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1. Resumen

El potencial antioxidante es uno de los grandes atributos que tiene el vino, que puede
ser aprovechado por los consumidores obteniendo beneficios con un consumo
moderado, siendo los compuestos fenolicos los principales causantes de esta capacidad
antioxidante. La incidencia de la clorosis férrica y el estado hidrico del vifiedo, asi como
la disponibilidad de nutrientes minerales, influyen notablemente en la composicion de la
uva. En este sentido, los objetivos de este estudio fueron dos: (1) evaluar la influencia
del estado hidrico y nutricional del vifiedo cv. Tempranillo sobre la composicion
polifendlica y la capacidad antioxidante de los vinos, y (2) estudiar las relaciones entre
el perfil antioxidante del vino con su composicion fenolica.

Para alcanzar estos objetivos se ha realizado un seguimiento del estado hidrico y
nutricional durante el 2018 de 18 subparcelas de vifiedo cv. Tempranillo en la D.O.
Ribera del Duero, con unas condiciones de suelo heterogéneas, siendo mas o menos
afectadas por la clorosis férrica y/o por el déficit hidrico. Se control6 el contenido foliar
de clorofila, el vigor, el rendimiento y el estado hidrico del vifiedo. El diagnostico
nutricional de las parcelas se determind mediante la composicion mineral peciolar. Con
la vendimia de cada subzona se realizaron microvinificaciones, determinandose en el
vino su composicion fendlica, capacidad antioxidante (método DPPH y FRAP) y
actividad estabilizadora frente a los radicales hidroxilo y superoxido.

Los resultados de este estudio mostraron que una ligera incidencia de la clorosis férrica
se traduce en una mejor capacidad antioxidante del vino sobre el radical DPPH y en la
calidad de sus taninos, mientras que la capacidad reductora FRAP, taninos e IPT
mejoraron con una menor disponibilidad hidrica en el vifiedo. Ademas, una reduccion
del rendimiento y del vigor del vifiedo mejoré el perfil antioxidante y el IPT del vino. El
estado nutricional del vifiedo también afectd a la composicion polifendlica y al perfil
antioxidante del vino, observandose, en general, que los vinos procedentes de vifiedos
con un menor contenido mineral peciolar en fosforo, potasio, magnesio y hierro
presentan mayor IPT y mejor perfil antioxidante.
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2. INTRODUCCION
2.1 COMPUESTOS FENOLICOS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL VINO

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas con estructuras quimicas
muy diversas caracterizadas por presentar mas de un grupo fenol. Mas de 500
polifenoles se han descrito en alimentos y bebidas comunes (Neveu, et al., 2010). El
vino pertenece al grupo de alimentos con alto contenido en polifenoles, como el
chocolate negro, que con una media de 4.000 mg/kg es uno de los alimentos con mayor
contenido polifenolico (Gutiérrez, 2002), mientras que el vino tinto posee una
concentracion de entre 1.800-1.060 mg/L (Sancho y Mach, 2015).

Los polifenoles del vino se forman a partir de la acumulacion de azucares en el mosto
de la uva que actian como sustrato. La biosintesis se realiza por dos vias,
principalmente, la via de las pentosas-fosfato y la via de las hexosas. La concentracion
de polifenoles es mayor en el vino tinto que en el blanco (Pasten y Grenett, 2006).

La presencia de polifenoles en la uva y su cantidad estan determinadas por muchos
factores que pueden ser ambientales, tales como el clima o las condiciones del suelo, o
estar relacionados con la variedad y madurez del fruto (Garrido y Borges, 2013). La
disponibilidad de agua afecta a la calidad de la uva por su influencia sobre los procesos
bioldgicos de la planta, tales como el cierre/apertura estomatica, la fotosintesis, la
acumulacion de fotoasimilados, el crecimiento vegetativo y el desarrollo radicular, la
senescencia de tejidos, etc. (Downey et al., 2006). La exposicion a la luz solar y a la
temperatura de hojas y racimos constituyen factores relevantes sobre la composicion
fenolica de las bayas (Haselgrove et al., 2000; Spayd et al., 2002; Downey et al., 2004).
Las préacticas culturales que favorecen la exposicion a la luz de los racimos incrementar
la acumulacion de polifenoles Cortell y Kennedy, 2006), al promover la expresion de
genes implicados en las rutas metabdlicas de estos compuestos (Downey et al., 2004;
Jeong et al., 2004).

Entre las técnicas culturales que pueden modificar la composicion de los compuestos
fenolicos en las uvas se encuentran, el sistema de conduccién (Haselgrove et al., 2000),
el tipo de poda (Gonzalez-Neves et al., 2002), el aclareo de racimos (Guidoni et al.,
2008; Valdés et al., 2009), las labores de poda en verde (desbrote, despunte, deshoje), la
fertilizacion mineral (Delgado et al., 2004) y el manejo del riego (Esteban et al., 2001;
Ojeda et al.,, 2002). La edad del vifiedo (Reynolds et al., 2007) y la presencia de
enfermedades criptogamicas (Amati et al., 1996) en la uva también son factores
importantes en la composicion de estos compuestos.

Segun su estructura los compuestos fenolicos se pueden agrupar en dos grandes grupos:
fenoles flavonoides y fenoles no flavonoides, que a su vez se subdividen, como se
puede apreciar en la Figura 1 (Rebolo, 2007).
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Figura 1: Clasificacion de los polifenoles (Rebolo, 2007)

La denominacion de compuesto no flavonoide se aplica a todos los compuestos
organicos que poseen como minimo una funcidn carboxilica y un hidroxilo fendlico
(Bruneton, 1993). Estos compuestos existen de forma predominante como acidos
hidroxibenzbicos, que contienen una estructura de 7 atomos de carbono, y
hidroxicinamicos, que contienen 9 atomos de carbono. Ambos estan presentes tanto en
la uva como en el vino. Como representantes mas importantes de los &cidos
hidroxibenzdicos se pueden citar los acidos protocatéquico, vanilico y galico. Al grupo
de acidos hidroxicinamicos pertenecen los acidos paracumarico, caféico y felurico
(Neveu et al., 2010). Por otro lado, la caracteristica comdn de los flavonoides es la
estructura bésica de flavanos de 15 carbonos (Ce-C3-Cs; figura 2). Estos atomos de
carbono estan dispuestos en 3 anillos (A, By C).

