oxigeno decrece a
los 8 dias de contacto del vino con la madera, concluyendo con que a mayor

concentracion de elagitaninos mayor es el consumo de oxigeno ”°.

Uno de los factores en los que se centra esta tesis es la permeabilidad a los gases, y
gue anteriormente se ha citado su importancia durante el envejecimiento. La tasa de
transmisién de oxigeno (OTR), es una de las caracteristicas importantes de la madera,
pero no se tiene en cuenta durante el proceso de construccion de las barricas. Un
trabajo previo del grupo UVaMOX 1 describe una metodologia de clasificacion de las
duelas de madera de una manera no destructiva segun las caracteristicas anatémicas
de la madera, para obtener duelas con alta o baja tasa de transferencia de oxigeno. En
este trabajo se utiliza esta metodologia para la construccién de dieciséis barricas, ocho
de alto OTR, ocho de bajo OTR y cuatro barricas control, construidas por el
procedimiento habitual. Esta clasificacion nos permite una trazabilidad sobre las
duelas de las barricas clasificadas, y ademas permite la comparaciéon con barricas
construidas de manera tradicional. Ademas, la procedencia, origen, género y lote de

madera es la misma.

1.5. La barrica como recipiente

El tonel y la barrica de madera han sido desde hace siglos el recipiente empleado para
la vinificacién y crianza, dadas sus multiples cualidades para la conservacién de los
vinos e incluso el transporte de vino. Estas se utilizaron para sustituir el uso de los

62

recipientes de barro, ya que eran fragiles, pesados y dificiles de transportar °*,

mientras que la madera es un material resistente, duradero y flexible.

Se conocen diferentes tipos de crianza para los vinos y varian segun el envase en el
gue se realice. Se pueden diferenciar tres tipos de crianza. La crianza oxidativa, se
realiza en barricas de madera, durante largos tiempos en condiciones de oxidacién, es
tipica de los vinos de Jerez o los de Oporto. La reductora, el vino se encuentra en

depdsitos herméticos y en botellas, en ausencia de aire, se encuentran muchos vinos
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de variedades blancas. Por ultimo, la crianza mixta, en esta se combina un
envejecimiento oxidativo en barricas, seguido por un periodo de crianza reductora en
botella, se encuentran vinos de diferentes Denominacion de Origen. No obstante
también se encuentran envejecimientos mixtos con nuevos tanques como los de
polietileno, donde se obtienen unos resultados de OTR similares a los de una barrica

nueva 93.

En esta Tesis Doctoral, se le ha dado especial importancia al envejecimiento en barrica
de roble, por lo que es importante describir las diferentes modificaciones que se dan
durante este periodo de tiempo. La crianza en barrica se podria definir como la etapa

para armonizar el vino.

El tiempo de crianza de vinos puede variar. El endlogo decide para qué lo quiere
destinar, existe una legislacion que lo regula, siempre puede variar segiun la
Denominacién de Origen. Pero por lo general un vino Crianza suele permanecer 24
meses en bodega de los cuales 6 meses son en barrica. El vino Reserva pasa 36 meses
en bodega de los cuales 12 son en barrica. Por ultimo, el Gran Reserva, quede los 36
meses en bodega, 24 son en barrica. Estos tiempos producen unas transformaciones

fisicas, quimicas y bioldgicas, que mejoran la estabilidad de los vinos.

La madera permite una cesion lenta del oxigeno en el vino y una perdida de vino a
través de esta debido a que es un material poroso que permite el intercambio gaseoso
entre el vino y el oxigeno presente en la atmdsfera y ademas se humedece al contacto
con el vino. El oxigeno favorece procesos de oxidacién, en los que se veran implicados

compuestos fendlicos que resultan en unas modificaciones organolépticas.

La cesion de compuestos por parte de la madera al vino, por una parte, aporta taninos
gue como se ha mencionado en el apartado sobre la composicion quimica,
aumentando el cuerpo del vino y le dan caracter (amargor y astringencia), y la cesién
de compuestos aromaticos y volatiles que dan la complejidad. Por ultimo, en la barrica
durante el envejecimiento también se producen precipitaciones, ya sea de material

colorante, tartratos, levaduras, bacterias, taninos y proteinas.
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Las reacciones y modificaciones que se producen en el vino durante el proceso de
envejecimiento pueden afectar tanto al color, al sabor y al olor, uno de los principales
protagonistas en estos cambios es el oxigeno. Anteriormente se ha mencionado que
una sobreexposicién del vino al O, puede acarrear consecuencias negativas. Se han de
tener en cuenta factores como el tipo de uva utilizada, los trabajos en bodega tales
como por ejemplo el trasiego, el bazuqueo, también las condiciones de humedad y

temperatura y el tipo de barrica que se utiliza, si es nueva o tiene varios usos.

Es conocido que el oxigeno atmosférico alcanza al vino de una barrica por la propia
madera espacio y por las uniones entre las diferentes piuezas de madera, con unos
OTRs de 8-12 mg/L*afio 3, ademas se encuentra en equilibrio con el vino en el espacio
de cabeza ya que como se ha mencionado, parte del vino se evapora. Ademads, es
catalizador en reacciones de polimerizacidon de taninos y antocianos, lo que lleva a una
estabilizacién del color, precipitaciones y una disminucidn de la astringencia, aunque
es importante conocer la cantidad de oxigeno para regular al maximo todos estos

fenédmenos, se encuentran estudios en la bibliografia.

El aporte de oxigeno es pequeiio aunque es importante para conseguir un equilibrio
entre el oxigeno que entra y el que se consume ®. Es importante el control de
diferentes parametros que pueden afectar a la disolucién del oxigeno en el vino. La
adicion de SO, (anhidrido sulfuroso), influye en el consumo de oxigeno. En mostos el
consumo de oxigeno desciende al afiadirlo, pues este no tiene efecto anti-oxidante, ya
gue antes inhibe la oxidacion enzimatica. También se dan oxidaciones quimicas, la
forma de sulfito del SO, puede reaccionar con el O,, disminuyendo asi el SO, libre,

pero en condiciones de temperatura y humedad optimas el descenso es moderado 9,

La temperatura también es un pardmetro a tener en cuenta, ya que influye en la
disolucién del oxigeno y en la velocidad de las reacciones, con una mayor disolucion de
oxigeno a una menor temperatura * la temperatura éptima para un adecuado
equilibrio con el oxigeno esta alrededor de los 16°C. Los tanques y barricas han de

estar llenos hasta arriba ya que el espacio de cabeza puede conducir a una
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acumulacién de oxigeno incluso a un crecimiento de bacterias acéticas A
temperaturas entre 5-35°C la cantidad de oxigeno necesaria para saturar el vino,

utilizando micro-oxigenacién, cae de 1,5 mg/L a 5,6 mg/L °°.

Conocer la anatomia de la madera es importante pese que a ser un material poco
reproducible puede establecerse una metodologia para minimizar los riesgos de una
sobreexposicién o si mas no poder establecer mas rigurosamente la cantidad de
oxigeno deseada. Giordanengo, 2009 !, establece una metodologia (Oakscan®) de
clasificacién de la madera segln su indice de polifenoles. Estudios mds recientes,
establecen que utilizando esta metodologia es posible relacionar el oxigeno con la
cantidad de elagitaninos ® no obstante, utilizan dos especies de roble, Quercus robur
y petraea, es dificil relacionar ya que la estructura anatémica y la composicidon es muy
distinta. Mas recientemente, el grupo UVaMOX, establece una metodologia donde
solo se tiene en cuenta la estructura anatdmica de la madera, por lo que el endlogo

podria decidir que OTR por afio desea y construir barricas personalizadas“.

1.6. Envejecimiento de vinos tintos en barrica

Durante el envejecimiento del vino en barrica se producen transformaciones fisicas,
quimicas y bioldgicas, que mejoran la estabilidad de los vinos, todo esto va a depender
de la interaccidén aire-madera-vino, las caracteristicas del vino y las propiedades de la
madera, ademas de las condiciones ambientales durante la crianza ***°.

El vino es una solucidn alcohdlica compleja, compuesta por diferentes compuestos, y
en el caso de los vinos tintos, se encuentran los compuestos fendlicos, que son
responsables de muchas de las propiedades sensoriales del vino. Ademds tienen
propiedades beneficiosas para la salud ya que tienen efectos bactericidas vy

antioxidantes %%,

Los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar un anillo bencénico en su

estructura quimica con uno o varios grupos hidroxilo. La composicion fendlica depende

de la uva y de los procesos de vinificacion que determinan la extraccién al mosto y las
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reacciones que se generen. Se pueden clasificar de diferentes maneras, suelen

dividirse en flavonoides y no flavonoides .

1.6.1. Compuestos fendlicos: flavonoides

La estructura quimica de estos compuestos es C6-C3-C6 *°. Se encuentran en hollejo,

semillas y raspdn de las uvas. En este grupo se encuentran:

e Flavonoles, flavononoles y flavonas

Son los responsables del color amarillo de la piel de las uvas, es decir se encuentran en
el hollejo. Los principales flavanoles son kaemferol, quercitina, miricetina y la
isoramnetina. Estos compuestos pueden encontrarse en forma de aglicona o de
heterdsido 2.

Los flavanonoles y flavonas presentan una estructura similar pero no poseen el doble

enlace en el heterociclo. Se encuentran la astilbina y la engelatina.

OH O

Figura 12. Estructura quimica flavanol (izquierda) y estructura quimica flavona (derecha)

e Flavanoles

Se encuentran en semillas, aunque se han detectado trazas en la pulpa, se encuentran
en forma de mondmeros y poco polimerizados, la familia esta formada por formas
isoméricas de la catequina. Se pueden dividir en catequinas ((+)-catequina, (-)-
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epicatequina, la galocatequina y la epilgacatequina), estos tienen alta reactividad de
polimerizacién, especialmente formando complejos en la copigmentacién con
antocianos. Y por otro lado, los taninos condensados o procianidinas, estos son
polimeros de flavanoles (C4-Cg 0 C4-Cg), y son los responsables del sabor amargo y la

astringencia y aportan color y cuerpo al vino *%.

OH
O

Figura 13. Estructura quimica flavanol
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(+)-catequina
(-)-epicateqUina
(+)-galocatequina

(-)-epigallocatequina

(-)-epigalocatequinagalato

Kaemferol

Flavonoides Quercitina

Flavonoles

Isoramnetina

Cianidina

Peonidina

Delfinidina

Antocianos

Petunidina

Malvidina

Acidos benzoicos
Acidos cindmicos

Acidos fenoles <
Estilbenos <

No flavonoides
Resveratrol

hidroxiestilbenos

Figura 14. Clasificacion de los fenoles presentes en el vino
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e Antocianos

Son los pigmentos naturales de la uva tinta, éstos son un compuesto fendlico, solubles
contenidos en los hollejos de la uva, dentro de las vacuolas, y en variedades tintoreras
también se pueden encontrar en la pulpa. La mayor parte de estos compuestos pasa al
mosto y al vino durante la maceracién, siendo los principales responsables del color

del vino.

La concentracidén de estos compuestos varia entre 500 y 3000 mg/kg segun la especie

101 vitis vinifera, es la principal vid en la elaboracién de vino se distinguen cinco

de uva
antocianos, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina, esta ultima es la
mayoritaria (Figura 15). Estas moléculas estdn asociadas a una molécula de glucosa, en
vino se pueden hidrolizar a sus correspondientes formas agliconas, estas son

facilmente degradables.

R,
OH R: = OH, Rz = H Cianidina
+ Ri = OCHs, R: = H Peonidina
HO O‘x o Ri1 = OH, Rz = OH Delfinidina
- R1 = OCHs, Rz = OH Petunidina
- Ri1 = OCHs, Rz = OCH: Malvidina
OGlue

OH

Figura 15. Estructura antocianos monoméricos

El color de los antocianos depende del pH de la solucién (Figura 16), entre otros
parametros. Se pueden encontrar a los antocianos en forma de catién flavilio
(aumenta en pH acidos), ésta es de color rojo, la base quinoidal, de color azul-violaceo,
la pseudo-base carbinol, ésta es incolora y la base calcona que es de color amarillo 102,

Estas formas coexisten en el vino que tiene un pH entre 3.2 y 4.5 103,

33



Prat Garcia, Samanta

INTRODUCCION

OMe OMa
:_,.FL_ _OH oM
. O
HO e D o e FHA HO o
. Har e
H l 1 OH - = OoH
e e o . SepHi<s e o N
.""u'-.":"--d-'x . D"-\-\.f:
oH OH oH ‘OH
Flavyliwm catien Hemiseeral Torm
i
p 4 =M E
;
r ]
G
o .-'U“
“b.'\- S -:1-\.\ ’[:.*-\. ’l['\-\.
e Sl T 1
P T . oH
- h'{l.\_':“;"-' .___,.__.li,___::"
e fom,
oH OH e
ruinobdal base
pk -7 |[-1*
OMo
l o

X ’
OH
T oM ot om

aH oM

Aminaic quinoidal basse

. . ol s . .. . 102
Figura 16. Reacciones de equilibrio de los antocianos en solucion acuosa a diferentes pH

1.6.2. Compuestos fendlicos: no flavonoides

Dentro de esta familia de compuestos se encuentran los acidos fendlicos y los
estilbenos. Conocidos como compuestos de bajo peso molecular ya que su estructura
se basa en un anillo bencénico, que puede estar substituido con una cadena alifatica
de hasta tres atomos de carbdn, y estd a la vez puede estar substituida por otro anillo
bencénico en el carbono termina.

e Dentro de los acidos fendlicos se encuentran los acidos benzoicos, que se
encuentran en hollejo y pepitas de la uva, son ejemplos el acido galico, el
protocatéquico, el siringico, gentisico y vainillinico. Y los acidos cinamicos que
se encuentran en las vacuolas de las células del hollejo y de la pulpa, se

encuentran el acido caféico, p-cumadrico, sinapico y ferdlico.
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e Los estilbenos, estos compuestos se encuentran en las uvas tintas con unas
concentraciones de hasta 10 mg/L. Tienen dos bencenos en su estructura
quimica unidos generalmente por una cadena de etanol o etileno ® Dentro de
los estilbenos el mas importante es el resveratrol por sus beneficios para la

salud humana.
OH

Figura 17. Estructrura quimica resveratrol

Diferentes fendmenos se dan en el vino durante el envejecimiento del vino que como
se ha mencionado modifican las propiedades del vino. El vino ya antes de entrar en

barrica es una solucidon compleja con una serie de compuestos.

1.6.3. Evolucion de los compuestos presentes en el vino

Durante la vinificacién del vino diferentes procesos pueden determinar la extraccidon
de los compuestos fendlicos. La madurez de la uva una vez cosechada es uno de los
factores principales, también hay que tener en cuenta las técnicas enoldgicas
empleadas para favorecer su extraccién, dentro de estos tratamientos destacan; el
remontado (bombeo del mosto/vino desde el fondo para mojar el sombrero), el
bazuqueo (hundir el sombrero de forma manual o mecanica), la inundacion (dejar caer
el sombrero de golpe), el délestage (vaciar el liquido del depdsito y tras dos horas,
dejarlo caer sobre el sombrero) y por ultimo el sombrero sumergido mediante el uso
de una malla dentro del depésito.

La temperatura también es un factor importante, contribuye a la degradacién de los
tejidos del hollejo y las semillas, favorece las reacciones quimicas que incrementan el
color y la estabilidad. Otro factor determinante es el tiempo, el tiempo de maceracién

del vino sera el determinante de la extraccion de los compuestos fendlicos.
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Durante la crianza de los vinos tintos se producen también una serie de modificaciones
que van a depender de cada vino y de las condiciones de conservacién a continuacién

se describen las modificaciones de color, aromaticas y gustativas.

1.6.3.1. Modificaciones del color

El color de los vinos tintos es uno de los primeros pardmetros percibidos por el
consumidor. Durante el envejecimiento, el color de los vinos pasa de un color rojo-
violeta a rojo-anaranjado debido a diversas reacciones. Como se ha destacado
anteriormente los antocianos son los compuestos responsables del color del vino tinto,
su cantidad va a depender de la variedad de uva, tipo de elaboracion del vino, y las
condiciones de conservacion. Estos compuestos pueden degradarse y esta pérdida

puede deberse a:

e Degradacién térmica de los antocianos:

Las altas temperaturas pueden transformar las calconas de color rojo en amarillas y
posteriormente en acidos fendlicos incoloros. Este es un proceso irreversible lo cual

produce una pérdida de color de los vinos tintos.

o Degradacién oxidativa de los antocianos

En presencia de etanol y con catalizadores como la luz o el oxigeno se puede
presenciar una pérdida de antocianos. Un incremento de la oxidacidn del vino durante
el envejecimiento puede provocar cambios en la calidad y la estabilidad del color del
vino. No obstante, la presencia del oxigeno o de agentes oxidantes es necesaria para la
recuperacion del color ™. El oxigeno esta involucrado en la formacién de pigmentos
poliméricos de los antocianos. Ademas el tipo de barrica o depdsito escogido para la
conservacion del vino puede influir en el color de los vinos ***.

La entrada del oxigeno durante la crianza del vino tinto permite que compuestos como
el acido gdlico, ferulico, vainillico, siringico y elagico, y los taninos se cedan al vino. Esto
aumenta los aromas de madera del vino y ademas se dan una serie de reacciones con
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los compuestos fendlicos del vino como los elagitaninos con los antocianos,

modificando los compuestos presentes en el vino 105

. La penetracion del oxigeno,
como se ha mencionado varia segun la especie de roble usada, esto influye en la
concentraciéon de antocianos siendo mayor la pérdida de antocianos del vino en
envejecimiento en madera de robles hingaro es mayor que la pérdida en madera de
robles americano o francés '°. Con alternativos de madera la pérdida de antocianos
monoméricos es mas rapida, y se observa una mayor polimerizacién frente al

envejecimiento en barricas, esto puede desencadenar en una pérdida de color mas

rapida °*.

e La copigmentacién

La copigmentacion es un fendmeno que no solo incrementa el color del vino, sino que
también puede modificar la tonalidad debido a desplazamientos hipsocrémicos vy
batocromicos, es decir, desplazamiento de la longitud de onda hacia valores mas bajos

197 " Consiste en

(amarillos) y hacia valores mds altos (azules) respectivamente
diferentes mecanismos fisico-quimicos, que resultan en la formacién de complejos
moleculares no covalentes, que modifican las propiedades 6épticas. Generalmente
consiste en fuerzas de Van der Waals (m-mt stacking) entre dos nucleos planos

. . . . . 102
polarizables de dos antocianos o de un antociano y un copigmento (incoloro) . s

e
encuentran tres tipos de copigmentos, la copigmentacidn inter-molecular se da con
moléculas de naturaleza distinta al antociano. La intra-molecular el copigmento es una
porcidn del propio antociano y por ultimo la auto-asociacién, donde el copigmento es

otro antociano.

Los factores que influyen en la copigmentacién son la concentracion de antocianos y
copigmentos presentes en solucién, el pH, la temperatura, y los solventes del medio.
Es uno de los principales mecanismos de estabilizacion del color en los vinos jévenes,
ya que protege a los antocianos de la decoloracion provocada por cambios de pH o la

adicion de bisulfito™®L.
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e Pigmentos poliméricos

Los pigmentos poliméricos se forman durante el envejecimiento. Permiten una
evolucidn y estabilizacidn del color, ya que son mas resistentes a la degradacién por la
adicion de sulfitos y cambios de pH. Durante la crianza hay una pérdida de tono hacia
colores mas anaranjados estos cambios son debidos a la formacidon de pigmentos entre

antocianos y proantocianidinas *°*.

e Piranoantocianos

La reaccidn directa entre los antocianos monoméricos y el acetaldehido, el acido
piravico y vinilfenoles puede dar lugar a la formacion de otro grupo de antocianos que
estabilizan el color las piranoantocianinas, muchos de estos pueden generarse durante

la fermentacidn y durante el envejecimiento del vino 108,109

Ejemplos de piranoantocianos son la Vitisina A, formada durante la fermentacion

1 el . . .
% la Vitisina B, en cambio, se produce por la ciclo

alcohodlica, a partir de piruvato
adicién del etanal que se origina durante la fermentacion y/o el envejecimiento del

vino 1%°,

e Otras degradaciones antocianos

Las proantocianidinas pueden reaccionar con otras antocianos formando pigmentos
poliméricos, o entre si dando lugar a proantocianinas poliméricas. Si alcanzan un grado

. . .y .. . 111
de polimerizacién alto pueden precipitar, esto suele darse durante la crianza ~.

Si en el medio hay oxigeno, en el mecanismo de formacién de las proantocianidinas
polimerizadas participa el etanal. Por tanto, el centro nucleofilico del flavanol ataca al
carbono carbonilico del etanal, dando lugar a un carbocatién que va a reaccionar con

otro flavanol, formando un polimero unido por puentes de etilo. Otro mecanismo en el
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que participa el oxigeno seria a través de las semiquinonas, estas reacciones necesitan

la presencia de hierro.

Los acidos hidroxicinamicos y los vinilfenoles pueden también reaccionar con los
antocianos libres en este caso se forman hidroxifenil-piranoantocianinas, estos

compuestos segun el autor puede llamarse de una manera como pinotinas 108105

1.6.3.2. Modificaciones aromaticas

La madera de roble aporta una serie de compuestos aromaticos anteriormente citados
gue aportan riqueza y complejidad al vino envejecido. Los aromas afrutados de los
vinos, incluyendo los vegetales y los producidos durante la fermentacién, disminuyen
en el envejecimiento en barrica '*%. La madera aporta aromas terciarios, muchos de los

cuales se forman durante el tostado de las duelas.

Compuestos como la B-metil-y-octolactona, vainillina y eugenol, cuyos descriptores
son la nuez de coco, vainilla y la especie clavo. Estos y otros son aportados por la

113

madera y también varian los umbrales de percepcién “~°. No obstante, un excesivo

aporte como por ejemplo de wiskylactona puede ser negativo, puede ser demasiado

114

aroma a madera ~~. En la siguiente tabla se muestran algunos descriptores sensoriales

y su umbral de percepcidn (Tabla 1).

Una mala practica durante la crianza del vino puede dar lugar a alteraciones
irreversibles. El aumento de la acidez volatil es debido al desarrollo de bacterias
acéticas, que pueden acelerar la formacién de acetato de etilo, el cual tiene un aroma
desagradable. Para evitarlo es importante rellenar cuidadosamente las barricas y un
mantenimiento de la temperatura y ademds que la concentracion de sulfitos sea

adecuada.

Otra alteracién aromatica podria ser el desarrollo de levaduras, como el
Brettanomyces, causan el aroma conocido como “brett”, los cuales tienen como

descriptor el sudor de caballo y los compuestos fendlicos serian el 4-etilguaiacol, 4-
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etilfenol. Este proceso se ve favorecido por la presencia de azucares residuales, el uso
de barricas usadas mal mantenidas, aporte excesivo de oxigeno, temperaturas altas

durante la crianza y bajos niveles de sulfuroso libre.

Tabla 1. Compuestos aromdticos aportados al vino por la madera de roble, descriptor aromdtico y

. . . 115
umbral de percepcion en vino tinto

Compuesto Descriptor aromdtico Umbral de

percepcion
Furfural Almendra 20 mg/L
5-metilfurfural Almendra tostada 45 mg/L
5-hidroximetilfurfural Almendra tostada 45 mg/L
Alcohol furfurilico Heno 45 mg/L
Vainillina Vainilla 320 pg/L

Siringaldehido Sin incidencia aromatica

B-metil-y-octolactona Nuez de coco, resina 74 pg/L
Guayacol Tostado, humo 320 pg/L
4-metilguayacol Madera quemada 75 pg/L
4-etilguayacol Tostado, humo 65 pg/L
Eugenol Clavo especie 150 pg/L
4-vinilguayacol Clavel 500 pg/L
4-vinilfenol Farmacia 380 pg/L
4-etilfenol Cuero, farmacia animal 1.5 mg/L
Fenol Tinta 605 pg/L
Siringol Humo 25 pg/L
Acido acético Vinagre 200 pg/L

Por ultimo una crianza en bodegas con exceso de humedad también puede ser
contraproducente, ya que puede dar lugar a la formacién de mohos en la parte
exterior de la barrica con fugas de vino, pudiendo contaminar aromaticamente el vino.

Es importante mantener las condiciones adecuadas durante la crianza de los vinos.
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1.6.3.3. Modificaciones gustativas

En cuanto a las modificaciones gustativas los taninos toman gran protagonismo, estos

compuestos tienen dos descriptores el amargor y la astringencia.

e Amargor

El sabor amargo es una percepcién gustativa basica, detectada mediante las papilas
gustativas, situadas en la parte superior de la lengua cerca de la garganta. Los
receptores gustativos o quimiorreceptores, responden a sustancias quimicas disueltas
en las bebidas y alimentos. En el vino, algunos estudios apuntan que el sabor amargo
viene dado por compuestos fendlicos como los flavanoles y sus polimeros, pese a

116 Ademads 116, describe

destacar que el amargor es superior en formas monoméricas
que cuando el tamafio molecular aumenta, el amargor disminuye y aumenta la
astringencia. El amargor disminuye en los vinos envejecidos, se incrementa con el

11

grado alcohdlico y si aumenta la viscosidad puede retrasar la percepciéon del

amargor 117.

e Astringencia

Un vino es astringente si al realizar la cata deja una sensacién tactil de sequedad,
ciertos toques de rugosidad y aspereza en los tejidos de la boca. Los taninos son los
grandes protagonistas en esta cualidad organoléptica, de los vinos tintos en especial.
Los taninos interactdan con las proteinas de la boca y hacen que pierdan la propiedad

lubricar de la saliva, suele darse en las encias y la lengua.

La astringencia del vino afecta a la calidad y al equilibrio. Factores como la madurez de
la uva, a mayor madurez menos astringencia, la concentracion y la estructura de las
proantocianidinas, el contenido de taninos de la piel es superior al de las semillas **2.
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9918 Yna pérdida

La astringencia aumenta con el grado de polimerizacion y galoilacién
de astringencia durante el envejecimiento es debida a las reacciones de incorporaciéon
de antocianos a las pequefias estructuras de los taninos *°. La astringencia disminuye

con un aumento del pH, los acidos organicos, el grado alcohdlico, y la viscosidad 17,

Durante la crianza del vino pueden darse reacciones de polimerizacion de los taninos
en presencia y en ausencia de oxigeno. En condiciones de presencia de oxigeno vy
temperaturas reducidas, el etanol se oxida a etanal, y este compuesto mediante
puentes de etilo une moléculas de procianidinas, formando polimeros de alto peso
molecular. Siendo compuestos de tonalidades amarillas y menos astringentes. En
ausencia de oxigeno y con temperaturas mas altas se produce una polimerizacién
lineal de los taninos, es decir hidrolisis de procianidinas para formar un carbocatién el
cual reacciona con otra procianidina. Esto resulta de polimeros amarillos pero donde la

astringencia aumenta con grado de polimerizacidn.

También se encuentran las reacciones de condensacion, con los antocianos, éstas
aportan una estabilizacién de color anteriormente citado. También se pueden unirse a
proteinas y polisacaridos, formando compuestos muy estables, incluso podrian
precipitar. Pueden unirse a las proteinas como la saliva y participar en el fendmeno de
la astringencia o formando complejos estables con los polisacaridos, en este caso los
taninos condensados pueden polimerizar con los polisacdridos de las paredes celulares

de los tejidos de la uva, en este caso se aumenta la sensacién de volumen en boca.

Esta propiedad se puede evaluar mediante el analisis sensorial, pruebas triangulares o
duo-trio. La sensacidon de astringencia depende del catador ya que es una de las
ultimas sensaciones en percibirse, requiere unos segundos para darse y ademads
depende de la composicion y flujo de la saliva de cada catador. En enologia uno de los
métodos analiticos mas usados es el indice de gelatina, que nos da un porcentaje de
proantocianidinas capaces de reaccionar con las proteinas del vino, no obstante no se

tienen en cuenta los taninos hidrolizables °

. Otras metodologias utilizan patrones
proteicos como agentes de precipitacidn, para determinar la astringencia 19, Trabajos

mas recientes reproducen la interaccién proteina-polifenol por medio de resonancia
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de plasmén superficial, donde se inmovilizan las proteinas en una superficie de oro y

se mide la capacidad de interactuar 120
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El objetivo principal que se pretende en esta Tesis Doctoral es evaluar la evolucién del
vino envejecido en barricas construidas con distinta tasa de oxigenacion. Para
conseguir este objetivo se emplean diferentes sistemas para estudiar la dinamica del
oxigeno, realizando una caracterizacién a partir de sensores épticos y describiendo los
mecanismos de desgasificacion de la madera y consumo de este por los compuestos
liberados por la madera y los propios del vino. Por esta razéon se planteo la siguiente

hipétesis:

“La estructura anatomica de la madera esta directamente relacionada con la
cantidad de oxigeno que puede permear al vino (OTR), a su vez determina la calidad

de la composicion quimica y la calidad organoléptica del vino envejecido en barrica”
Los objetivos especificos planteados son:

e Determinacion de la dindmica de desgasificaciéon de la madera y el consumo de
oxigeno de los compuestos liberados por las diferentes estructuras anatémicas
de la madera

e Validacion de la clasificacion de la madera de roble para la construccion de
barricas con distinta tasa de transferencia de oxigeno empleando un método

desarrollado por el grupo UVaMOX.

o Estudio de la evolucion en el tiempo de las antocianinas de un mismo vino

envejecido en barricas fabricadas con diferente OTR.

e Caracterizacidon quimica de los elagitaninos de la madera de roble clasificada

por su OTR, usada en la construccién de cada barrica de alta y baja oxigenacion.

e Andlisis de la composicién tanica y su evolucién de un mismo vino tinto

envejecido en barricas de alta y baja oxigenacién clasificadas segun su OTR.
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CAPITULO I: Imagen de la dindmica del oxigeno liberado por la madera

de roble sumergida en vino modelo con nano-sensores

El andlisis experimental fue realizado en la sala de barricas del grupo de investigacion
UVaMOX, de la Universidad de Valladolid. El grupo de investigacion de T. Mayr del
Institute of Analytical Chemistry and Food Chemistry, Graz University of Technology,
Graz, Austria, cedieron los nano-sensores para completar el estudio.

Los resultados de este estudio fueron publicados en la revista Sensors and Actuator B:
Chemicals:

Prat-Garcia, S., Martinez-Martinez, V., del Alamo-Sanza, M., Miiller, B. J., Mayr, T.,
& Nevares, 1. (2019). Image of O, dynamics released by oak Wood sumerged in model
wine tith nanoparticle sensors. Sensors and Actuators, B: Chemical, 284, 337-345.
http://doi.org/10.1016/j.snb.2018.12.131
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Este trabajo corresponde al primer objetivo de la Tesis doctoral en el que se ha
planteado la viabilidad de unos nanosensores experimentales para conocer el papel de
los elagitaninos como barrera activa al paso del oxigeno en el envejecimiento del vino
en barrica de roble y visualizar y cuantificar el proceso de desgasificacion de la madera
de roble. Con este trabajo se pretende estudiar el consumo de oxigeno dentro de la
madera de roble por parte de los compuestos hidrosolubles. Para el desarrollo, se ha
necesitado de las nano-esferas o nanosensores experimentales, proporcionadas
amablemente por la Universidad de Graz. Se dispone de nanosensores de referencia 'y
otros nanosensores sensibles al oxigeno. También se ha precisado madera de roble,

una cdmara RGB, una iluminacién LED azul de 405nm y un mezclador de gases.