(o]
8
i C
OH

I NN

(o]
Basic Cg, Cs, Cg structure

Flavonol

Figura 2: Estructura basica flavonoide y flavonol (Brewer, 2011).

Los compuestos polifendlicos han demostrado tener maltiples aplicaciones terapéuticas,
principalmente, relacionadas con su poder antioxidante y son parcialmente responsables
del efecto beneficioso derivado del consumo moderado y regular de vino (Rodrigo et
al.,, 2011). También pueden regular funciones metabdlicas, absorber radiaciones y
ademas poseen propiedades antimicrobianas o antifingicas. Debido a esta funcion de
defensa, su localizacion dentro del vegetal se encuentra principalmente en la piel de los
vegetales (Palazon et al., 2012).
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Los compuestos fendlicos protegen a las células del estrés oxidativo, que conduce
progresivamente a una disfuncion celular. El estrés oxidativo en una célula se lleva a
cabo por un desequilibrio entre los radicales libres y los sistemas antioxidantes del
organismo. Estos radicales libres provocan deterioro oxidativo en acidos grasos y ADN
que, indirectamente, producen dafio celular. De manera endégena el organismo posee
mecanismos de defensa frente a estas oxidaciones, en forma de enzimas como la
superoxidodismutasa, o de moléculas neutralizadoras como las vitaminas C y E
(Tomas-Barberan, 2003).

En el caso de los compuestos fendlicos, el mecanismo de la actividad antioxidante
parece ser doble, por un lado, actian como captadores de radicales libres y, por otro
lado, como quelantes. La capacidad de inactivar radicales libres se debe a la capacidad
de estos compuestos para donar atomos de hidrogeno o electrones, mientras que la
capacidad quelante de iones metalicos, como el Fe2+, impide la reaccién de Fenton
caracterizada por la generacion de radicales libres en presencia de H202 y Fe2+ (Di
Majo et al., 2008). Los compuestos no flavonoides generalmente actian como
antioxidantes atrapando radicales libres, mientras que los flavonoides pueden eliminar
los radicales libres y quelar metales también (Engeseth y Geldof, 2002).

Cada compuesto fenoélico contribuye de forma diferente a la capacidad antioxidante del
vino. De este modo, el potencial antioxidante de estos compuestos viene determinado
por su propia estructura basica, asi como por el grado de hidroxilacion, sustituciones,
conjugaciones y grado de polimerizacion. Se ha descrito que los grupos hidroxilos
tienen capacidad antioxidante y quelante, mientras que la presencia de un doble enlace y
una funcion carbonilo en el heterociclo incrementa su capacidad antioxidante. El grado
de polimerizacion también afecta a la capacidad antioxidante del compuesto, siendo
mayor en compuestos poliméricos que en monémeros, comportamiento motivado por
un elevado nimero de grupos hidroxilos en sus estructuras (Heim et al., 2002; Calabro
et al., 2004). Se ha descrito que la colocacion de los anillos A 'y B de los flavonoides
influyen en su estabilidad y en sus propiedades antioxidantes (Wojdylo et al., 2007).
Ademas, los flavonoides con multiples grupos hidroxilo son mas efectivos antioxidantes
que aquellos con solo uno (Geldof y Engeseth, 2002). Sin embargo, en una mezcla
como el vino, la capacidad antioxidante no esta dada simplemente por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, también esta determinada
por la interaccion entre ellos y el estado en el que se encuentren (Rebolo, 2007).
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2.2 IMPORTANCIA DEL ESTADO HIDRICO Y NUTRICIONAL DEL VINEDO
EN LA CALIDAD DEL VINO

En la vid, el agua es un elemento fundamental para su crecimiento vegetativo y
reproductivo y su funcionamiento fisiolégico y bioguimico. Por consiguiente, es un
factor determinante en el rendimiento y en la calidad de las uvas y en las caracteristicas
antioxidantes de los vinos (Carbonneau, 1998, Deloire et al., 2003a,b, Ojeda et al.,
2005).

Los niveles de estrés mas o0 menos severos pueden afectar al estado del vifiedo, tanto a
nivel de microclima del canopy y crecimiento vegetativo como a nivel de produccién,
desarrollo de la baya, a su metabolismo y composicién de los frutos (Acevedo-Opazo et
al., 2010) de acuerdo con el tiempo de actuacion e intensidad del estrés. Esta restriccion
afecta a la calidad de la fruta, debido principalmente a que se producen bayas mas
pequenas, aumentando la relacién piel/pulpa, ademas de tener un efecto positivo sobre
la sintesis de polifenoles (Kennedy et al., 2002). Sin embargo, si se sobrepasa un cierto
nivel de restriccion hidrica, la uva deja de ganar en componentes denominados “de
calidad” mientras que los rendimientos siguen disminuyendo y puede ocasionar
problemas de supervivencia para determinadas variedades si la situacion persiste
durante afios sucesivos (Ojeda et al., 2005).

Con déficit hidrico, la uva acumula proantocianidinas, las cuales son compuestos
fenolicos que presentan importantes propiedades para los vinos, participando en las
sensaciones de astringencia y amargor y actuando como copigmentos para la
estabilizacion del color del vino. Kennedy et al. (2002) reportaron cambios en la
composicion de proantocianidinas y la union entre antocianos y taninos, en cambio
Downey et al. (2006) observaron que el déficit hidrico tiene un efecto débil sobre el
contenido de estos compuestos.

Los nutrientes son absorbidos por la planta en forma de iones disueltos en la solucién
del suelo, lo que depende también del flujo de agua a través de la via suelo-raiz-tallo
(Keller, 2005). Existen muchos estudios (Conradie y Saayman, 1989b; Jackson y
Lombard, 1993; Hilbert et al., 2003; Keller, 2005; Topalovi¢ et al., 2011), donde se han
investigado la influencia del tipo de suelo, el clima o el cultivar sobre la calidad de la
uva. Sin embargo, son menos abundantes en la literatura estudios sobre correlaciones
entre los niveles de nutricion mineral de las plantas y pardmetros de composicion de las
uvas como el contenido de polifenoles. Autores como Van Leeuwen (2010) consideran
que el estado hidrico en el cual se encuentre la planta (directamente vinculado a la
capacidad de retenciéon y suministro hidrico del medio edafico), ejercen una mayor
influencia en la calidad y estilo del vino resultante que la composicion mineral del
medio de cultivo.
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Con respecto al nitrogeno un exceso de este nutriente se manifiesta mediante un
excesivo vigor de la planta, un reducido cuajado y una menor fertilidad de las yemas
(Robinson, 1995), un retraso de la maduracion (Spayd et al., 1993; Hilbert et al., 2003),
una disminucion de los compuestos polifendlicos y aromaticos, asi como una
disminucion de la sintesis de azucares (Keller et al., 2001), en cambio una deficiencia
de N junto con la escasez de agua provoca un crecimiento reducido de las plantas y una
estimulacion de la biosintesis de polifenoles de la uva y mayor acumulacion de azucares
(Hilbert et al., 2003; Castellarin et al., 2007).

El fésforo es un constituyente de la membrana celular, &cidos nucleicos, vitaminas,
lecitinas, proteinas y ATP. Incrementa el crecimiento del apice de los brotes y la raiz y
de las hojas, y la concentraciéon de aromas de la uva (Bavaresco et al., 2010b). Por otro
lado, un nivel insuficiente de potasio se asocia con una reduccién importante en los
niveles de azUcares y de la materia colorante de las bayas (polifenoles), ademas de una
acidez excesiva en los mostos. Sin embargo, un exceso de este elemento en las hojas a
menudo va ligado a una acidez insuficiente en los mostos (Delas, 2000).

La clorosis férrica es uno de los principales estreses abidticos en la zona mediterranea y
otras regiones semiaridas. Se conoce por clorosis férrica un variado conjunto de
sintomas relacionados con una nutricion deficiente de hierro, que afecta generalmente a
plantas sensibles cultivadas en suelos calcareos (Rombola y Tagliavini, 2006). Estos
suelos suponen el 39% de la superficie total de suelos en el mundo con un total de 1.000
millones de hectareas (Celik y Katkat, 2010). Los sintomas ocasionados por la
deficiencia de Fe interfieren en el proceso de sintesis de clorofila y afecta al buen
funcionamiento del cloroplasto (Alvarez-Fernandez, 2000). La falta de actividad
fotosintética se ve reflejada en el equilibrio vegetativo de las plantas, el microclima del
racimo, en la calidad de los mostos, y por tanto en la de los vinos. El efecto principal de
esta carencia es un descenso en la acumulacion de azlcares y antocianos en la baya
durante el proceso de maduracion (Veilksar et al., 2005), repercutiendo luego en el
contenido fendlico total del vino.

Todos los componentes minerales, ya sean macro o micronutrientes, pueden influir de
una manera u otra en la composicion de la uva y en el rendimiento de la vid (Pearson y
Goheen, 1998). Un inadecuado y/o desequilibrado aporte de fertilizantes propicia, en
general, un detrimento de la calidad de la uva (Garcia-Escudero et al., 2002a).
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3. OBJETIVOS
Los objetivos de este estudio son:

e Evaluar la influencia del estado hidrico y nutricional del vifiedo cv. Tempranillo
sobre la composicion polifendlica y la capacidad antioxidante de los vinos.

e Estudiar las relaciones entre el perfil antioxidante y la composicion fendlica del
vino.

4. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo los objetivos marcados en este Trabajo de Fin de Grado, se ha
realizado un proceso de seguimiento de diversos parametros fisiol6gicos y agronémicos
para evaluar el estado hidrico y nutricional de un conjunto de 18 subzonas de vifiedo de
la D.O. Ribera del Duero a lo largo del afio 2018, asi como la evaluacion de la
composicién fenolica y el perfil antioxidante del vino elaborado con la uva de cada
subzona.

41 ZONA DE ESTUDIO

El vinedo se sitla en la zona oeste de la Denominacion de Origen Ribera del Duero, a
una altitud media de 800 m s. n. m. La totalidad de las subparcelas pertenecen a la
Bodega Emilio Moro S.L., en el término municipal de Pesquera de Duero (Valladolid).

Las subparcelas presentan unas dimensiones de 100 m? de superficie, los suelos son
poco profundos y pobres en materia organica con unos valores inferiores al 1,5%. El pH
del suelo es elevado, superior a 8, la textura del suelo es franco-arcillosa, el porcentaje
de carbonatos esta alrededor del 26% y la caliza activa varia mucho entre subzonas,
aunque por norma general se sitGa sobre el 9%. El vifiedo de estudio es de la variedad
Tempranillo injertado sobre patron 110-Richter (R110), conducido en espaldera y
podado a doble Cordon Royat. Para la seleccion de las subparcelas (Tabla 1) se
siguieron una serie de pautas:

e Las subparcelas estudiadas son representativas del cultivo en la zona, corresponden
al “vifiedo tipo” de la zona en cuanto al sistema de conduccién y material vegetal.

o Se busco la maxima variabilidad en las caracteristicas del suelo, con la realizacion,
previa a la seleccion, de analiticas sobre la composicion del suelo para obtener datos
mas significativos.
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Tabla 1: Ubicacion por coordenadas de las parcelas estudiadas.

Paraje Subparcela Latitud Longitud

CAMINO VH11-1 41.6565440 -4.1631387
CAMINO VH11-5 41.6565695 -4.1634587
CHOzO VH14-1 41.6561122 -4.1648545
CHOzO VH14-5 41.6556935 -4.1646035
CHOzO VC19-5 41.6560313 -4.1663320
CHOzO VC19-6 41.6558372 -4.1654518
CHOzO VH36 41.6552361 -4.1658278
HONTANILLA VH10-1 41.6533993 -4.1750898
HONTANILLA VH10-5 41.6535117 -4.1752565
HONTANILLA VH31 41.6534858 -4,1755532
HONTANILLA VH15-1 41.6530058 -4.1761190
HONTANILLA V(C32 41.6529948 -4.1766270
CORNALVO VC21-1 41.6577073 -4.1777572
CORNALVO V(C22-1 41.6577392 -4.1774133
CORNALVO VC22-5 41.6577778 -4.1766666
CORNALVO VC18-1 41.6577772 -4.1762960
CORNALVO VC18-5 41.6579713 -4.1764295
CORNALVO VC35 41.6582721 -4.1755680

4.2 Controles y observaciones
4.2.1 Parametros de vigor y rendimiento

El rendimiento en kg/m? y el peso de 100 bayas se obtuvieron una vez realizada la
vendimia. Se pesaron, en bascula de campo, todos los racimos recogidos en cada
subparcela. De esta manera podemos saber el peso medio del racimo, el rendimiento
medio de la parcela y el rendimiento medio por cepa. También se realizé un muestreo
de 100 bayas que posteriormente fueron pesadas.