Primeramente, se determinaron las condiciones del experimento, y se construyd un
sistema de medida, basado en una celda de metacrilato disefiada para la calibracion de
los nano-sensores diluidos en solucidon hidroalcohdlica. Para ello se utilizd un
generador de gases patron y se equiliréd la solucién con patrones con diferente
contenido de oxigeno, desde 0% hasta 100% de aire saturado. Una vez obtenidas las
imagenes RGB de la calibracién, se descompusieron y procesaron para obtener
imagenes ratiométricas que permitid determinar la concentracidn de oxigeno por
pixel. A partir de aqui se obtuvo la curva de calibrado siguiendo el modelo de Stern-

Volmer.

Una vez calibrados los nanosensores, se establecieron las condiciones de anélisis,
donde se analizé la desgasificacion de la madera de roble en sus diferentes estructuras
y el consumo de oxigeno por parte de los compuestos liberados por la madera. Se
utilizé el mismo sistema de metacrilato que en la calibracion, pero a diferencia de la
celda de calibracién se inmobilizé con silicona acida transparente un trozo de madera,
gue permitié observar todas las estructuras anatémicas de la madera. Este dispositivo
se llené con la solucion sensora (con los nanosensores disueltos) al 0% de
concentracion de aire saturado. La sefial obtenida depende de la concentracién de

nanosensores que hay en cada punto de la solucién es por ello que se seleccionan mas

55



Prat Garcia, Samanta RESULTADOS

de una imagen tomadas cada 5 ms y diferentes regiones de analisis, para obtener una
distribucién homogénea del oxigeno.

La visualizacion de la desgasificacion de la madera se analizé a los 0, 10, 30 y 60 min y
se pudo visualizar la generacién de burbujas de aire atrapado en la porosidad de la
madera. Mediante al analisis del canal verde se pudo ver el crecimiento de estas
burbujas ya que estos sensores disueltos rodean a la burbuja de aire. Las imagenes
ratiométricas de oxigeno muestran la evolucién en el tiempo, y pasado el tiempo de
andlisis las concentraciones de oxigeno fueron del 0% aire saturado, es decir igual que
las iniciales, esto es debido al consumo de oxigeno de los compuestos liberados por la
madera.

En las diferentes estructuras de la madera, se pudo ver que la dindmica de
desgasificacion de la madera fue menor que el consumo de oxigeno por los
compuestos liberados, es decir la avidez por el oxigeno de estos compuestos era
elevada. También se determiné que la cesion de oxigeno por la madera de verano fue
mayor que por la madera de primavera durante las primeras 24h, pese a ser esta
ultima mdas porosa. Esto pudo ser debido a la presencia de tilosas en la madera de
primavera que puedan retrasar el desplazamiento del aire contenido, no obstante,
finalizado el experimento (80h) la madera de primavera liberé una mayor cantidad de
oxigeno, por lo que es posible que en la madera de verano se concentre una mayor

cantidad de elagitaninos.

En cuanto a la distribucién del oxigeno en la solucidon, se estudiaron las regiones
proximas a las diferentes estructuras de la madera, para analizar la difusién del
oxigeno. Inicialmente la cesién de oxigeno fue superior al consumo, sobre todo en la
madera de primavera, no obstante, disminuyd rapidamente con el paso del tiempo. El
oxigeno que llegd a la solucidn cedido por la madera de verano fue inferior y
disminuyd en el tiempo debido a la mayor avidez por el oxigeno de los compuestos
cedidos por la madera de verano. No obstante, tras aproximadamente 10h se produjo
una cesién de oxigeno que podria deberse a la completa inundacién de la maderay a

la salida abrupta del aire atrapado en la porosidad.
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Esta metodologia utilizada permitié visualizar la dindmica del oxigeno a partir del
anadlisis de imagenes RGB de una solucidén sensora sensible al oxigeno, con una gran
sefial y con poco error, de alta resolucién que permitié diferenciar entre areas muy
pequefias. Es una metodologia simple y econdmica, por lo que puede ser utilizada en

muchos mds campos de la ciencia.
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CAPITULO lI: Barricas de oxigenacion personalizadas como nueva

estrategia de crianza controlada del vino

El analisis experimental fue realizado en la sala de barricas y la bodega del grupo de
investigacion UVaMOX, de la Universidad de Valladolid.

Los resultados de este estudio fueron publicados en la revista Food Research
International:

Prat-Garcia, S., Nevares, |., Martinez-Martinez, V., & del Alamo-Sanza, M. (2020).
Customized oxygenation barrels as a new strategy for controlled wine aging. Food
Research International, 131 (May), 108982.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.108982
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Como se ha visto en el Capitulo I, uno de los factores importantes es la anatomia de la
madera ya que la desgasificacién es distinta segln la porosidad y la disposicion de los
elementos de la estructura. La tasa de entrada de oxigeno por la madera de las duelas
de las barricas es un aspecto esencial, ya que define la capacidad de micro-oxigenacién
de la barrica, y por tanto el proceso de envejecimiento y las caracteristicas finales del
vino tras su envejecimiento en barricas. Habitualmente en toneleria se clasifica la
madera de roble por su grano, es decir por la anchura de los anillos de crecimiento, lo
que refleja la proporcién de madera de primavera y de madera de verano que esta
relacionada con las caracteristicas aromaticas y tdnicas que potencialmente
transmitira esa madera al vino que envejezca, siendo lo habitual un grano de 2 a 3 mm.
Se ha de tener en cuenta la heterogeneidad de la madera, debido a que es un
producto natural que hace dificil establecer una homogeneidad en la construccion de
barricas. En anteriores estudios se propone clasificar la madera por grano o por
composicidn tdnica, no obstante, los resultados no son comparables a este trabajo ya
gue se trabaja con una Unica procedencia de la madera. Para este trabajo, se utiliza un
método no destructivo de clasificacién de la madera seglin su estructura anatdémica
previamente descrito por el grupo UVaMOX con el propdsito de reducir la variabilidad
entre barricas y predecir su tasa de transferencia de oxigeno. Este método se basa en
el reconocimiento de las estructuras anatémicas a partir de la imagen y por tanto
permite una homogeneidad para la construccion de barricas. Por ultimo, se evalla la
posibilidad de la construccion de barricas segun su tasa de transferencia de oxigeno.
Para este estudio se clasificaron 3.063 duelas sin tratar de Q. petraea, que se dividen
en 1839 de 96 cm para el cuerpo de la barrica y 1228 que varia su longitud entre 42 y
73cm para las cabezas de las barricas. De cada duela se calcula la densidad
(peso/volumen) mediante el uso de una camara volumétrica de imagen y se evallan
nueve estructuras anatémicas a partir de la imagen de las cabezas de la duela, estos
son; el angulo de rotacidén de la duela, el nimero de anillos, la proporcién de madera
de verano y madera de primavera y la inclinacion y niumero de radios medulares. Se
obtiene una clasificacién de potencial de OTR alto, medio y bajo.

Se estimo el % y el area de madera perteneciente al cuerpo de una barrica de 225L y el

de las cabezas. Considerando Unicamente el oxigeno que penetra por la madera es del
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75% para las barricas de roble francés, se predice el OTR, donde se tendrd en cuenta el
ancho y la longitud de cada madera que componga la barrica, para optimizar la
maxima similitud para la seleccion de la madera se utilizé el método computacional
Monte Carlo. Se seleccionaron y empaquetaron las duelas segin su OTR que
conformarian cada barrica y se devolvieron a la Toneleria Intona para la fabricacién de
16 barricas de 225| de tostado medio, donde 8 eran de baja tasa de transferencia de
oxigeno (LWOTR), 8 de alta tasa (HWOTR) y se fabricaron 4 mas llamadas control, las
cuales tienen el mismo tipo de produccidn, pero sin trazabilidad sobre las duelas.

De las 20 barricas construidas 10 se destinaron para la valoracion del método de
clasificacién de la madera. Para el analisis de estas se utilizd un tapdén expandible
modificado que permitié determinar la presidon en el interior de la barrica y dejaba
pasar dos fibras dpticas, con un sensor luminiscente en la punta, situados a una
distancia del tapon de 21 y 42 cm que permitieron la medida y control del oxigeno en
la solucidn.

Previamente al llenado las barricas se pre-condicionaron con CO, a un caudal muy bajo
para desplazar el aire del interior de las barricas sin afectar en gran medida la madera,
esta desgasificacidn se controld con los sensores de medida mencionados. Una vez las
condiciones de O, fueron éptimas, las barricas se llenaron con una solucién de vino
modelo al 12,4% en volumen de etanol desgasificada previamente, esta solucién
desplazé lentamente el CO, y minimizando el contacto con el O,. Una vez llenas se
cerraron y se midid el vacio generado y las concentraciones de oxigeno cada 10 min
durante 9 dias.

Los primeros resultados mostraron la desgasificacién de la madera, que las 4 barricas
LWOTR mostraron ligeras diferencias los cuatro primeros dias, pero pasado el tiempo
total de analisis se llegaron a unas tasas de entrada del oxigeno similares 2,56 + 0,36
hPa/barrica*dia. Las pequefias diferencias entre ellas pudieron ser debidas a las
diferencias de presién entre ellas. En cuanto a las 4 barricas HWOTR, se obtuvieron
unos resultados muy homogéneos, 2,91 hPa/barrica*dia. En este ensayo tres de las 4
barricas mostraron un comportamiento similar en cuanto los valores de presién
excepto una, con una menor desgasificacion en comparacién al resto. La diferencia de
desgasificacion por tanto fue un 14% superior para las barricas HWOTR respecto las

barricas LWOTR. Se pudo comprobar que la clara diferencia morfoldgica de la madera
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de las barricas LWOTR (mas porosa), estaba correlacionada con el OTR. También se
encontraron diferencias en las mermas, las cuales fueron mayores en las barricas
HWOTR, mientras que las barricas comerciales y las de LWOTR tuvieron un
comportamiento similar. Se pudo explicar por un mayor desplazamiento del oxigeno
en la desgasificacion de la madera en las barricas debido a esta mayor humectacion de
la madera y por tanto un desplazamiento del oxigeno en el interior de las diferentes
estructuras de la madera.

En la segunda fase del analisis, se midieron las velocidades de entrada de oxigeno en
las barricas, se asumid que tras los primeros dias se humectd la madera y se llegd a
una fase cuasi estacionaria. La evolucién del oxigeno disuelto y de la presién en este
ensayo fue muy uniforme para las barricas LWOTR variando entre valores de 0,52 a
0,83 hPa/barrica .dia, ademas se observd una evolucidon del vacio mas progresiva
respecto al anterior analisis. En cuanto a las mermas, en este caso fueron la mitad que
el ensayo anterior, y la mayor humedad de la madera redujo la velocidad de entrada
del oxigeno. Las barricas HWOTR actuaron de manera similar, el oxigeno entré de una
manera muy lineal y uniforme. Las tasas de entrada de oxigeno (OTR) en este ensayo
mostraron diferencias significativas siendo para las barricas HWOTR de 1,29 + 0,06
hPa/barrica*dia y de 0,68 + 0,13 hPa/barrica*dia y en el caso de las barricas control
presentaron un perfil similar a las barricas LWOTR pero con valores situados entre
ambos tipos de barrica (0,82 + 0,11 hPa/barrica*dia).

Este trabajo demuestrd que se puede clasificar la madera segln su estructura
anatdmica para la construccion de barricas homogéneas con tasa de transferencia de
oxigeno personalizada, viendo que el aporte de oxigeno en las barricas de alta tasa de

transferencia es 2.3 veces superior que en las de baja.
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CAPITULO IllI: Caracterizacién de antocianinas y derivados en vino tinto
envejecido en barricas con tasa de transferencia de oxigeno
personalizada

El vino utilizado en este analisis envejecié durante un afio en la sala de barricas del
Grupo UVaMOX. Los andlisis se realizaron en el laboratorio de la Universidad de
Valladolid, Palencia y en el Grupo de polifenoles de la Universidade do Porto se
realizaron los analisis de antocianos HPLC-DAD y MS.

Los resultados de este estudio fueron publicados en la revista Molecules:

Prat-Garcia, S., Oliveira, J., Alamo-Sanza, M., Freitas, V. De, Nevares, |., & Mateus,
N. (2021). Characterization of Anthocyanins and Anthocyanin-Derivatives in Red Wines
during Ageing in Custom Oxygenation Oak Wood Barrels. Molecules, 26(64).
https://doi.org/10.3390/molecules26010064



https://doi.org/10.3390/molecules26010064
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Para este trabajo, la mitad de las barricas construidas para el ensayo del Capitulo Il con
tasa de transferencia de oxigeno personalizada se destinaron al envejecimiento de un
vino Ribera del Duero durante un afio. Durante este tiempo se analizé cada tres meses
el vino envejecido para el estudio de la evolucién de las antocianinas y los pardmetros
basicos del vino.

Las antocianinas son pigmentos responsables de propiedades sensoriales, como el
color y con poder antioxidante. Su proporcién disminuye con el tiempo, ya que son
compuestos que reaccionan con otros compuestos presentes en el vino. El oxigeno
también juega un papel importante, ya que esta implicado en la formaciéon de nuevos
pigmentos y su estabilidad. Una vez obtenidos los resultados del Capitulo Il donde se
destacan diferencias significativas en el OTR de las barricas, el objetivo de este capitulo
es evaluar las antocianinas y sus derivados y la estabilidad del color.

Se analizaron los parametros enoldgicos a los 6 y 12 meses de envejecimiento, de los
gue se observaron diferencias significativas y un bajo coeficiente de variacién, por lo
que se verificd la alta homogeneidad entre lotes ya destacada en el trabajo anterior.
En cuanto a los pardmetros de color, la intensidad de color reflejo la alta estabilizacién
del color en la formacién de derivados antocianidicos, la copigmentacion, en los que
destacd el aumento del componente azul (absorbancia a 620nm), este proceso se
produjo tanto en los vinos envejecidos en barricas de alto como de bajo OTR, no
obstante, los vinos envejecidos con baja transferencia de oxigeno presentaron una
mayor intensidad colorante.

Los parametros de color se correlacionron con los obtenidos por HPLC, y destacaron
diferencias significativas en los compuestos analizados a los 12 meses de
envejecimiento del vino, que supuso una mayor pérdida de compuestos manoméricos
en los vinos envejecidos en las barricas de bajo OTR.

También se realizé el analisis por HPLC/DAD-MS donde destacaron diferentes
derivados antocianidicos detectados en el tiempo y en los lotes en los que se
encuentraron. Se detectaron 51 compuestos clasificados en familias, cuya
identificacidn se realizé por masa idnica y sus respectivos patrones de fragmentacion.
Y por primera vez segun los autores de este trabajo se detectaronn flavanol-

metilpiranoantocianinas y metil- y etil—flavanol.metilpiranoantocianina.

67



Prat Garcia, Samanta RESULTADOS

Por tanto, la clasificacion de la madera segun la tasa de transferencia de oxigeno al
vino permite la obtencién de vinos con diferente concentracién antocianidica y

caracteristicas de color.
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CAPITULO IV: Caracterizacion de los elagitaninos presentes en vino y
madera de barricas con transferencia de oxigeno conocida

El vino tinto empleado para este experimento fue cedido por la bodega Vega Sicilia y
fue envejecido en las barricas construidas y caracterizadas anteriormente. El proceso de
envejecimiento se realizo en la sala de barricas de la ETS Ingenierias Agrarias de
Palencia. Los analisis se realizaron en los laboratorios del Grupo UVaMOX Ide la
Universidad de Valladolid, Palencia, del grupo de investigacion REQUIMTE-LAQV
Research Centre de la Universidade do Porto y del Grupo de polifenoles de la
Universidad de Salamanca.
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Los elagitaninos son taninos hidrolizables presentes en la madera de roble. Estadn
implicados en reacciones con otros compuestos del vino, afectando a las
caracteristicas organolépticas. Los niveles de estos compuestos en la madera de roble
rondan el 10% del peso seco y varian dependiendo de la especie, origen, tratamiento,
etc. El oxigeno también es un factor importante en el envejecimiento del vino en
barrica y es importante conocer la tasa de transferencia de oxigeno (OTR), que aporta
cada barrica. Los elagitaninos se ceden de la madera y ademads reaccionan con el
oxigeno ya que tienen protegen frente a la oxidacion. El objetivo de este trabajo es
caracterizar desde el punto de vista de los taninos hidrolizables vino envejecido en
barricas de diferente OTR y la madera que las conforman.