El vigor fue estimado por el peso de la madera de poda expresado en kg/m? se
escogieron 5 cepas en cada uno de los lineos de las subzonas a muestrear. En ellos se
contaron también los sarmientos. Después de haber realizado la poda se peso todo el
material con una bascula de campo.

La fecha de vendimia (2 octubre 2018) fue escogida realizando un seguimiento de la
maduracion de las bayas en el campo, cuando el contenido en solidos solubles del mosto
alcanz6 un minimo de 22,8 °Brix en campo.
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4.2.2 Analisis peciolar de nutrientes

Siguiendo las recomendaciones de la O.1.V. (O.1.V., 1996), se realiz6 el muestro foliar
de las subzonas, para conocer el contenido mineral en peciolos. Para ello, se recogieron
en envero 60 peciolos por subparcela, de las hojas opuestas al primer racimo de uno de
los pAmpanos, situados en la zona media de cada brazo de las cepas. Las analiticas de
los elementos minerales fueron llevadas a cabo por el Centro Tecnoldgico ITAGRA.CT.
El contenido del N se determin0 tras realizar la acenizacion de las muestras en un horno
a 450°C, extrayendo los minerales por el método Kjeldahl modificado, el P y B por
medio de espectrofotometria, el K por emision atémica y el resto de los minerales (Ca,
Mg, Fe, Cu, Zny Mn) por absorcion atomica.

4.2.3 Potencial hidrico foliar.

La medida de potencial hidrico se realizé antes del amanecer y al mediodia, con una
camara tipo Scholander. De cada subparcela se eligieron 9 hojas bien expuestas al sol y
extendidas, estas hojas se encontraban por encima del racimo. El proceso para medir el
estado hidrico antes del amanecer consiste en aplicar presion, sobre una hoja escindida,
hasta que se empiezan a ver unas pequefias gotas de savia sobre el peciolo. En ese
momento se deja de aplicar presion y se registra el valor que marca el manémetro de la
camara. Los valores de potencial se expresan en MPa y siempre son negativos.

Tan rapido como sea posible después del embolsado de la hoja, el peciolo embolsada se
corta con una cuchilla afilada lo més cerca posible del brote. Luego, el peciolo se coloca
rapidamente a través de la tapa de la cdmara y se asegura firmemente, con el borde
cortado del peciolo hacia afuera y la ldmina de la hoja en bolsas dentro de la camara
(Williams y Araujo, 2002; Bogart, 2006). La camara se sella y luego se presuriza
lentamente con gas nitrégeno. Cuando la presion positiva ejercida sobre la hoja en la
camara es igual a la presion negativa dentro de la hoja, el liquido en la lamina de la hoja
comenzara a salir del borde del peciolo cortado. Durante la presurizacion, el operador
observa cuidadosamente el borde expuesto del peciolo para detectar la aparicion de una
gota de agua (savia). Tan pronto como aparece la caida, el usuario lee la presion
correspondiente del medidor de la camara. Este valor de presion es el potencial de agua
de la hoja, con valores negativos y expresado en MPa (Williams y Araujo, 2002;
Bogart, 2006).
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4.2.4 Contenido en clorofila.

Esta medida se toma en el momento de cuajado, para ello ha sido necesario llevar al
campo el medidor CL-01 (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK). EI medidor usa
un fotodiodo de silicona para detectar la transmitancia de las hojas desde dos luces
emitida por los diodos: una con un pico de emitancia de 650 nm, y la otra de 940 nm.

Se calcul6 la media de 20 medidas por subparcela, sobre el 16bulo central de cada hoja,
adultas, sanas y del tercio superior del pampano. Las lecturas del CL-01 se
correlacionan con la concentracion de clorofila (clorofila a+b por unidad de superficie
foliar), tal y como se ha podido comprobar para la variedad Tempranillo (Gonzélez et
al., 2005a) con la recta de regresion siguiente:

y = (6,0817-x) +7,6084

Donde:

X = absorbancia medida

y = concentracion de clorofila foliar (pg/cm?)

4.3 MICROVINIFICACIONES

Se realiz6 una vendimia manual en cajas de 20 kg de cada subparcela y la uva se
transport6 a la ETSSIAA (Palencia) para su vinificacion. Todas las cajas de vendimias
se marcaron para diferenciar cada zona y microvinificar por separado y duplicado, por
lo que si tenemos 18 subzonas obtendremos 36 elaboraciones. La vendimia fue
despalillada y estrujada con una despalilladora estrujadora de rodillos cilindricos con
perfiles conjugados horizontales. Una vez encubado en depoésitos de acero inoxidable de
20 L, se procedio al sulfitado de la pasta a 6 g/HL SO: total con metabisulfito potasico,
con un posterior bazugueo de homogenizacion.

Se inocularon levaduras secas activas comerciales de la especie Saccharomyces
cerevisiae (Zymaflore RX60, Laffort), previamente rehidratadas, a una dosis de 16
g/HL. EIl seguimiento de la fermentacién alcohdlica (FAL) se realiz6 con un control
diario de densidad y temperatura, obteniendo una FAL con unos rangos de temperatura
de entre 18-24°C, dando por finalizada la FAL a una densidad de 995 g/L. Se realizd un
analisis de azUcares reductores en el vino para confirmar el final de la FAL. El descube
y prensado se realizd cuando se obtuvieron valores en azlcares reductores por debajo 5
g/L. Al terminar la FAL se realizd un sangrado para separar la pasta del vino yema. El
vino prensa se obtuvo prensando la pasta en una prensa hidraulica vertical en la que
trabajamos a una presion max. 2 bar. Posteriormente, se juntaron el vino yema y prensa
en los depdsitos. Se realizd un trasiego a los 7 dias a unos recipientes de cristal de 8 L y
se inoculé Oenococcus oeni (SB3 Instant, Laffort) a una dosis de 0,01 g/L. La
fermentacion malolactica (FML) durd 20 dias a una temperatura entre 20-22°C. Se dio
por finalizada cuando en cromatografia desparecio el acido malico. Terminada la FML,
se traseg0 vy sulfitd el vino a 30 mg/L de SO: libre. Se realizd una estabilizacion del
vino a 10-13°C durante un mes. A continuacion, se ajusto el valor del SOz libre a 30
mg/L antes de su embotellado.
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4.4 ANALITICAS DE LOS VINOS

Todas las analiticas de cada vino se han realizado por triplicado.

4.4.1 indice de polifenoles totales (IPT)

Esta técnica analitica se basa en la medida de la absorbancia del vino a 280 nm (UV),
porque el nucleo bencénico caracteristico de los compuestos polifenélico tiene su
maxima de absorbancia a esta longitud de onda (Zamora, 2003). El procedimiento
consiste en diluir la muestra de vino en una relacién 1:50 con agua destilada y medir la
absorbancia (Az2s0) con una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico. Para el célculo
del IPT se aplica la siguiente ecuacion:

IPT= Azso x 50

4.4.2 Taninos totales

La determinacion de la concentracion de taninos se basa en la transformacion de
proantocianidinas en antocinidinas por calentamiento en medio &cido. Los taninos en el
vino tinto estan constituidos por cadenas de flavanoles (procianidinas) mas o menos
polimerizadas, ya sea de manera homogénea, con un encadenamiento regular, o de
manera heterogénea por diferentes uniones. En todos los casos, el calentamiento en
medio &cido de esas moléculas conduce a la ruptura de ciertas uniones y a la formacion
de carbocationes que se transforman parcialmente en cianidina si el medio es
suficientemente oxidante (Bete-Smith, 1981).

Se prepararon dos tubos de ensayo (tubo 1y 2) con 2 mL de vino diluido 1:50, 1 mL
agua destilada y 6 mL de HCI 12N (37%). El tubo 1 se tapd herméticamente, se
protegid de la luz y se puso al bafio Maria 30 min, mientras que el tubo 2 se dejé a
temperatura ambiente. Al pasar los 30 min de ebullicion, se sacé el tubo 1 del bafio y se
enfrid con rapidez. Posteriormente, a los tubos 1y 2 se les afiadié 1 mL de etanol y se
midid la absorbancia a 550 nm (tubo 1 =A1; tubo 2 = A2). El resultado se calcula con la
siguiente expresion:

Taninos totales (g/L) = (A1-A2) * 19,33
El coeficiente 19,33 corresponde al coeficiente de extincion molar de la cianidina

obtenida por hidrolisis &cida de los taninos condensados, corregido para dar
directamente el resultado en g/L.
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4.4.3 Antocianos totales

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

Se prepard una disolucién madre que contuvo 1 mL de vino, 1 mL de etanol y 20 mL de
HCI al 2% (v/v). A partir de esta disolucion se afiadié en un tubo de ensayo denominado
tubo “1”, 5 mL de dicha disolucion y 2 mL de agua destilada y en un tubo “2”, 5 mL de
la disolucion y 2 mL de HNaSOs al 15%. Tras 15 min de reaccion se midié la
absorbancia de ambos tubos a 520 nm. La concentracion de antocianos totales viene
dada segun la siguiente ecuacion:

Antocianos Totales (mg/L) = 875 x (A1-Az)

4.4.4 indice de gelatina

El indice de gelatina valora el porcentaje de taninos capaces de reaccionar con las
proteinas formando combinaciones estables (Hidalgo, 2003; Llaudy et al., 2004). El
procedimiento consistidé en tomar en un tubo Falcon A 40 mL de vino y 4 mL de una
solucidn fria de gelatina soluble de 70 g/L. En un tubo Falcon B se afiadieron 40 mL de
vino y 4 mL de agua destilada. Se dejo6 reposar 3 dias, para que los taninos precipitaran
con las proteinas, y al cabo de los 3 dias se centrifugaron ambos tubos a 4000 rpm
durante 10 min. Se ensay0 la concentracion de taninos totales en ambos sobrenadantes.
En este ensayo, todas las muestras se hicieron por cuadriplicado. A partir de estos
valores se calcula el indice de gelatina empleando la siguiente ecuacion:

indice de gelatina = (Cs-Ca) /Cs x 100

Cs: concentracion de taninos en el tubo B (g/L).
Ca: concentracion de taninos en el tubo A (g/L).

Se considera que valores para este indice de mas de 60 corresponde con taninos duros y
astringentes, de 40 a 60 con taninos complejos y de 20 a 40 con taninos débiles.

4.45 Perfil antioxidante de los vinos

4.45.1. Método de reduccién del radical DPPH

Este método se basa en la reaccion del radical libre DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)
en presencia de un compuesto antioxidante (Brand-Williams et al., 1995). La presencia
del antioxidante provoca una pérdida del color violaceo del radical DPPH disuelto en
metanol a una concentracion de 60 uM. La reaccion tuvo lugar cuando 980 ulL de DPPH
(60 uM) se mezclaron con 20 pL de la muestra de vino (a una dilucion de 1:50 en agua).
Se prepard un blanco sustituyendo el volumen de vino por agua destilada. El tiempo de
reaccion fue de 2 h a temperatura ambiente, que es el tiempo necesario para llegar a una
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lectura estable de la absorbancia a 517 nm. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados se expresaron en mM de Trolox usando la siguiente recta de
calibrado:

mM Trolox = 1,6903 X (AbSblanco — AbSmuestra) — 0,0056
(Rango = 0,08-1 mM; R? = 0,9986)

4.4.5.2. Capacidad reductora por el método FRAP

Este método evalua la capacidad antioxidante del vino de acuerdo a su capacidad para
reducir el Fe(lll) a Fe(ll) (Benzie et al., 1996). Mediante un donante de electrones
(antioxidante) el complejo Fe (lI)-tripiridil-S-triazina (TPTZ-Fe (l11)) se reduce a
TPTZ-Fe (Il). Este complejo de Fe (Il) presenta un color azul con un méaximo de
absorbancia a 593. La medida a esa longitud de onda es proporcional a la capacidad
reductora de la muestra.

El complejo TPTZ-Fe (I11) se prepar6 mezclando 25 mL de tampon acetato de sodio 0,3
M a pH 3,6, 2,5 mL de TPTZ (10 mM), 2,5 mL de FeCls (20 mM) y 3 mL de agua. A
30 uL de vino (diluido en agua a 1:50) se afiadieron 970 uL de la mezcla reactiva
anterior y se incuba a 37°C durante 30 min. Se prepara un blanco en el que se afiadieron
30 pL de agua destilada en lugar de la muestra diluida de vino.