Para la clasificacién se analizaron 3000 duelas y 1000 tapas de madera de roble de
manera no invasiva donde se tienen en cuenta su estructura anatémica y su densidad
para una posterior construccién por la toneleria Intona SA (Navarra, Spain), segun su
tasa de transferencia de oxigeno es alta o baja. Se construyeron 8 barricas de altay 8
de baja y 4 barricas de control. La mitad de todas ellas se destinaron al envejecimiento
de vino DO Ribera.

Se analiz6 la concentracién de 4 taninos, castalagina, vescalagina, grandinina y
Rubirina E tanto en la madera de roble donde se preparé una mezcla con todos los
sobrantes de cada una de las 20 barrica estableciendo una relacién de porcentaje de
cada duela en la barrica y se trituro a un tamano inferior a 0.6mm para el analisis. Los
compuestos en esta muestra se extrajeron con etanol al 15% (v/v). Por otro lado, se
envejecid vino y se muestreo a los 6 y 12 meses, de estas muestras se analizaron los
elagitaninos mediante extraccidén por hidrolisis acida. Tanto las muestras de madera
como las de vino se analizaron con el mismo método por HPLC-DAD-MS utilizando
gallocatequina como patrén interno.

Los resultados muestran que no existe una relacién directa entre la concentracién de
elagitaninos en la madera y el OTR, no obstante, hay una tendencia de una mayor
concentracion en las barricas clasificadas con baja tasa de transferencia de oxigeno. En
cuanto a los resultados al vino envejecido, siguen mostrando una gran homogeniedad
entre muestras. La evolucidn de los elagitaninos a los 6 y 12 meses de envejecimiento,

destaca diferencias significativas a los 6 y a los 12 meses de envejecimiento en los
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diferentes lotes analizados, siendo los vinos envejecidos en las barricas de bajo OTR,
mas ricos en composicién tdnica. Los resultados se avalan con una evaluacién
sensorial, donde el panel consigue diferenciar en el andlisis de una cata triangular.

Estos resultados avalan el método de clasificacion de la madera segun su estructura
anatdmica propuesta por el grupo UVaMOX, ya que, se obtienen vinos sensorialmente

diferentes segun el aporte de oxigeno que entra durante el envejecimiento.
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Caracterizacidn de elagitaninos en vino y en barricas de roble con tasa de

transferencia de oxigeno personalizada

1. Introduccion

El periodo de envejecimiento del vino tinto en barricas de roble es uno de los puntos
clave en la elaboracién de un vino envejecido. Las especies de roble Quercus alba, Q.
robur y Q. petrae, son las mas utilizadas para el envejecimiento por el alto contenido
fendlico *. La seleccién y el tratamiento de la madera previo a la construccién de la
barrica es muy importante, ya que tiene un efecto en las caracteristicas sensoriales
finales del vino 2. Durante el envejecimiento, la madera aporta diferentes compuestos,
tales como acidos fendlicos y furdnicos, elagitaninos y aldehidos fendlicos y su
concentracion es distinta segun el origen, especie de la madera y tratamiento en
toneleria **, por lo que para la industria del vino conocer la cantidad de compuestos

gue potencialmente cedera la madera es de gran interés.

De entre los compuestos cedidos por la madera al vino, los elagitaninos toman gran
protagonismo. Los elagitaninos, son taninos hidrolizables de estructura compleja, se
basan en una molécula de glucosa en su forma lineal con grupos —OH esterificados con
acido eldgico. Estos representan un 10% en la composicién de la madera seca. Dentro
de los elagitaninos se diferencian hasta ocho cedidos por la madera durante el
envejecimiento: Castalagina, Vescalagina, Grandinina, Roburina A, Roburina B,
Roburina C, Roburina D, Roburina E °. Dentro de estos ocho elagitaninos, la
Castalagina, Vescalagina, Grandinina y Roburina E los mayoritarios, representando mas

del 80% del total ©.

Durante la crianza del vino en la barrica se produce un constante paso de oxigeno a
través de la madera y los elagitaninos presentes en la madera se disuelven
gradualmente en el vino, esto genera un efecto amortiguador contra su oxidacién. En

consecuencia los elagitaninos estabilizan el color del vino, ademas disminuyen la
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astringencia y los precipitados de color ’. La disminucién de la concentracién de
elagitaninos aumenta en presencia de oxigeno 8 debido a su degradacion, no
obstante, no es necesaria la presencia de oxigeno para que disminuyan su

concentracion °.

Los elagitaninos ademds de estar implicados en reacciones de oxidacidon tienen
implicacién sensorial, modificando la astringencia y el amargor del vino *°, también
reaccionan con otros compuestos como las antocianinas estabilizando el color del vino
12 El impacto de la concentracién de elagitaninos es importante, asi algunos trabajos **
analizan un vino de la variedad Merlot envejecido durante un afio en barricas
clasificadas segun el indice de fenoles, construidas con dos especies de roble (Q. robur
y Q. petraea), encuentran diferencias significativas a los 6 y 12 meses entre los vinos
tinto envejecido en maderas IP 41 y IP 16, contienen una diferencia de concentracién
de elagitaninos del 50% y del 28% respectivamente, por tanto, una concentracién
mayor a mayor IP. Ademas, estudian la diferencia de extraccién de elagitaninos segun
el tipo de grano, y para barricas con el mismo IP en las que se diferencian por el grano
obtienen una diferencia del 12%. Llegando a la conclusién que un mayor tamafio del
grano aumenta la concentracion de elagitaninos y a su vez disminuyen su
concentracion mas rapido en el tiempo. En cuanto al oxigeno, analizan su evolucién en
el vino de barricas de diferentes IP (18, 41 y 61) con grano fino, encontrando que el
cuanto mayor es el aporte de elagitaninos por parte de la madera mayor es el
consumo de oxigeno, asi cuando el IP de las maderas aumenta un 127% el consumo
aumenta un 2% **. No obstante, los fenoles de la uva también tienen un efecto en el

consumo de oxigeno disuelto en el vino *°.

La estructura anatdmica de la madera juega un papel importante en la tasa de
transferencia de oxigeno (OTR). Recientemente se ha desarrollado de una metodologia
de clasificacion de la madera, de manera no destructiva para la construccién de
barricas segun su tasa de transferencia de oxigeno *°. Empleando esta metodologia se
construyeron 16 barricas de roble francés de distinta OTR, 8 de alta tasa de
transferencia de oxigeno (HW-OTR), y 8 de baja OTR (LW-OTR) y ademas, del mismo

lote de madera se construyeron cuatro barricas control, es decir sin clasificacion de las
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duelas de roble por su OTR. La mitad de cada lote se utilizé para la validacién de la
metodologia de clasificacién, para ello se rellenaron las barricas con solucién de vino
modelo y mediante la medida de oxigeno disuelto con sensores luminiscentes de
oxigeno, se obtuvieron unos resultados que mostraban que las barricas HW-OTR
oxigenaban a los vinos 2.3 veces mas que las LW-OTR *’. El objetivo de este trabajo es
la caracterizacion en la composicion de taninos hidrolizables en madera de barricas de
OTR personalizado y, ademds, evaluar y caracterizar la composicién en taninos

hidrolizables de un mismo vino tinto envejecido durante un afio en dichas barricas.

2. Materiales y métodos

2.1. Muestras de madera, clasificacion y construccion de barricas

Se construyeron un total de 20 barricas por la Toneleria Intona S.I. (Navarra).
Previamente todas las duelas de madera de roble francés, de la especie Q. petraea, se
clasificaron siguiendo la metodologia de Martinez-Martinez y compafieros °. La
metodologia se basa en el uso de las Redes Neuronales (Artificial Neural Network) para
predecir el OTR, se emplea la densidad y las diferentes estructuras anatémicas de la
madera de una manera no invasiva obtenidas del analisis de la imagen de las cabezas
de la duela. La clasificacién de las duelas en dos grupos, madera con alta tasa de
transferencia de oxigeno (HW-OTR) y madera de bajo OTR (LW-OTR), se realizé para la
construccion de barricas, n=8 barricas de HW-OTR, n=8 barricas de LW-OTR, y ademas,
de madera no clasificada se construyeron 4 barricas consideradas control, y
construidas sin trazabilidad sobre las duelas. Todas las barricas de 225 L fueron
sometidas a un tostado medio utilizando el método tradicional de tostado de la
toneleria.

Durante el proceso de construccién de las barricas se recogion una parte proporcional
de los sobrantes de las duelas de madera, de cada una de las barricas, para analizar la
composicion de elagitaninos.

Adicionalmente, la mitad de las barricas construidas (n=4 de HW-OTR, n=4 de LW-OTR

y n=2 control) se destinaron al envejecimiento de un mismo vino tinto durante un ano.
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2.2. Vino tinto y muestreo

El vino tinto empleado en este estudio fue elaborado en 2017 por la bodega Vega
Sicilia (Ribera del Duero). Los parametros enoldgicos convencionales del vino son:
contenido de etanol v/v 15 %; pH 3,89; acidez total 5,1 g/| de acido tartarico; y SO2 29
y 74 mg/| libre y total respectivamente; acido acético 0,54 g/L. Las 10 barricas (4 con
HW-OTR, 4 con LW-OTR y 2 controles) se llenaron con el vino en marzo de 2018 y se
mantuvieron en condiciones de la sala de barricas de la ETS Ingenierias Agrarias de
Palencia (Universidad de Valladolid) a 17 °C y 70% de humedad relativa. Las muestras

de vino se tomaron de cada barrica a los 6 y 12 meses de envejecimiento.

Se analizaron los parametros enolégicos convencionales a los 6 y a los 12 meses de
envejecimiento del vino. Se analizaron los parametros de color en el UV/Vis
Spectrometer Lambda 25 (Perkin Elmer, Singapur). Estas medidas se realizaron por

duplicado siguiendo la metodologia de Glories®®.

2.3.  Andlisis de elagitaninos de las muestras de madera

Las muestras de madera de las duelas de madera roble recogidas de cada una de las
diferentes barricas fue preparada para analizar el contenido de elagitaninos. Cada
muestra se mezclé y triturd hasta un tamafio <1 mm. Se tomaron 250 mg de muestra
de barrica triturado y se realizaron cinco extracciones con sonicacion de 15 min con
una solucién de 15% en v/v de etanol en agua ultrapura burbujeada con nitrégeno
para evitar oxidaciones. La solucién fue centrifugada y el sobrenadante se concentré
en rotavapor hasta 25 mL. La composicion de elagitaninos fue determinada por HPLC-
MSn-MRM con la metodologia previamente desarrollada y validada *°. Se realizaron los
andlisis en un Hewlett-Packard 1200 serie LC (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania) usando un termostato de fase invertida AQUA C-18, 5 um, y columna de
150mm 4.6mm (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.) a 35 °C. Una solucién acuosa
(2,5%) de acido acético (AnalaR, Normapur, VWR International, Fontenay-sous-Bois,

Francia), y 100% de isopropanol y metanol de grado HPLC (HiPerSolv® Chromanorm,
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VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francia) se utilizaron como eluyentes
siguiendo las condiciones de cromatografia previamente citadas 20 | espectrometro
de masas se conectd al sistema HPLC a través de la salida de células DAD para la
cuantificacion de elagitaninos mediante el uso de (-)-galocatequina como estandar
interno (15 mg L-1). La deteccidn de MS se realizé6 en modo negativo con un API 3200
Qtrap equipado con una fuente ESI y un analizador de masas de trampa de iones lineal
de triple cuadrupolo controlado por el software Analyst 5.1 (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemania). Siguiendo la metodologia previamente desarrollada®®, para la
cuantificacién se utilizé la sefial de las siguientes transiciones detectadas en los analisis
MRM: 933/631 para la castalagina, 933/301 para vescalagina, 1065/249 para
Grandinina y Roburina E y 305/125 para el estandar interno (305/125). Estos analisis se
realizaron en el laboratorio del Grupo de polifenoles de la Universidad de Salamanca,
durante la estancia predoctoral realizada.

Con la misma cantidad de sobrante de madera y el mismo tratamiento de muestra se
analizé el indice Total de Polifenoles (IPT)?}, la muestra se diluyé 1:10 con agua ultra
pura y se midido a 280nm en el espectrémetro UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer,

Singapur).

2.4. Anadlisis de elagitaninos de las muestras de vino

El andlisis de los elagitaninos presentes en el vino se determind mediante la fraccidon
de riqueza de elagitaninos presentes en las muestras tomadas a los 6 y 12 meses del
vino envejecido, segln la metodologia de dos pasos SPE publicada 20 Tres mililitros de
muestra de vino se desalcoholizan y se aplica en el cartucho Water C-18 Sep-pak® (500
mg, Millipore Corp., Milford, MA, USA) previamente acondicionado. Los elagitaninos
son disueltos con 5 mL de acido acético 2.5% v/v y esta fraccidon es evaporada a
presion reducida y re-disuelto en 2.5% de acido acético hasta un volumen de 2 mL. La
solucion resultante se fracciona en una mini columna Sephadex LH-20 (10mmx30mm)
para fraccionar se utilizan: 2 mL de agua ultrapura utilizada para eliminar los
compuestos no tanicos, 2 mL de etanol absoluto (96% v/v) para eliminar el acido
galico, 1 mL de metanol para eliminar los restos de etanol del cartucho y esta ultima

fraccion se disuelve en 10 mL de metanol donde se encontrardn los elagitaninos. La

78



Prat Garcia, Samanta RESULTADOS

ultima fraccion se evapora a presion reducida y se re-disuelve en 2 mL de acido acético
al 2.5% v/v. La fraccion rica en elagitaninos se analiza segun el método descrito
anteriormente para la madera *°.

Para el anélisis del indice de fenoles totales (IPT)*, las muestras de vino se diluyeron
en 1:50 de agua ultra pura y medidas a 280 nm en el espectrémetro UV/Vis
Spectrometer Lambda 25 (Perkin Elmer, Singapur). Estos andlisis se realizaron en el
laboratorio del Grupo de polifenoles de la Universidad de Salamanca, durante la

estancia predoctoral realizada.

2.5. Ensayo del poder antioxidante reductor férrico (FRAP) a partir de

muestras de vino

El ensayo se realiza siguiendo la metodologia descrita por Benzie y Strain in 1996%, con
algunas modificaciones. El reactivo FRAP se genera mezclando 10 mL de un buffer de
acetato de sodio 300 mM (pH=3.6), 1 mL de solucidn de tri-piridiltriazina (TPTZ) 10 mM
y 1 mL de solucion FeCl;-6H,0 20.0 mM, la mezcla se incuba 10 min a 37 °C, pasado
este tiempo se diluye en relacion 1/3 con la solucién buffer. La reaccion de 30 pL de
muestra y 270 ulL de reactivo FRAP realizada en el lector de micro-placas por triplicado
de cada muestra y paralelamente se analizd6 un blanco con vino sintético, (Biotek
Powerwave XS con software KC4). La temperatura del ensayo fue de 37 C, y la
absorbancia se midié a 593 nm en tiempo t= 0 y t= 4 min. Se utilizd solucién acuosa de
concentracion conocida de Trolox para la curva de calibracion y los resultados se
expresaron en equivalentes de Trolox WM. Estos analisis se realizaron en el laboratorio
del Grupo de polifenoles de la Universidad de Salamanca, durante la estancia

predoctoral realizada.

2.6.  Andlisis de radicales libres (DPPH) de las muestras de vino

Para este andlisis se sigue la metodologia de Bondet 1997, con algunas modificaciones
2 La medida se basa en el decrecimiento de la absorbancia a 515 nm de la reaccién
del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) como radical libre (Sigma® (Alemania). La

reaccion se realizd en un lector de microplacas, por triplicado de cada muestra de vino
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y el vino sintético se utilizd como blanco, (Biotek Powerwave XS con el software KC4).
La temperatura de analisis se realiza a 25 °C, la medida realizada a tiempo t=0y t= 20
min. Los resultados se expresaron en equivalentes de Trolox uM vy se calcularon con
regresion lineal con soluciones conocidas de Trolox con diferente concentracion. Estos
analisis se realizaron en el laboratorio del grupo de investigacién REQUIMTE-LAQV
Research Centre de la Universidade do Porto, durante la estancia predoctoral

realizada.