Se construye una recta de calibrado con distintas concentraciones de Trolox.

mM Trolox = 1,535 X (Abstrolox — AbSblanco) — 0,0137 (Rango = 0,2-1,6 mM)
R2=0,9958

4.4.5.3. Actividad estabilizadora del radical hidroxilo (método HRSA)

Para medir la actividad estabilizadora del radical hidroxilo (OH-), previamente es
necesario generar este radical a través de la reaccion de Fenton, empleando para ello
Fe?* y H20.

Fe?* + H202 > Fe** + OH™ + OH-

El radical OH- provoca una hidroxilacion aromatica del &cido salicilico para producir
diversos compuestos hidroxilados, principalmente isémeros dihidroxibenzoatos, con
absorbancia a 593 nm (Smirnoff & Cumbes, 1989). Muchos antioxidantes, como el
vino, pueden actuar estabilizando el radical OH- e impidiendo la hidroxilacion
aromatica del acido salicilico(Rivero-Pérez et al., 2007)
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Para la determinacion de la actividad estabilizadora del radical hidroxilo se utilizé el
método propuesto por Meng et al. (2012). Para generar el radical OH- se mezclaron 120
uL de sulfato ferroso (20 mM), 54 uL de perdxido de hidrégeno (0,15%) y 4,8 mL de
agua destilada. Las muestras de vino (Al) se analizaron, por triplicado, mezclando 40
uL de muestra de vino, 166 uL de la mezcla de reactivos del radical OH- y 40 uL de
acido salicilico 8 mM. Paralelamente, se prepard un primer control (AO), por triplicado,
mezclando 40 pL de agua destilada, 166 uL de la mezcla de reactivos del radical OH-, y
40 uL de acido salicilico 8 mM. Se prepard un segundo control (A2), por triplicado,
afiadiendo 40 pL de la muestra de vino, 166 puL de la mezcla de reactivos del radical
OH- y 40 pL de agua destilada. La mezcla de incuba 30 min a 37°C y se mide la
absorbancia de la mezcla a 593 nm.

El resultado se expresa como porcentaje de inhibicion (%) (Li et al., 2013)

% de inhibicion (%) = [[A0-(A1 — A2)]/A0] x 100
4.4.5.4. Actividad estabilizadora del radical superoxido (método SRSA)

El método para la evaluacion de la actividad estabilizadora del radical superdxido (O2-")
se basa en el sistema PMS-NADH-NBT, compuesto por N-metilfenacin metosulfato
(PMS), nitroazul tetrazolio (NBT) y NADH (una reducida forma del dinucledtido
nicotinamida adenina). El radical O2-~ producido por la reaccion del PMS y NADH en
presencia de oxigeno reduce al NBT. El descenso en absorbancia a 560 nm con un
antioxidante indica la estabilizacion del radical O2-(Robak & Gryglewski, 1988).

Preparamos 100 mL de tampo6n Tris-HCI 16 mM a pH 8. Con este mismo tampon se
prepararon las siguientes disoluciones de NADH 77 uM, NBT 50 uM y PMS 75,9 mM.
Previamente se diluy6 la muestra de vino en una relacion 3:50 con agua destilada.

Por triplicado, se mezclaron 5 pL. PMS, 50 uL. de NADH, 10 pL de vino diluido y 50
uL NBT (A1). También por triplicado, se realiz6 un control (AO) sustituyendo el vino
con 10 pL de tampon y otro segundo control (A2) sustituyendo el NADH, NBT y PMS
con 105 pL de agua. Las mezclas se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se midieron sus absorbancias a 560 nm.

El resultado se expresa como porcentaje de inhibicion (%) (Li et al., 2013)

% de Inhibicién = [[AO - (AL - A2)]/ A0 ] x 100

446 Analisis de datos

Las relaciones entre el analisis de nutricion peciolar y el contenido foliar en clorofila, y
estrés hidrico con los parametros fisicoquimicos y del potencial antioxidante del vino se
han estudiado mediante un anélisis de regresion lineal y correlaciones. ElI programa
utilizado para realizar estos andlisis estadisticos ha sido SAS (SAS Institute INC, 2004).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Una correcta evaluacion del perfil antioxidante del vino requiere el uso de varios
métodos. Por tanto, se evalud la capacidad antioxidante del vino mediante dos métodos
(DPPH y FRAP) con distinto mecanismo de accion. EI método DPPH evalla la
capacidad antioxidante global de los compuestos antioxidantes del vino para ceder un
atomo de hidrégeno al radical DPPH y de esta forma desactivarlo, mientras que la
capacidad reductora del vino (método FRAP) emplea un mecanismo de transferencia de
electrones. Por otro lado, se ensayd la actividad estabilizadora de los compuestos
antioxidantes del vino hacia dos de los principales radicales derivados del oxigeno, el
radical -OH (método HRSA) y el radical Oz-" (método SRSA). El radical OH-, es una de
las especies oxigénicas mas reactivas presentes en el organismo, mientras que el radical
O2-" da lugar a la formacion del radical HO2- que es un agente oxidante muy activo
(Nimse y Pal, 2015).

Los vinos elaborados a partir de las distintas parcelas de ensayo mostraron una alta
variabilidad en su capacidad para desactivar el radical DPHH y en su capacidad
reductora (método FRAP), con coeficientes de variacion del 33,9% y 13,8%,
respectivamente (Tabla 2). También mostraron una alta actividad para la estabilizacion
de los radicales -OH y O2-", con rangos de % de inhibicion similares para ambos
radicales. Esta variabilidad, junto a la encontrada para la composicion polifendlica del
vino confirman la gran heterogeneidad de las parcelas de ensayo.

Tabla 2: Pardmetros de la composicion fendlica y perfil antioxidante del vino.