2.7. Determination of Total Phenolic content from wine samples

La determinacion del contenido fendlico total (TPC) se determiné segun el método del
indice Folin Ciocalteu ?*, el reactivo Fenol de Folin & Ciocalteu de Sigma-Aldrich (Suiza)
adaptado a nuestro método de medicion en un lector de microplacas (Biotek
Powerwave XS con software KC4). La medida tiene un maximo de absorcién a 750 nm,
siendo la intensidad de absorcién proporcional a la concentracién de compuestos
fendlicos en el vino. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, y los
resultados se expresan en mg de equivalente de acido gdlico. Estos andlisis se
realizaron en el laboratorio del grupo de investigacion REQUIMTE-LAQV Research

Centre de la Universidade do Porto, durante la estancia predoctoral realizada

2.8. Analisis sensorial

Después de un afio, el vino envejecido en las barricas fue embotellado, y almacenado 2
meses a 172C antes del andlisis. Se realizé una prueba triangular para detectar si habia
diferencias significativas entre las muestras envejecidas en diferentes barriles segun la
perspectiva del consumidor. El andlisis fue realizado por un comité de 60 estudiantes
del Grado en Enologia de la Universidad de Valladolid, Palencia. El analisis se realizé a
temperatura ambiente en una sala de andlisis sensorial con cabinas individuales para
cada catador segun las normas de estandarizacion (1ISO 4120: 2008, UNE 87-006-92) en
la sala de catas de la ETS Ingenierias Agrarias de Palencia (Universidad de Valladolid).
Para realizar este andlisis, se presentaron simultaneamente a los jueces tres muestras

codificadas, dos de las cuales eran la misma, para que el juez pudiera identificar cual
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era la muestra diferente. La importancia de estos andlisis se calculé con la respuesta

correcta, descartando las preferencias de las pruebas incorrectas 2,

2.9. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media * desviacidon estandar. Los ensayos de
elagitaninos, DPPH, FRAP, color y TPC se realizaron por triplicado. Se realizé un andlisis
estadistico y un estudio de correlacién utilizando el software Statgraphics 18-x64.
Andlisis de varianza (ANOVA) y andlisis de componentes principales (PCA) a un nivel de
significacion del 5%. El coeficiente de correlacion ‘r’ se utilizé para evaluar si se asocian
dos variables diferentes, se eligié un intervalo de confianza del 90% para el coeficiente
de correlacién. Las correlaciones se realizaron con los elagitaninos, parametros

enoldgicos, color y actividad antioxidante (DPPH y FRAP).

3. Resultados

3.1.  Elagitaninos presentes en las duelas de madera

La concentracidn de elagitaninos en las diferentes especies de roble esta influenciada
por diferentes factores, como son el clima, el suelo, la edad del arbol y el tratamiento
de la madera, esto puede facilitar una clasificacidon por el tipo de grano tal como ya
describia %°. Los trabajos de clasificacion de la madera por la tecnologia Oakscan®?’, no
se puede comparar directamente con este trabajo, ya que no se aporta la proporcién
de duelas de cada especie %, ellos trabajan con mezcla, y la especie Q. robur es mas
rica en elagitaninos que Q. petraea *° (48.4 mg/g vs. 34.4 mg/g de madera). Para la
construccion de las barricas de este estudio se utilizé una metodologia teniendo en
cuenta las caracteristicas anatémicas globales de la madera de roble, en este caso Q.

petraea *°.

En la Tabla 1, se muestran las medidas de las concentraciones presentes en las
muestras de las duelas de maderas de roble de las barricas control (n=4), barricas de

baja tasa de transferencia de oxigeno LW-OTR (n=8) y alta tasa HW-OTR (n=8) para los
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cuatro elagitaninos monoméricos estudiados (Castalagina, Vescalagina, Grandinina y
Roburina E) expresados en mg/g de madera seca. En esta Tabla 1, muestra los
coeficientes de variacion (% C.V.) de los compuestos analizados en los diferentes lotes
de barricas, se ha de tener en cuenta que, la madera es un material natural, por lo que
la estructura y composiciéon depende de muchos factores. Se puede observar que, la
variabilidad entre las concentraciones de los diferentes elagitaninos analizados, no
supera el 29% dentro de un mismo lote, la cual se considera que es una variacién
aceptable. Por otro lado, el lote control que corresponderia a una construccion de
barricas tradicional sin clasificacion de las duelas de madera, y por tanto sin
trazabilidad sobre las duelas que componen las barricas, el coeficiente de variacién se
encuentra entre el 34-43%, por encima del valor mas alto de los compuestos de los

lotes analizados.

Tabla 1. Concentracién promedio en mg/qg de elagitaninos en las muestras de madera de las barricas con

distintos OTR

Control LW-OTR HW-OTR

(mg/g) Media + o C.v. Media + o C.v. Media * o C.Vv. p-valor

Castalagina 5.86 +2.54 43% a 6.65+1.55 23% a  5.34+1.27 24% a 0.31
Vescalagina  12.24+4.19 34% ab 13.491129 10% a 11.08x1.04 9% b 0.09
Grandinina 4.59+1.61 35% a 5.39+0.78 14% a  5.29%0.58 11% a 0.36
Roburina E 1.69+0.57 34% a 1.96+0.40 20% a  1.890.56 29% a 0.68

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los lotes de barricas
analizados, sin embargo, se pueden identificar un patrén en los lotes de LW-OTR,
donde la concentracion es mas alta en los cuatro elagitaninos de estudio respecto a
HW-OTR. La diferencia en cuanto a concentracién entre los lotes de LW-OTR respecto
a los lotes de HW-OTR es, para la castalagina de un 24.5%, de un 21.8% en el caso de la
vescalagina. Los elagitaninos representan un 10% de la composicion en madera seca, y
estos dos elagitaninos, de acuerdo al método de extraccion y su estructura quimica,
son los que mas se ceden a la solucién 3% En cuanto el porcentaje de diferencia entre
los elagitaninos con menor concentracion serian; para la grandinina 1.9% y para la

Roburina E 3.7% de LW-OTR respecto a HW-OTR.
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La Vescalagina es el elagitanino mds abundante, debido a la posicién de sus grupos OH,
que permiten una mayor cesion de la madera a la solucién hidroalcohdlica. La prueba
ANOVA, muestra diferencias significativas entre los lotes HW-OTR y LW-OTR, y ambos
lotes guardan relacién con la madera de los lotes control (p = 0.09). Segln algunos
trabajos un Unico elagitanino no representa todo el conjunto, por lo que estos
resultados nos indican, que no hay una relacién directa entre la concentracién de
elagitaninos de la madera de roble francés y su la tasa de transferencia de oxigeno.
Estos resultados coinciden con los resultados de otros autores en madera de roble Q.
petraea, ** donde la castalagina y la vescalagina son los compuestos mayoritarios con
unas concentraciones en mg/g de 9.06 + 4.96 y 8.01 + 6.39 respectivamente y les sigue
la Grandinina y la Roburina E 5,47 + 4.66 y 4.44 + 1.92 respectivamente. En otro
trabajo se describieron resultados semejantes *°, donde se analizaron un gran nimero
de Q petraea mostrando valores de elagitaninos (promedio de concentracidén y entre
paréntesis el minimo y el maximo) de: castalagina 11.82 mg/g (3.75-30.26 mg/g),
vescalagina 6.41 mg/g (1.27-15.88 mg/g), grandinina 2.74 mg/g (0.31-9.55 mg/g) y
roburina E 3.00 mg/g (0.46-9.34 mg/g).

Con estos resultados, se pueden decir que hay una ligera tendencia a una mayor
concentracion de elagitaninos en las maderas de LW respecto a las de HW. Y por otro
lado hay que indicar que no hay una relaciéon clara entre la tasa de transferencia de

oxigeno de la madera de roble francés y su concentracion de elagitaninos.

3.2. Evolucidn de los parametros enoldgicos del vino

Los principales parametros enolégicos de los vinos envejecidos en barricas de control
(n=2), LW-OTR (n=4) y HW-OTR (n=4) después de 6 y 12 meses presentan los valores
habituales en el vino tinto Ribera del Duero (Figura 1). Algunos de estos parametros
enoldgicos se han presentado en el articulo del Capitulo Il de esta Tesis Doctoral 2,
sin embargo se considera que son parametros importantes y que pueden presentar
relacion con los compuestos estudiados en este trabajo. Se observaron diferencias

estadisticamente significativas en algunos de los parametros enoldgicos analizados

83



Prat Garcia, Samanta RESULTADOS

para el mismo vino envejecido en barricas con diferente tasa de transferencia de
oxigeno. Los resultados obtenidos muestran un bajo coeficiente de variacidon para

todos los parametros analizados, lo que muestra la homogeneidad en las barricas del

mismo lote.
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Figura 1. Paradmetros enoldgicos del vino envejecido en las barricas con tasa de transferencia de oxigeno

personalizada, resultado medio y andlisis ANOVA

El grado alcohdlico del mismo vino envejecido en las distintas barricas de andlisis no
muestra diferencias estadisticas, el vino inicial tenia un grado alcohdlico 15% (v/v), los
valores a los 6 meses se encuentran 15.08-15.11% (v/v) y a los 12 meses 15.25-15.31%
(v/v). En cuanto a los valores de pH, el vino inicial tiene un valor de 3.89, a los 6 meses,
el vino en las barricas control 3.86 + 0.01, el vino de las barricas LW-OTR 3.85 + 0.01 y
en HW-OTR 3.85 + 0.00, a los 12 meses de envejecimiento los vinos se encuentran 3.84
+ 0.01, 3.84 £ 0.00 y 3.85 £ 0.00, en este ultimo tiempo si se encuentran diferencias
significativas entre los lotes de vino de las barricas de alta y baja oxigenacion. Estos
parametros, podrian describir una ligera diferencia segun el tipo de barrica en la que

ha envejecido el vino.

De los parametros presentados en la Figura 1, se destacan diferencias a los 6 meses
respecto al control (acidez total, acido acético y acetato de etilo), no obstante, no
entre los vinos de las barricas clasificadas. A los 12 meses de envejecimiento se repite
este patron para el parametro acidez total, pero no se destacan diferencias entre los

vinos en cuanto a los otros pardmetros analizados.
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En cuanto a pardmetros como la glicerina, presenta una bajada de concentracién de
los 6 a los 12 meses de un 10.75% para los vinos de las barricas control, 6% para los
vinos de las barricas LW-OTR y 9.75% para los vinos de las barricas HW-OTR, sin

embargo, no presenta diferencias significativas en el tiempo.

3.3. Evolucion del color del vino

El color es el primer pardmetro que percibe el consumidor por ello se analiza la

evolucion del vino durante la crianza en barrica mediante el andlisis de las

absorbancias 420 nm, 520 nm, 620 nm, y el analisis de los parametros CIELab.

Tabla 2. Parametros de color, coeficiente de variacion entre barricas del mismo lote y p-valor del ANOVA

Barricas control Barricas LW-OTR Barricas HW-OTR p valor
media t o C.V. mediato C.V. meadiatoc  C.V. pl pz

hue 0.77+0.00 0.56% 0.76+0.00 0.34% 0.77+0.00 0.24% 0.0003 0.000
L* 1.51+042 28.04% 197+0.54 27.23% 2.18+0.08 3.89% 0.039 0.2991
a* . 28621070 2.46% 29.37+0.83 2.83% 29.67%0.13 0.44% 0.039 0.3266
b* é 260+0.74 28.39% 3.40+0.92 27.08% 3.76+0.14 3.85% 0.0385 0.2985
420nm| ° 6.89+0.03 043% 6.77+0.15 221% 6.71+£0.04 0.59% 0.1951 0.4546
520 nm 8.99+0.01 0.11% 890+0.19 213% 8.75+0.05 0.57% 0.1437 0.1846
620 nm 255+0.02 0.78% 2.53+0.08 3.16% 2.47+0.02 0.81% 0.2857 0.2971
hue 0.82+0.01 0.62% 0.81+0.01 1.24% 0.82+0.00 0.26% 0.088 0.1359
L* 349+0.35 9.89% 3.29+0.55 16.62% 3.71+0.35 9.42% 0.1981 0.091
a* 2 31.57+0.50 1.58% 31.31+0.79 2.54% 31.92+0.53 1.66% 0.1992 0.0929
b* é 6.02+0.60 9.92% 5.67+0.94 16.58% 6.39+0.60 9.41% 0.1956 0.0896
420 nm = 6.46+0.12 1.85% 6.50x0.16 246% 6.36+0.09 1.52% 0.374 0.1911
520 nm 7.89+0.21 2.66% 8.03+031 3.86% 7.81+0.12 1.54% 0.4289 0.2242
620 nm 225+0.07 3.11% 230x0.10 4.34% 2.34+0.05 2.14% 0.5122 0.2928

! Comparacion de los vinos de 3 tipos de barricas, ‘ comparaciones del mismo vino de las barricas HW-OTR y LW-OTR

La Tabla 2 muestra las medias y la desviacién estandar de los diferentes pardmetros
ClELab, como puede observarse el tono (H*), muestra diferencias significativas a los

seis meses entre los vinos control y los vinos envejecidos en barricas clasificadas, y
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ademads muestra diferencias entre los lotes de vino de alta y baja oxigenacion (p <
0.05). Se observan que el H* aumenta en el tiempo, un 6.49% para los vinos control
6.58% para los vinos LW-OTR y 6.49% para los vinos HW-OTR. La claridad (L*), es
superior en los dos tiempos de analisis en los vinos envejecidos en HW-OTR, esto
puede deberse a una mayor precipitacion de la materia colorante. A los 6 meses los
vinos de las barricas clasificadas presentan valores superiores a los del control, y pese
a no mostrar diferencias significativas el valor a los 6 meses de L* en los vinos de las
barricas HW-OTR es superior. Los valores de L* aumentan con el tiempo siendo de 57%
para los vinos de las barricas control, del 40% para los vinos de las barricas LW-OTR y
de 41% para los vinos de las barricas HW-OTR, el aumento es mayor para los vinos de
baja oxigenacion, sin embargo, los valores son inferiores, la disminucién est3
relacionada con la pérdida de colorante y el proceso de clarificacion con la
precipitacion de compuestos fendlicos, que se refleja en la Iluminosidad
significativamente mas alta (p=0.091). A los 12 meses la diferencia significativa se
muestra entre los vinos de los lotes clasificados destacando una alta claridad los vinos
de las barricas HW-OTR. El valor a*, que representa los tonos del verde al rojo, siendo
los valores positivos los representantes del rojo, en este caso a los 6 meses se
encuentran diferencias de los vinos clasificados respecto al control, siendo los valores
de los primeros superiores, a los 12 meses se encuentran diferencias entre los vinos
envejecidos en barricas clasificadas, siendo superior en tonalidad roja los vinos de las
barricas HW-OTR, esto puede deberse a que los vinos envejecidos tal y como muestra
los resultados del Capitulo Ill, tienen un mayor valor de antocianinas monomeéricos.
Los aumentos de la tonalidad roja (a*), son de 9.35 para los vinos de las barricas
control, de 6.2% para los vinos de las barricas LW-OTR y de 7.1% para los vinos de las
barricas HW-OTR. El ultimo pardmetro b*, representa los tonos de azul al amarillo.
Siguiendo el patrén anterior a los 6 meses los vinos de las barricas clasificadas tienen
se diferencias significativamente respecto al control con valores superiores, a los 12
meses en cambio se diferencia significativamente los vinos de las barricas LW-OTR
respecto HW-OTR (p = 0.0896). Un aumento 132% para los vinos de las barricas
control, 66.85% para los vinos de las barricas LW-OTR y 70% para los vinos de las

barricas HW-OTR.
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Las absorbancias no presentan diferencias significativas entre los diferentes lotes ni a
los diferentes tiempos de analisis, no obstante teniendo presentes los compuestos
antocianidicos formados en el trabajo de PORTO, se pueden decir que la formacién de
nuevos compuestos aportan una mayor intensidad de color rojo, absorbancia 520 nm,
a los vinos envejecidos en barricas LW-OTR, con valores de 8.9 + 0.19 respecto a los
8.75 = 0.05 de los vinos de las barricas HW-OTR, esto se repite a los 12 meses 8.03 +
0.31ylos 7.81 + 0.12 respectivamente. En cuanto el color amarillo representado por la
absorbancia 420 nm, que nos diria que vino estad ligeramente mas oxidado, no se
muestran diferencias significativas, y los valores son muy similares, por lo que los
autores creen que la formacién de algunos compuestos dé mds estabilidad de color,
pese a que hay una mayor cantidad de antocianos manomeéricos en los vinos de las
barricas de HW-OTR. En cuanto a la absorbancia 620 nm, que corresponde a los azules
segln los datos aportados por el anterior trabajo la formacion de derivados
antocianidicos es superior en los vinos de las barricas LW-OTR por lo que tienen una
mayor estabilidad de color, no obstante, Unicamente con los valores de la absorbancia
no se puede apreciar esta diferencia, la cual si era destacable con los parametros

CIELab.