Parametros N Media Devstd Minimo Maximo CV (%)
indice de gelatina (%) 18 52,04 6,45 41,85 65,07 12,39
Taninos totales (g/L) 18 1,87 0,33 1,27 2,56 17,65

Antocianos totales (mg/L) 18 672,39 98,39 504,00 835,63 14,63

IPT 18 46,20 5,76 34,26 57,65 12,47
DPPH (mM Trolox) 18 25,83 8,75 18,07 45,15 33,88
FRAP (mM Trolox) 18 15,26 2,11 11,27 20,18 13,83
HRSA (%) 18 63,86 9,53 45,75 75,39 14,92
SRSA (%) 18 55,98 9,72 31,91 71,10 17,36

IPT: indice de polifenoles totales; DPPH: capacidad antioxidante basada en el radical DPPH; FRAP:
capacidad reductora, HRSA: Actividad estabilizadora del radical hidroxilo; SRSA: Actividad
estabilizadora del radical superdxido; N: numero de muestras; Dev std: desviacion estandar; CV:
coeficiente de variacion.

En la Tabla 3 se muestran las correlaciones de los pardmetros fisioldgicos y
agronomicos del vifiedo con el perfil antioxidante del vino, mientras que en la Tabla 4
se encuentra las correlaciones de estos parametros del vifiedo con la composicion
polifendlica del vino.
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Tabla 3: Coeficiente de determinacion, nivel de significaciéon y pendiente de la
regresion de los parametros fisioldgicos y agrondmicos del vifiedo con el perfil

antioxidante del vino

Parametro

Clorofila cuajado
Potencial hidrico AM
Potencial hidrico M
Peso 100 bayas
Rendimiento

Vigor

N

P

K

Ca

Mg

Fe

Cu

Zn

Mn

B

N/K

P/K

P/N

K/Mg

K/Ca

K/(Ca+Mg)

Ca/Mg

Zn/Fe

Fe/Mn

P/Fe

[(10 x P)+K] x 50/Fe

DPPH

(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(+)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)

0,44
0,01
0,10
0,23
0,10
0,21
0,18
0,20
0,38
0,18
0,48
0,18
0,21
0,00
0,00
0,17
0,33
0,02
0,15
0,36
0,39
0,43
0,29
0,04
0,08
0,10
0,15

%k %k

* %k

* %k

* %k

* %k

* %k

FRAP

(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)

0,04
0,03
0,47
0,01
0,35
0,09
0,11
0,38
0,15
0,00
0,00
0,01
0,16
0,05
0,00
0,16
0,10
0,13
0,30
0,06
0,10
0,08
0,02
0,03
0,00
0,32
0,29

* %k

* %

* %k

*

*

HRSA

(+)
(-)
(+)
(+)
(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(-)
(-)

0,13
0,24
0,01
0,12
0,50
0,01
0,02
0,05
0,16
0,01
0,68
0,48
0,06
0,13
0,16
0,03
0,26
0,00
0,05
0,34
0,11
0,26
0,49
0,41
0,26
0,00
0,02

* %k

* %k %k

* %k

* ¥

* ¥

SRSA

(+)
(+)
(-)
(+)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
(+)
(-)
(-)
(-)
(+)
(-)
(+)
()
(-)
(-)
(-)
(-)
(+)
()
(-)
(-)
(-)

0,08
0,03
0,12
0,03
0,11
0,24
0,07
0,07
0,16
0,08
0,00
0,02
0,00
0,01
0,02
0,12
0,13
0,00
0,05
0,02
0,18
0,10
0,00
0,01
0,00
0,04
0,12

Niveles de significacidon: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. DPPH: capacidad antioxidante basada
en el radical DPPH; FRAP: capacidad reductora, HRSA: Actividad estabilizadora del radical
hidroxilo; SRSA: Actividad estabilizadora del radical superéxido; AM: antes del amanecer; M:

mediodia
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antioxidante de los vinos

Tabla 4: Coeficiente de determinacion, nivel de significacion y pendiente de la
regresion de los parametros fisioldgicos y agrondmicos del vinedo con la

composicion polifendlica del vino.

Pardmetro indice Taninos Antocianos IPT
Gelatina Totales Totales

Clorofila cuajado (+) 0,27 * (+) 0,00 (-) 0,01 (-) 0,12
Potencial hidrico AM (-) 0,03 (-) 0,04 (-) 0,02 (-) 0,09
Potencial hidricoM (+) 0,04 (-) 0,27 (-) 0,09 () 0,31 **
Peso 100 bayas (+) 0,07 (+) 0,07 (-) 0,03 (+) 0,01
Rendimiento (-) 0,02 (-) 0,16 (-) 0,02 () 0,46 *x*
Vigor (+) 0,05 (-) 0,04 (+) 0,02 () 0,25 *
N (+) 0,05 (-) 0,00 (+) 0,01 (-) 0,47 **
P (+) 0,10 (-) 0,05 (-) 0,04 (-) 0,29

K (+) 0,11 (-) 0,02 (-) 0,00 (-) 0,24 =
Ca (-) 0,12 (+) 0,03 (+) 0,05 (-) 0,00

Mg (-) 0,06 (-) 0,00 (-) 0,00 (+) o,01

Fe (+) 0,02 (-) 0,03 (-) 0,06 (+) 0,03

Cu (-) o,01 (+) 0,00 () 0,21 (-) 0,08

Zn (+) 0,00 (-) 0,01 (+) 0,00 () 0,12

Mn (+) 0,01 (-) 0,01 (-) 0,02 (+) 0,10

B (+) 0,03 (-) o,01 (+) 0,03 (-) 0,26 *
N/K (-) 0,06 (+) 0,04 (+) 0,03 (+) 0,02
P/K (+) 0,02 (-) 0,02 (-) 0,01 (-) 0,09
P/N (+) 0,08 (-) 0,04 (-) 0,05 () 0,14
K/Mg (+) 0,17 (+) 0,00 (-) 0,00 () 0,17
K/Ca (+) 0,19 (-) o,03 (-) 0,03 (-) 0,17
K/(Ca+Mg) (+) 0,19 (-) 0,01 (-) 0,02 (-) 0,17
Ca/Mg (+) 0,08 (+) o,01 (+) 0,01 (-) 0,09
Zn/Fe (+) 0,00 (-) o,01 (+) 0,01 (-) o,10
Fe/Mn (+) 0,03 (+) 0,07 (+) 0,02 (-) 0,03
P/Fe (+) 0,13 (-) 0,06 (-) 0,01 (1) 0,41 *x
[(10 x P)+K] x 50/Fe  (+) 0,10 (-) 0,05 (+) 0,00 (-) 0,48 **

Niveles de significacion: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. AM: Antes del amanecer, M: Mediodia
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Respecto al nivel de clorofila en el cuajado se observo una correlacion significativa y
negativa con la capacidad antioxidante determinada por el método DPPH. Este
comportamiento puede estar relacionado con una cierta incidencia de la clorosis férrica
en algunas parcelas, lo cual produce una inhibicién en la formacion de clorofila bajo
condiciones de deficiencia de Fe (Lin y Stocking, 1978), provocando una cierta mejora
en la calidad de la uva (Bavaresco et al. 2005). Este efecto se ha trasladado parcialmente
a la composicion fendlica del vino, ya que si se ha observado una mejora en la calidad
de los taninos (menor indice de gelatina). Recientemente, Karmi et al. (2019)
observaron que la aplicacion foliar de quelantes de Fe, que afectan negativamente al
nivel de clorofila foliar, aumenta la capacidad antioxidante de la uva evaluada por el
método DPPH.