3.4. Evolucién de los elagitaninos del vino envejecido

La Figura 2 muestra los resultados de la concentracién de los 4 elagitaninos en el vino,
tras 6 y 12 meses de envjecimiento en barricas control (n=2), y clasificadas segln su
OTR LW-OTR (n=4) y HW-OTR (n=4). El vino utilizado para rellenar las barricas no tiene
elagitaninos, ya que no ha estado en contacto con madera. Se pueden observar que
existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes lotes de vinos
envejecidos (p < 0.05). El andlisis del vino a los 6 meses nos presenta unos coeficientes
de variacidén, que en el caso del elagitanino mds abundante, la vescalagina, es del 23%
en el caso de los vinos de las barricas control, frente a unos C.V. mas bajos para los
lotes clasificados 15% para LW-OTR y 8% en el caso de los vinos HW-OTR. La
castalagina presenta unos C.V. un poco mas altos, sin embargo, los valores de los vinos

envejecidos en HW-OTR son los que presentan unos valores mas bajos. En el caso de la
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grandinina y la Roburina E, presentan los valores de variacion mas altos en los vinos

LW-OTR siendo 37 y 41% respectivamente.

B meses 12 meses

Figure 2. Concentracion de elagitaninos presentes en el vino envejecido en las barricas con OTR

personalizado y control a los 6 meses (izquierda) y a los 12 meses, y andlisis ANOVA

A los 12 meses de envejecimiento los valores de C.V. son mucho mds bajos. En el caso
de la vescalagina los lotes de vino envejecido en barricas clasificadas presentan unos
valores de 1% y 7% en HW-OTR y LW-OTR, respectivamente. Le sigue la castalagina con
6% para vinos HW-OTR y 8 para LW-OTR. En el caso de la grandinina los valores son de
10 y 15% y para la roburina E del 25 y 4% para los vinos HW-OTR y LW-OTR
respectivamente. Los valores de los vinos envejecidos en las barricas control
exceptuando el caso de la roburina E y la grandinina mencionados a los 6 meses,
presentan valores de C.V. mas altos, tal y como sucedia en el andlisis de elagitaninos
en la madera, por tanto, se puede decir que las barricas clasificadas presentan en

cuanto a la concentracion presente en el vino una mayor homogeneidad.

La vescalagina y la castalagina son los taninos hidrolizables de mayor concentracion. A
los 6 meses de envejecimiento del vino la concentracidén de la castalagina en los vinos
de las barricas HW-OTR es un 62% inferior respecto a los vinos LW-OTR. Este hecho
también se da para la vescalagina donde la concentracion en HW-OTR es un 69%
inferior. Los elagitaninos minoritarios, también se encuentran en mayor cantidad en

los lotes de vino de baja oxigenacion siendo la grandinina 58% y la Roburina E un 61%.
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En cuanto a las barricas control la concentracién de todos los elagitaninos es inferior a

ambos lotes de vino envejecido en barricas clasificadas.

En el caso de los 12 meses de envejecimiento, esta diferencia estadistica se mantiene,
sin embargo, varian un poco los porcentajes de diferencia, en el caso de la castalagina
es del 43%, para la vascalagina la diferencia entre los vinos de los lotes con diferente
oxigenacion es del 59%. Para la grandinina es del 49% y por ultimo para la roburina E
es del 63%, estos dos ultimos compuestos, tienen una mayor relevancia en las
reacciones independientes y dependientes al oxigeno, siendo su disminucién de
concentraciéon mads alta a una mayor disponibilidad de oxigeno 33 Es decir, en los dos
tiempos de andlisis la concentracién es significativamente superior para los vinos de

baja oxigenacion.

El efecto del tipo de grano de la madera es un factor importante, algunos trabajos **,
diferencian aspectos sensoriales en el envejecimiento del vino en madera clasificada
como grano ancho, cede mucho mas elagitanino y el vino envejecido en madera
clasificada como grano fino por el contrario, es mas rica en compuestos aromaticos de
la madera. En este estudio la madera LW-OTR tiene una proporcién de madera de
primavera superior, por lo que se justifica que la cesién de compuesto tanico durante
el tiempo sea superior.

Por otro lado, en un mismo lote también se puede ver un aumento en la concentraciéon
con el paso del tiempo. Para los vinos envejecidos en LW-OTR, de los 6 a los 12 meses
de envejecimiento la castalagina aumenta un 13%, la vescalagina un 19%, la grandinina
un 40% y un 65% para la roburina E que es el compuesto con un mayor aumento de
concentracion. En el caso de los vinos de las barricas HW-OTR, los aumentos de
concentracion de los 6 a los 12 meses son superiores siendo del 43% para la
castalagina, de un 40% para la vescalagina, de un 51% para la grandinina y de un 62%
para la Roburina E. Los aumentos en los vinos envejecidos en HW-OTR, son superiores
sobre todo en los elagitaninos mas hidrolizables, posiblemente guarde relacién con el
porcentaje de humectacion (MC) de la madera, si se extrapolan los valores de trabajos
anteriores con barricas clasificadas por el OTR, que la humedad de la madera durante

la desgasificacion es de 3.52 + 0.75 para las barricas HW-OTR y de 2.34 + 0.37 para las
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LW-OTR, y para los tiempos de medida del OTR llegan a valores mas préximos 1.48 +
0.25y 1.38 £ 0.4, respectivamente 7 Por tanto, la liberacién de los elagitaninos puede
acelerarse con el paso del oxigeno y extraer una mayor cantidad de compuesto en las

barricas HW-OTR que a la vez son barricas menos pesadas, por tanto, mas porosas.

Este aumento de la concentracidon de elagitaninos corrobora lo descrito por otros
autores *, donde en un vino tinto de caracteristicas similares envejecido en barrica
nueva de Q. petraea de un tostado medio, obtiene unos valores de concentracion a los
6 meses de 3.03 + 0.39 mg/Ly de 6.2 + 0.7 mg/L para los 12 meses, de taninos totales,
estos valores son similares a la suma de los elagitaninos obtenidos en las barricas
control de este trabajo. Sin embargo, no coincide con otros trabajos *°, que analizan un
vino envejecido durante un afio en barrica de roble francés obteniendo que la
concentracion de elagitaninos crece hasta el 3-4 mes, respecto al total de elagitaninos
(8 en este estudio) la castalagina aumenta un 30-35%, la vescalagina 16-25%,
grandinina 5-7% y las roburina A-E 5-9%, pero que decae en los meses siguientes hay

un decrecimiento lento de la concentracion.

La disponibilidad de O, disuelto en la solucién tiene gran influencia en la concentracion
de elagitaninos, en solucion de vino modelo sin oxigeno se pueden observar la
desoxigenacion de la madera y el consumo por parte de los compuestos cedidos por la
madera, observando una disminucién del contenido de oxigeno disponible *’. Estudios
de vino modelo con diferente concentracion de OD indican que la concentracion total
de elagitaninos en un sistema 0 mg/l de OD es maxima a los 8 dias y es de 627.6mg/L,
en cambio para un sistema OD 1.9 mg/L la concentracion maxima es de 495.7 al 5 dia,

un 21% inferior, y de 393.4 mg/L en un sistema saturado de oxigeno™ .

Se ha encontrado que el contenido de elagitaninos en la madera no presenta
diferencias significativas entre los lotes HW-OTR y LW-OTR, sin embargo, si se
observan diferencias en la concentracién de elagitaninos presente en el vino a los 6 y
12 meses de crianza. La estructura anatémica de la madera junto con un mayor paso
del oxigeno puede ayudar a la extraccion inicial de estos compuestos y seguidamente

la diferencia de concentraciones con el paso del tiempo se debe a la disponibilidad de
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oxigeno disuelto 7 En este caso el aporte de oxigeno al vino envejecido en las barricas
de alta oxigenacién es 2.3 veces superior al vino de las barricas LW-OTR. Algunos
trabajaos ya ponian de manifiesto la importancia de la anatomia de la madera, asi al
analizar la influencia entre nivel de tostado y grano en madera de Q. petraea,
encontraron, en el caso de madera de grano medio, valores de concentracion de
elagitaninos superiores a las maderas de grano fino, sin embargo, no describen una

relacion signficativa tipo de grano y composicion tanica®.

El andlisis de componentes principales (PCA) (Figura 3), presenta la relacidn entre los
vinos envejecidos en las barricas de los lotes clasificados por el OTR, durante los
diferentes tiempos de contacto vino-barrica, en cuanto a los valores de concentraciéon
de los cuatro elagitaninos de estudio y la capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) y IPT.
Este PCA se utiliza para evaluar la contribucién de los elagitaninos en cada tipo de vino
envejecido en barrica clasificada por su OTR. Como se puede observar en la Figura 4, el
primer componente principal (PC1), que representa el 64.14% de la varianza total, y el

PC2 explica 24.11%.

HW-OTR LW-0TR WeoTR wescalaging
rops cee LW-0TR -
& MESES ] 6 MESES 12 MESES ,_—-—'—ﬁ_'_'_'d_r castalagina
a SES
.i LR R e — o
S . Grandinina
~ % 0 —_——————————
= il | 1. ] g :
- ™ |I Roburina E
_. .‘
HW-OTR II
= 12 MESES | I
|
|| DPPH
| FRAP

PCI (64.14%)

Figura 3. Andlisis de components principales elagitaninos y capacidad antioxidante

En el eje positivo de PC1, se encuentran las variables de estudio, es decir, se
correlacionan positivamente. Se pueden diferenciar los lotes de vino envejecido en
barricas LW-OTR de las HW-OTR, tanto por grupos como por el tiempo de
envejecimiento. Siendo los lotes de vino HW-OTR claramente mads pobres en taninos

hidrolizables respecto a los vinos envejecidos en LW-OTR.
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En el articulo presentado en el Capitulo I, se estudia la composicién de antocianinas y
sus derivados en estos mismos vinos envejecidos en barricas con OTR personalizado.
Este estudio confirmé que la diferencia de oxigenacion de las barricas permitia obtener
vinos con diferente composicién de antocianos y por lo tanto de color. Se obtuvieron
resultados de una menor concentracién de antocianinas manomeéricas, en los vinos
envejecidos en LW-OTR, por lo que uno de los compuestos que puede reaccionar con
este tipo de compuestos son los elagitaninos y podrian establecer una relacién
concentracion elagitaninos y la concentracién de antocianos. Si se observan los
aumentos de la concentracién de elagitaninos son menores para los vinos envejecidos
en HW-OTR, esto podria relacionarse con la mayor cantidad de derivados de
antocianina presente en el vino LW-OTR, que ademds se refleja en una mayor
estabilidad del color.

En este apartado se pueden decir que presentan mas elagitaninos los vinos
envejecidos en barricas con una menor tasa de transferencia de oxigeno que los

envejecidos en barricas con alta tasa de transferencia de oxigeno.

3.5. Relacidn de elagitaninos y otros compuestos en el vino

Teniendo en cuenta que el vino es una matriz compleja, se estudiaron las relaciones
entre TPC, parametros enoldgicos, actividad antioxidante (métodos DPPH y FRAP),
color y la composicidn tanica presente en el vino (Tabla 3). En esta tabla se muestran

las correlaciones de Pearson superiores o iguales al 95%.

En el caso de los vinos envejecidos en las barricas de alta oxigenaciéon (HW-OTR), se ha
encontrado que el contenido en 4 elagitaninos estd muy relacionado con la capacidad
antioxidante, y con mayor significacion en el caso de las medidas DPPH. Los resultados
indican que cuanto mayor contenido en elagitaninos, mayor capacidad antioxidante,
siendo la vescalagina la de mayor correlacién y la Roburina E la de menor. En el caso de
los elagitaninos de los vinos envejecidos en barricas de los lotes LW-OTR, el contenido
en elagitaninos se encuentra correlacionado Unicamente con la capacidad antioxidante
de los vinos medida con el método DPPH y unicamente de forma estadisticamente

significativa con vescalagina, grandinina y de forma mas significativa con roburina E.
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Estos resultados ponen de manifiesto que la capacidad antioxidante de los vinos
envejecidos en barricas de baja oxigenacion no se debe a los elagitaninos analizados, si
no posiblemente a los nuevos compuestos formados durante el envejecimiento. Estos

resultados concuerdan con lo obtenido en otras trabajos 39,40

El analisis de IPT, presenta una correlacién significativa con una contribucién negativa
para los 4 elagitaninos en los vinos envejecidos en HW-OTR, en el caso de los vinos
envejecidos en las barricas LW-OTR, Unicamente es significativo para la vescalagina.
Otros parametros como la acidez total, la glicerina, acetato de etilo, y las absorbacias
420 nm, 520 nm y 620 nm, presentan correlaciones significativas, con contribuciones
negativas (p < 0.05). Para los vinos envejecidos en HW-OTR, los 4 elagitaninos
presentan correlaciones negativas, manteniendo en todos los casos una correlacion
mas alta con la vescalagina. Por otra parte, los vinos envejecidos en LW-OTR,
presentan correlaciones negativas no obstante no es significativo para la castalagina, y
la Roburin E presenta una correlacién es mas alta. En el caso de la glicerina Unicamente
se encuentran correlacion significativa en Roburina E, y para el acetato de etilo solo
contribuye significativamente la grandinina y mas significativa en la Roburina E, en
cuanto a las absorbancias, la grandinina tiene correlacién con las tres estudiadas, en
cambio la Roburina E no guarda una correlacidn significativa con la absorbancia a 420

nm, no es significativa para los dos elagitaninos con mayor concentracion.

Los vinos envejecidos en HW-OTR presentan correlaciones significativas con
contribucién positiva para los 4 elagitaninos, para el acido acético, acetaldehido, SO,
libre y total y para los pardametros ClELab, en todos estos parametros la correlacion
tiene valores mas altos para la vescalagina. Por otra parte, los vinos envejecidos en las
barricas LW-OTR, no presentan correlacion significativa para la castalagina, la
vescalagina tiene contribucion en el acido acético y los parametros ClELab. No
obstante, si contribuyen positivamente en todos los parametros significativamente la

Grandinina y la Roburina E, siendo los valores de este ultimo superiores.

3.6. Analisis sensorial
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De los resultados obtenidos en el analisis sensorial se pueden observar que es posible
diferenciar entre vinos con un panel de cata, de los 60 catadores 31 respuestas en la
cata triangular fueron correctas. Esto conlleva que el resultado de la evaluacién
estadistica, donde la significacion del nivel de riesgo es de a=0.01 (probabilidad de
concluir que existen diferencias perceptibles), un valor de percepcién aceptable pd =
50%(proporcién de jueces que perciban la diferencia aceptable para el analisis) y una
B = 0.001 (seria la probabilidad de concluir que no existen diferencias perceptibles

cuando si existen).

94



Prat Garcia, Samanta

RESULTADOS

Table 3. Correlaciones (r values) entre castalagina, castalagina, grandinina, roburina E y la actividad antioxidante (DPPH and FRAP), Folin, Algunos pardmetros enoldgicos y

pardmetros de color. Valores estadisticamente significativos p<0.05 resaltados en negrita.

Vino barricas HW-OTR

Vino barricas LW-OTR

DPPH

FRAP

Folin

Acidez total
Acido acético
Glicerina
Acetaldehido
Acetato de
etilo

SO, libre

SO, total
420 nm

520 nm

620 nm

H*

L*

a*

b*

Castalagina
(mg/L)
0,9121
0,7947
-0,7942
-0,9082
0,9214
-0,9427
0,8057
-0,7257

0,9425
0,951
-0,8709
-0,9308
-0,9092
0,9579
0,8769
0,8737
0,8778

Vescalagina
(mg/L)
0,9666
0,9398
-0,8761
-0,9776
0,8125
-0,9483
0,8984
-0,8143

0,9885
0,9899
-0,9227
-0,9695
-0,9563
0,979
0,9487
0,9474
0,9494

Grandinina

(mg/L)

0,9532
0,8535
-0,8796
-0,9113
0,823
-0,9628
0,791
-0,8406

0,9533
0,9665
-0,852
-0,925
-0,897
0,9631
0,8849
0,8839
0,8855

Roburina E

(mg/L)

0,8912
0,7804
-0,7107
-0,8892
0,8307
-0,922
0,8807
-0,5055

0,8908
0,8903
-0,8214
-0,8731
-0,8605
0,885
0,8189
0,8126
0,8199

95

Castalagina

(mg/L)

0,4741
0,0581
-0,5808
-0,46
0,4615
-0,2391
0,391
-0,5

0,3673
0,4003
-0,5449
-0,4982
-0,5235
0,3763
0,5572
0,5682
0,5558

Vescalagina

(mg/L)

0,7441
0,3264
-0,6999
-0,7605
0,7072
-0,5409
0,6653
-0,6862

0,6429
0,6583
-0,6408
-0,698
-0,682
0,6368
0,7153
0,7243
0,716

Grandinina

(mg/L)

0,7563
-0,0349
-0,6325
-0,7421

0,8106
-0,4357

0,7594
-0,8963

0,796
0,8223
-0,7508
-0,8293
-0,7948
0,8183
0,7664
0,7618
0,7671

Roburina E

(mg/L)

0,9473
0,2192
-0,8242
-0,9628
0,8663
-0,7626
0,8921
-0,9191

0,9002
0,9181
-0,6925
-0,8594
-0,7895
0,9013
0,778
0,7763
0,7798
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Los jueces destacan diferencias en el color donde los vinos envejecidos en LW-OTR,
presentan notas violaceas con la copa inclinada a 45°, en cambio destacan una mayor
evolucién para los vinos HW-OTR. En nariz no se destacan diferencias relevantes y
repetidas entre los catadores. La percepcién sensorial describe los elagitaninos como
un impacto en la astringencia y el amargor *°. En cuanto a la percepcién en boca, la
mayoria de los catadores que han acertado destacan que los vinos envejecidos en LW-
OTR lo encuentran mas equilibrado y en general hay cierta tendencia a que el vino que

mas gusta es el envejecido en barricas con baja oxigenacion.
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Diferentes estudios han precedido a este y gracias a ellos se ha visto la necesidad de la
realizacion de este trabajo. En el grupo de investigacion UVaMOX de la Universidad de
Valladolid, en el que se ha desarrollado esta Tesis Doctoral, llevan afos investigando
sobre los efectos del oxigeno durante el envejecimiento e innovando en nuevas
estrategias de medida y estudio de la dindmica del oxigeno y los efectos que este

provoca en el producto final, con tal de generar mejoras en el sector enoldgico.

La oxidacion del vino en contacto con la madera de roble es un proceso importante en
la crianza del vino. Al igual, la madera de roble es importante como se ha mencionado
a lo largo de este trabajo por las caracteristicas sensoriales que aporta a los vinos. Por
ello y conociendo que la propia madera de roble es un material natural, se planteo la
idea de analizar la dindamica del oxigeno en las diferentes estructuras anatémicas de la
madera de roble. En el Capitulo | de esta Tesis Doctoral, se presenta el estudio de
como pueden influir las diferentes estructuras de la madera en la dindmica del
oxigeno, tanto en la desgasificacién propia de la madera, como en el consumo de
oxigeno por los compuestos presentes en la madera y cedidos al vino, como son los
taninos enoldgicos. Este ensayo evalla la posibilidad de obtener un mapa de la
distribucién de oxigeno en una imagen 2D en diferentes tiempos para observar la
evolucion del oxigeno disuelto. En el laboratorio se prepard una solucidn sensora,
basada en una solucién de vino modelo, preparada con agua ultra-purificada y etanol
al 13% en volumen en la cual se disolvieron los sensores épticos y de referencia en la

relacion dptima para obtener una imagen ratiométrica.

Para el disefio del experimento, se escogid una madera de roble con proporciones
diferenciadas de madera de primavera y de verano y se cortd un pedazo para pegarlo
con una ldamina muy fina de silicona acida, a una lamina de metraquilato transparente
y esta a su vez en una camara de metacrilato, disefiada para el experimento, que
permitia ver tanto las distintas estructuras de la madera como la solucién sensora. La
proporciéon de madera en contacto con la solucidon sensora es 80 veces mayor a la

relacion que hay en la barrica durante la crianza del vino. La entrada y salida de la
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camara de metacrilato permiten la estanqueidad al aire del exterior, ademas contiene
un spot para tener un control del oxigeno en disolucion.

Este sistema, se llena con la solucién sensora, donde se realizaron dos ensayos.
Previamente, el sistema sin presencia de madera, para ello se construyd la misma
cdmara de metacrilato, se llend de solucion vino modelo con la mezcla de
nanosensora, y se acopla a un mezclador de gases para calibrar la solucién desde 0%
de aire a 100% en saltos de 10%. La solucidn se excita mediante la luz UV LED, que
emite a 405 nm, y la imagen se captura con una cadmara RGB, frente a la cdmara se
pone un filtro de emision de paso largo. El LED se enciende 5 segundos antes de tomar
la imagen para mantener una intensidad de luz y garantizar la excitaciéon de toda la
solucidn, las capturas se realizan cada 5 minutos, y la medida del oxigeno en solucién
mediante el spot, se sincroniza para que no genere interferencias. Obtenidas todas las
imagenes de color, se procesan con la ayuda del software LabVIEW 2015, donde se
procesan las imdagenes del calibrado. De las imdgenes RGB obtenidas, se procesan para
obtener una imagen ratiométrica, los nanosensores sensibles al oxigeno Pt-TFPP dan
sefial en el canal rojo y los sensores de referencia se detectan en el canal verde. La
calibracion consiste en ajustar la curva de calibracién de Stern-Volmer a partir de las
concentraciones de oxigeno conocidas, en diferentes puntos de la imagen, debido a
gue la concentracidn de sensores esta distribuida en diferentes proporciones en cada
punto de las diferentes imagenes. Para resolverlo, se capturan imagenes de las
particulas sensoras a diferentes tiempos de exposicion y se obtiene una imagen de
distribucién de oxigeno valida y mediante las ecuacidénes explicadas en el Capitulo I, se
pueden asignar a cada pixel una concentracion de oxigeno. De la media de los pixeles
de cada area seleccionada de la imagen se obtiene un valor ratiométrico asociado a
cada imagen (Figure 3, Capitulo I).

Una vez obtenida la curva de calibracién se sigue el mismo procedimiento con un
sistema con madera y la solucion sensora al 0% en aire saturado y se capturan
imagenes durante el tiempo para calcular la concentracién de oxigeno tanto en la
desgasificacion del aire contenido en la madera como el consumo de oxigeno o parte

de los compuestos liberados.
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Una vez establecido el procesado de la obtencion de las imdagenes de oxigeno, se
interpretan las modificaciones en la solucién al 0% en concentracién de oxigeno. En
este caso, se pretende visualizar la desgasificacién de la madera en diferentes
estructuras de la madera. Por ello, se selecciona una seccion de madera de verano y
otra de primavera, estas se diferencian por el tamafio del poro, siendo mas grande en
la madera de primavera. La solucidon de vino modelo con los sensores permite ver el
contenido de oxigeno. Las imagenes seleccionadas son a diferentes tiempos, 0, 10, 30
y 60 minutos, en estos se pueden observar el burbujeo generado por la liberacién de
aire atrapado en los poros de la madera de roble. Se pueden ver el aumento de la
concentraciéon de oxigeno en la solucién, la cuantificacién del oxigeno disuelto, se

obtienen con los datos adquiridos por el sensor de tipo spot.

La pequefia separacién entre la ldmina de metacrilato y la madera permite ver las
burbujas completas de desplazamiento del aire contenido en el interior de la madera,
los nanosensores no se encuentran en el interior de las burbujas, estas se visualizan en
el canal verde y por tanto en las imagenes de oxigeno finales. La dindmica del oxigeno
liberado por el aire atrapado en los poros es menor que la dindmica de consumo, ya
gue, tras 6,5 horas desde el inicio del experimento, se tiene sefial tanto en el liquido
como en la madera y pasadas 9 horas el oxigeno disuelto en la madera de verano
disminuye. La madera de verano ademas presenta una mayor liberacion de oxigeno
durante las primeras 24h de estudio, este hecho puede deberse a la estructura de la
madera, mucho mas densa, puede frenar la humectacién de la madera evitando el
desplazamiento del aire contenido. Por otro lado, la madera de primavera, presenta un
contenido superior de oxigeno hasta el final del experimento (80h), esto puede
deberse a la presencia de tilosas en los vasos que posiblemente retrasen la entrada de
liquido y por tanto la liberacién del aire en el interior es mas lenta, ademas la
diferencia con la madera de verano en cuanto a concentracidon de oxigeno es alta, esto
puede deberse a que la madera de verano es mads rica en elagitaninos, los cuales

tienen alta avidez por el oxigeno.

Se puede observar que, en la madera de primavera, se liberan unos maximos de entre

el 25-27% aire saturado durante las primeras tres horas y media y decrece la
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concentracion a medida que avanza el tiempo hasta llegar a mantenerse a niveles
proximos a 10,6% aire saturado. En las areas de madera de verano en cambio, tarda
mas en desgasificarse, entre 4 y 6 horas, y después se observa un descenso del

contenido de oxigeno disuelto, debido al consumo por las sustancias cedidas.

De este ensayo se puede determinar la clara influencia de la anatomia de la madera y
también la importancia de los compuestos cedidos por la madera al vino como son los
elagitaninos. Por ello, con el siguiente ensayo basado en la metodologia disefiada

previamente por el grupo UVaMOX **.

El trabajo consistidé en construir barricas con tasa de transferencia de oxigeno
conocida, mediante una metodologia no destructiva basada en el reconocimiento de
las estructuras anatdmicas y en las propiedades fisicas de las duelas. Posteriormente
se validé si esta metodologia era dptima para la crianza de vinos con un OTR

personalizado. Para conseguirlo se dividié el trabajo en cuatro partes (Capitulo Il).

Primero se clasificaron 3.064 duelas de roble Q. petraea, las cuales se separaron por
tamafios para cuerpo y tapas de la barrica. El procedimiento seguido para la
estimacion del OTR de las duelas, es econdmico y simple. Martinez-Martinez et. Al.
2019 emplea en su metodologia redes neuronales (Artificial Neural Network), para
predecir el potencial OTR. Los parametros utilizados para ello fueron la densidad y
siete caracteristicas anatdmicas la obtencion de estos se produce por un sistema no
invasivo a partir de una imagen*!. La densidad se calculé dividiendo el peso y el
volumen de cada duela de madera. Se diseiié un sistema para fotografiar las cabezas
de las duelas, mediante el uso de una cdmara mono-cromica, se ilumind con una luz
LED para garantizar una intensidad luminica lo mdas uniforme posible. De estas
fotografias se procesan 7 elementos estructurales de la madera (el angulo de rotacién
de la muestra de madera, nimero de anillos, proporcion de madera de primavera y de
verano, y la inclinacién y nidmero de radios medulares). Las duelas presentaban altas
diferencias entre si, lo que permitié separar en alta, medio y bajo OTR. Sin embargo,
solo se fabricaron barricas de alta y de bajo OTR. Siendo el OTR de las duelas

destinadas a cada grupo de 0,554 hPa/dia para las barricas LWOTR, y 1,017 hPa/dia
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para las de alto OTR, y para las tapas 0,383 hPa/dia para las barricas de bajo OTR y
0,944 hPa/dia para las de alto OTR.

Seguidamente, se seleccionaron las duelas éptimas para la fabricacién de las barricas
de 225 L, cada barrica consta de unas 30 duelas para el cuerpo, y unas 10 para las
tapas. Conocido el OTR de cada madera seleccionada para las barricas de alto OTR o
bajo, se estimd el OTR total de la barrica. Una vez seleccionadas las duelas que
conforman cada barrica se enviaron a la Toneleria INTONA donde se encargaron de la
fabricacion de las barricas, emplearon un tostado medio. Se obtuvieron 8 barricas de
alta y 8 barricas de bajo OTR con trazabilidad sobre todas las duelas. Ademas, se
fabricaron 4 barricas control de las que se desconoce el OTR.

Los analisis del coeficiente de variacién entre el OTR de las barricas muestran que para
el cuerpo de las barricas de alta tasa de transferencia de oxigeno (HWOTR) tiene un
valor 1,2%, y 1,9% para las de bajo OTR (LWOTR). Para las cabezas de la barrica este
coeficiente es algo superior 4,4% vy 3,7% para HWOTR y LWOTR respectivamente. Esto
es debido a que las duelas no se enviaron a la toneleria pre-seleccionadas siguiendo el
método Monte Carlo. Por lo que esta baja desviacién estandar determina que el
método de estimacion del OTR es Optimo para la fabricacion de barricas
personalizadas. Donde el OTR en hPa/barrica por dia varia para las barricas LWOTR
entre 0,37-0,39 hPa/barrica por dia y para HWOTR 1,23-1,28 hPa/barrica por dia
(Figura 18 del Capitulo II).

Por ultimo, las barricas volvieron al Grupo UVaMOX para ser analizadas. Para la
comprobaciéon del OTR se utilizaron la mitad de cada lote, es decir, 4 barricas de alto
OTR, 4 barricas de bajo OTR, y 2 barricas control. Las condiciones en las que se realizé
el estudio son las condiciones de bodega. El resto de las barricas se destiné para el

envejecimiento de vino durante un afio el cual se analizé en los siguientes trabajos.
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Construccion de barricas
con duelas clasificadas

N
= o

i,
K

Preduelas
Sistema de clasificacion de duelas

Barricas construidas

Figura 18. Proceso de clasificacion de la madera para la construccion de barricas con tasa de

transferencia de oxigeno personalizado

Las barricas destinadas a la validacién del método de clasificacién de la madera para la
fabricacion de barricas con diferente tasa de transferencia de oxigeno se
complementaron con un tapén expandible de silicona para minimizar el paso de
oxigeno a en el cierre de la barrica. Ademas, este tapdn se modificd para medir el OD,
se utilizaron dos fibras épticas con un sensor luminiscente en la vertical a una distancia
del tapdn de 21 y 42 cm, y también un transmisor de presién. Este estudio se realizé en
tres fases, primero se analizaron las dos barricas control, seguidas de las 4 de LWOTR y
por ultimo las 4 de HWOTR. Se preparan 1500 L de solucién de vino modelo al 12,4%
en volumen de etanol y pH = 3,5. Esta solucion se desgasifico (Figura 19) con un
sistema de membranas, baja presidon y nitrégeno, para verificar la desgasificacién de la
solucidon se implementdé en el sistema un sensor de medida de oxigeno disuelto
mediante fibra dptica con sensor luminiscente. Previamente al llenado con la solucidn
desgasificada, se pre-acondicionaron las barricas con CO,, para minimizar el contacto
con el oxigeno, donde las concentraciones no superaron los 3,8 hPa, y se procede a un
llenado de la barrica, el cual desplazaba el CO, al exterior. Una vez llena se cerraba con
el tapdn de silicona modificado con los sensores y el sensor de presion hasta conseguir
generar vacio. Tras esto se monitoriza la presién y OD durante 9 dias en intervalos de

10 min.

111



Prat Garcia, Samanta DISCUSION GENERAL

Figura 19. Sistema de desgasificacion de la solucion de vino modelo

En estos 9 primeros dias de medida se estudia la desgasificaciéon de la madera que est3
en contacto con el vino, por ello la necesidad de que la solucién de vino modelo este
desgasificada y la preparacion previa de la barrica para minimizar el contacto con el
oxigeno. Se ha de tener en cuenta que la construccidn de las barricas sigue el mismo
procedimiento por lo que se podria asumir que el oxigeno que penetra por el espacio
inter-duela es el mismo en ambos lotes. Una vez llenas se observan que se genera un
vacio en el interior, diferente para algunas barricas que no alcanzan los mismos
valores, pero que mantienen la dindmica en la disminucién del volumen causado por la
infiltracién de solucién de vino modelo en la madera. La dindmica del oxigeno disuelto
en los lotes LWOTR es similar en las cuatro barricas de ensayo. Se pueden comparar los
lotes de barricas alto y bajo OTR, las barricas HWOTR tienen una velocidad de
desgasificacion 14% mayor a las de LWOTR.

La cantidad de merma generada tras la medida de la desgasificacion de la madera es
mas elevada en las barricas HWOTR, un 62% mas que en las LWOTR y como
consecuencia el desplazamiento de aire contenido es superior, por lo que el contenido

de oxigeno es mayor en el vino modelo. También se compararon los pesos de las
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barricas antes de iniciar el ensayo y una vez vacias de solucién de vino modelo, las
barricas, donde LWOTR es mucho mads densa, y por tanto con un menor contenido de

aire en el interior.

Pasado este periodo de tiempo el cual se considera tiempo de desgasificacién de la
madera, se vuelve a desgasificar la solucidn con nitrégeno con la ayuda de un micro
difusor, una vez llegada a la concentracion de OD deseado se cierra la barrica y se mide
tanto la presién como el OD. Se observan que en el caso de las barricas LWOTR, la
penetracidn del oxigeno es lineal (0,52 a 0,83 hPa/barrica por dia), y en este caso se
generé un vacio en las cuatro barricas. También como en la primera parte de este
ensayo se evalud la pérdida de vino, en este caso son aproximadamente la mitad que
en el ensayo anterior, no obstante, ambas aumentan la humedad de la madera y como
consecuencia ralentizan el paso del oxigeno a la solucién de vino modelo.

En el caso del lote de barricas HWOTR, presentan una entrada lineal durante los dos
primeros dias y acto seguido aumenta la velocidad de entrada de una manera
uniforme, también se mantiene estable en cuanto al vacio generado, en valores
inferiores a los generados por las barricas LWOTR. La entrada de oxigeno en las
barricas de alta era mas uniforme que el generado por las barricas de bajo OTR,
destacando una gran diferencia entre ambos lotes, siendo la media de 13,7 mg de
oxigeno en la solucién de vino modelo de las barricas HWOTR mientras que, en las
barricas LWOTR 6,1 mg, las barricas control por otra parte aportarian en este caso 8,1
mg.

En conjunto, se puede considerar que este ensayo es representativo, ya que la
cantidad de duelas utilizadas para la construccién de barricas clasificadas por su OTR,
los resultados muestran que se puede clasificar la madera segun su estructura
anatdémica, y que la diferencia es significativa teniendo en cuenta que estudios
describen que el 75% del oxigeno que penetra al vino es el que permea a través de la

madera de roble3.

El tercer ensayo de esta Tesis doctoral fue el analisis de vino Ribera del Duero
envejecido durante un afio en barricas de roble clasificadas por OTR (Capitulo Ill). Se

analizaron los parametros basicos del vino inicial y los antocianos. A los 6 y a los 12
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meses de envejecimiento se volvieron a analizar los parametros basicos y de color y
también se realizo el analisis de los antocianos, se cuantifico por HPLC/DAD vy se realizd

ademas un analisis cualitativo de los antocianos derivados por HPLC/DAD-MS.

Figura 20. Lote de barricas con OTR personalizado destinadas al envejecimiento de vino tinto durante 1

afio (fotografia propia)

Se encuentran diferencias en los parametros enolégicos entre los vinos envejecidos en
las barricas HWOTR y LWOTR a los 6 y 12 meses estos son en la concentracion de
acetato de etilo, el resto de los pardametros presentan valores similares.

En cuanto a los pardmetros de color, la formacién de nuevos pigmentos estabiliza el
color, lo que se refleja en el aumento de la intensidad de color en los primeros 6 meses
incluso el incremento de la componente azul, el oxigeno, como se ha mencionado en la
introduccidn de este trabajo reacciona con muchos compuestos y entre ellos estan los
antocianos, a los 6 meses ya se pueden observar cambios en el color. De los 6 a los 12
meses se observa un descenso ligero de la intensidad, siendo levemente superior en
los vinos de las barricas HWOTR. Los vinos envejecidos en las barricas HWOTR, tienen
una mayor luminosidad y tienen una mayor absorbancia a 420 nm, ambos parametros
nos indican una mayor presencia de oxigeno ya que corresponde a las tonalidades
amarillas/verdes y por tanto una mayor oxidaciéon de los compuestos, por lo que se
encuentran diferencias significativas entre los vinos envejecidos en barricas de baja y
alta tasa de transferencia de oxigeno. Por lo general, los parametros de color se
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correlacionan con los datos obtenidos con el andlisis por HPLC/DAD, donde el
decrecimiento de Cl se relaciona con la de los antocianos.

El contenido de antocianos se expresa en equivalentes del mondmero principal, la
malvidina. La homogeneidad entre el mismo lote se considera que es alta ya que no
supera el 20% de diferencias en los andlisis realizados a los 6 y a los 12 meses.

La concentracién de los antocianos monoglucdsidos decrece con el tiempo, siendo la
delfinidina el monoglucdsido en este caso con mayor pérdida, y los derivados como los
cumarilados aumentan su concentracién ya que son compuestos mas estables.
Diferentes reacciones dan lugar durante el envejecimiento para favorecer Ia
disminucion de concentracidén, las reacciones de condensacién tanino-antociano,
tienen influencia en el efecto batocréomico, es decir la evolucion del rojo a tonos mas
azules, esto describiria una diferencia tanica entre los vinos envejecidos que se
relaciona con las diferencias de Cl mencionadas.

Las diferencias a los 6 meses no son estadisticamente significativas, pero si se destaca
una tendencia de una mayor concentracién en los vinos de las barricas HWOTR. Al aio
se pueden destacar la formacion de nuevos compuestos, derivados del dcido piravico,
este compuesto suele formarse durante la fermentacién alcohdlica y no se encuentra
bibliografia que remarque la importancia del oxigeno para su formacion, pese a que el
oxigeno es un gran estabilizador del color, no se puede confirmar que el oxigeno actue
de catalizador, no se encuentran diferencias significativas entre los lotes clasificados
pero se destaca una mayor concentracién de este compuesto en las barricas control

respecto a los lotes clasificados.

El analisis por LC-MS nos permite la identificacién de un gran nimero de pigmentos
derivados a diferentes tiempos. Se ha encontrado los 6 meses, los derivados acilados y
cumarilados de los antocianos monoglucésidos, el derivado lactato de la malvidina,
ademas algun diglucdsido, todos estos compuestos se pudieron identificar siguiendo
su patrén de fragmentacion.

También se identifican a los 12 meses de envejecimiento, oligdmeros que se
encuentran en la uva, vino y subproductos. Al afio, la forma hidratada del dimero de la

malvidina de puente de etilo. Otros compuestos se encuentran a los 6 y a los 12 meses
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como son los puentes antocinina-flavanol (catequina y gallocatequina). Las formas
aciladas Unicamente se detectan a los 12 meses.

También se detectan diferentes familias de piranoantocianos, estos compuestos
incrementan la estabilidad de color. No se encuentran diferencias significativas en la
identificacidn en los vinos de los diferentes lotes, respecto a las Vitisinas, no obstante
estudios demuestran que un incremento de la concentracién de oxigeno incrementa la
formacién de Vitisina A. Otras familias de derivados de los piranoantocianos, como las
piranoantocianinas-flavonol, algunas Unicamente se detectan a los 12 meses, y tanto
estos compuestos como las piranoantocianinas-fenol o vinilfenol son compuestos que

absorben aproximadamente a 500 nm, es decir, contribuyen al color rojo-anaranjado.

Gracias a los patrones de fraccionamiento, se describen dos familias, que hasta donde
conocen los autores de este trabajo es la primera vez que se describen, estas son
metil-flavanol-metilpiranoantocianina y etil-flavanol-metilpiranoantocianina. Este
patron correspondia a un fragmento final de m/z 531, que verificaria que son
antocianos siendo el primer residuo un azlUcar. No obstante, el patrén de
fraccionamiento no era el mismo para todos los iones, algunos perdian una masa de
126 a.m.u. lo que corresponde a una reaccion retro diels alder, que corresponde a un
flavanol unido a un metilpiranoantociano. Otros presentaron un residuo de 154 a.m.u.
gue seria la suma de la retro diels alder 126 a.m.u. mas un grupo etilo 28 a.m.u. Por
ultimo, el residuo 140 a.m.u. estaria unido a un grupo metilo. La propuesta de la
posible estructura de estos compuestos se considera que es un avance en el

conocimiento de los antocianos presentes en un vino envejecido.

El dltimo estudio presentado (Capitulo IV), se basa en el analisis del mismo vino
estudiado en el Capitulo Ill, pero en este caso el estudio se centro en los elagitaninos
presentes en la madera que conforman las barricas y los elagitaninos cedidos por la

madera al vino.

La clasificacidn previa de la madera y la trazabilidad de las duelas que componen la
barrica, permiti6 que el analisis de los elagitaninos de la madera fuera muy

representativo. Los resultados obtenidos para la madera de Q. petraea utilizada,
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muestran una alta homogeniedad entre los lotes analizados, pese a no presentar
diferencias significativas si se observa una tendencia de concentracién mas alta en las
barricas de baja transferencia de oxigeno. No obstante, no hay una relacién entre el

OTR y la concentracién de elagitaninos.

En cuanto al analisis del mismo vino envejecido, se sigue manteniendo la alta
homogeniedad entre las barricas del mismo lote. Se encuentran diferencias
significativas en cuanto los pardmetros enlogicos, no obstante, los pardmetros CIELab,
se encuentran diferencias significativas en algunos de los pardmetros. Pasado el afio de
envejecimiento los vinos envejecidos en HW-OTR, muestran una alta claridad (L*),
también muestran una mayor tonalidad roja, lo cual corresponde con los resultados de

antocianinas monomeéricas.

En cuanto a la evolucién de los elagitaninos presentes en el vino, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los lotes de barricas con OTR
personalizado, siendo los vinos envejecidos en las barricas HW-OTR a los 6 meses
similares a las barricas control, en los cuatro elagitaninos analizados. A los 12 meses de
envejecimiento, se muestran diferencias estadisticamente significativas entre los vinos
de las barricas control, los de alto OTR y los de bajo OTR. Pero cabe resaltar que los
lotes siguen presentando una alta homogeniedad en cuanto a la concentracién de
elagitaninos. Los resultados obtenidos en este trabajo permiten diferenciar
significativamente entre el envejecimiento de un mismo vino en barricas clasificadas
segln su tasa de transferencia de oxigeno. Por lo que se pueden controlar aspectos
sensoriales importantes en la industria del vino como son la astringencia y el amargor,
tal y como se ha demostrado en el analisis sensorial. Ademas, se puede decir que no
hay relacién entre la tasa de transferencia de oxigeno y la cantidad de tanino
hidrolizable presente en la madera, sino que es la estructura anatémica de la madera

la principal involucrada.

Por ultimo, se puede destacar el andlisis sensorial de los vinos envejecidos en barricas
con tasa de transferencia de oxigeno personalizada. En este estudio se realizd un test
triangular, los resultados indican que de un panel de 60 catadores consumidores, 31
acertaron el vino diferente. Estos resultados, como se ha descrito en el andlisis

estadistico, demuestran que hay una probabilidad perceptible del 50%, para concluir
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que se puede diferenciar entre los vinos envejecidos en los diferentes lotes. Por lo que
se considera que los resultados de este trabajo se pueden trasladar a la industria
vitivinicola ya que es posible obtener vinos distintos en base a las diferencias
aportadas por el envejecimiento en barricas con alta y baja transferencia de oxigeno.
Ademas, se preguntd a los participantes por las caracteristicas del vino diferente e
indicaron que habia diferencias a nivel de color, destacando notas violaceas para los
vinos envejecidos en barricas de bajo OTR. A priori, no destacaron diferencias a nivel
olfativo, mientras que a nivel gustativo, los catadores mostraron una clara preferencia
por los vinos envejecidos en las barricas de bajo OTR, describiéndolos como mas
equilibrados. Relacionando estos resultados sensoriales con los obtenidos a lo largo de
este trabajo, se puede destacar que se notan ligeras diferencias a nivel de color, tal y
como muestran los resultados del Capitulo Ill, donde se resalta que los vinos
madurados en barricas de bajo OTR tienen un mayor nimero de compuestos azulados.
Este andlisis sensorial se prevé repetir en un futuro préximo, para evaluar si se

mantienen estas diferencias en el tiempo durante la permanencia del vino en botella.

118









CONCLUSIONES GENERALES







Prat Garcia, Samanta CONCLUSIONES GENERALES

Diferentes ensayos se han realizado durante el transcurso de esta tesis doctoral para
conocer el efecto del envejecimiento del mismo vino en barricas fabricadas con duelas
roble francés clasificado por su permeacion al oxigeno. Las conclusiones mas
importantes alcanzadas en este trabajo son:

El empleo de nanosensores sensibles al oxigeno ha permitido, mediante el
analisis ratiométrico de la imagen, monitorizar la cesién, la distribucién y el
consumo del oxigeno disuelto de la madera de roble en el vino. Ademas,
también se ha evaluado la interaccion de las diferentes estructuras de la
madera (radio medular, madera de primavera y madera de verano) en estos
procesos.

La alta resolucion de las imagenes obtenidas permitié visualizar la liberacion
de oxigeno, siendo muy distinta en las diferentes estructuras de la madera,
por lo que este sistema de medida permite visualizar o medir dreas muy

pequenas.

Se ha validado una nueva metodologia de clasificacion de la madera para la
obtencién de barricas con una tasa de transferencia de oxigeno (OTR)
personalizada. Esta metodologia es viable, facil de incorporar en toneleria a
la vez de econdmica, consiguiendo asi construir barricas homogéneas y con
OTR conocido para la crianza de vinos. En concreto, se han estudiado
barricas de alta oxigenacién que dosifican 2,3 veces mas oxigeno que las de

baja tasa de transferencia de oxigeno.

Se ha confirmado que la clasificacién de la madera de roble francés por su
OTR permite construir barricas que envejecen el mismo vino de forma muy
diferente. Se ha comprobado la importancia de la cantidad de oxigeno que
recibe el vino en el contenido en antocianos y su repercusidon en las

diferentes caracteristicas de color.

Se ha realizado la identificacion de diferentes derivados de antocianina en

los vinos envejecidos en barricas con distinta tasa de oxigenacion,
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compuestos descritos previamente por diferentes autores. Ademads, por
primera vez se ha realizado la identificacién, mediante los patrones de
fragmentacion, de las familias de antocianos flavanol-

metilpiranoantocianina, metil- y etil-flavanol-metilpiranoantocianina.

e Se ha puesto de manifiesto que la composiciéon fendlica (antocianos y
elagitaninos), el color y el perfil sensorial de los vinos envejecidos en
barricas con distinta tasa de oxigenacion es significativamente diferente,
todo ello confirma la importancia del conocimiento de la tasa de
oxigenacion de las barricas como herramienta esencial para gestionar el

envejecimiento del vino.
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