El estado hidrico del vifiedo se ha valorado determinando el potencial hidrico antes del
amanecer y al mediodia. Se han encontrado correlaciones significativas y negativas de
la presion hidrica al mediodia con el IPT, el contenido en taninos totales y la capacidad
reductora del vino (método FRAP). Sin embargo, no se ha encontrado ninguna
correlacion con la medida del potencial hidrico antes del amanecer. En este sentido
Ozden et al. (2010) observd que el incremento de la disponibilidad de agua del vifiedo
por riego provoco una disminucion en el contenido global de los polifenoles totales y en
la capacidad antioxidante de la uva.

Los parametros de rendimiento y vigor también se han correlacionado negativamente
con la capacidad antioxidante del vino y su actividad estabilizadora de radicales. En
concreto, el peso de 100 bayas presentd una correlacion significativa y negativa con la
estabilizacion del radical DPPH, de modo que los vifiedos con un menor peso de baya,
acusado por un estrés hidrico y niveles moderados de clorosis, conducen a la obtencion
de vinos con un mayor potencial antioxidante frente al radical DPPH. También, el
rendimiento del vifiedo se ha correlacionado negativamente con la capacidad reductora
(metodo FRAP), la actividad estabilizadora del radical OH- (método HRSA) y el IPT
del vino. Ademas, el vigor del vifiedo se ha correlacionado negativamente con la
capacidad antioxidante frente al radical DPPH, con la actividad estabilizadora del
radical Oz-~ (método SRSA) y el IPT.

El rendimiento de los cultivos esta fuertemente limitado por el impacto del estrés
ambiental (Nilsen y Orcutt, 1996). Un excesivo vigor de la planta nos da un reducido
cuajado y una menor fertilidad de las yemas (Robinson, 1995), un retraso de la
maduracion y una disminucion de los compuestos polifendlicos y aromaticos (Spyad et
al., 1993; Hilbert et al., 2003). Mufioz et al. (2002) mencionaron que altos rendimientos
reducen la calidad de la uva (Vitis vinifera L.). Esto se debe en parte a que el exceso de
frutos atrasa la acumulacion de metabolitos, en comparacion con los producidos por
plantas con menor carga. Nuestros resultados apuntan a que las uvas procedentes de
vifiedos con un menor rendimiento y vigor producen vinos con un mayor contenido en
polifenoles totales y un mejor perfil antioxidante. Similares resultados se han
encontrado con la var. Cabernet Sauvignon, observandose que las uvas procedentes de
los vifiedos con menor rendimiento producian vinos con un mayor contenido en
polifenoles totales y una mejor capacidad reductora (Drenjancevié, 2017).
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Respecto al estado nutricional del vifiedo, se encontraron correlaciones del contenido
mineral peciolar con la capacidad antioxidante del vino y con su actividad para
estabilizar el radical OH-, pero no para el radical O2-". En concreto, la capacidad de los
compuestos antioxidantes del vino para desactivar el radical DPPH se correlacion6
negativamente con el K 'y con su relacion con el Mg y Ca (K/Mg, K/Ca y K/(Ca+Mg)) y
con Ca/Mg, y positivamente con el Mg y con N/K. La capacidad reductora del vino
(método FRAP) se correlaciond negativamente con el P y con su relacion con el N, Fe 'y
K (P/N, P/Fe y [(10 x P)+K] x 50/Fe). También se encontraron correlaciones
significativas y negativas de la capacidad estabilizadora del radical OH- con el Mg, N/K
y Zn/Fe y positivas con el Fe, Fe/Mn, K/Mg y Ca/Mg. Por ultimo, los contenidos
peciolares de N, K, B, P/Fe y [(10 x P)+K] x 50/Fe mostraron correlaciones negativas
con el IPT del vino.

Son muchos los factores que pueden causar variacion en el estado nutricional del
vifiedo, como son el tipo de suelo, fertilizacion, clima, practicas de riego, edad del
vifiedo, etc. y por lo tanto en la composicién quimica de la uva (Likar et al., 2015).
Dada la posible interrelacidn entre estos aspectos y la compleja interaccion quimica que
puede ocurrir entre los minerales y otros constituyentes de la planta, la interpretacion
del efecto del estado nutricional del vifiedo sobre el perfil antioxidante del vino es
dificil. En general, los vinos elaborados con uvas procedentes de vides con un menor
contenido mineral en los peciolos presentaron un mejor perfil antioxidante y un mayor
IPT.

El K fue uno de los elementos minerales que mas influencia presentaron sobre el perfil
antioxidante y el IPT del vino, junto con el P, N, Ca, Mg y Fe. Esto puede deberse a que
K desempefia una labor fundamental, siendo esencial en el crecimiento y rendimiento
del vifiedo (Mpelasoka et al., 2003). Participa en procesos de transporte a través de la
membrana celular y en translocacion de asimilados (Patrick et al., 2001), en las bayas el
K es esencial para su crecimiento (Mpelasoka et al., 2003). Una vez aparecen las bayas,
estas se convierten en sumidero del K de la planta, acumulandose en ellas hasta el 50%
del absorbido por las raices (Coombe, 1992; Mengel, 2002).

En cuanto al P, los vifiedos con un menor contenido peciolar en este mineral producen
vinos con mayor capacidad reductora e IPT. Este comportamiento puede estar
relacionado con el efecto de P sobre el rendimiento y el vigor de las plantas. Skinner y
Matthews (1989) observaron que una deficiencia de P reduce su rendimiento. También
se ha descrito que la aplicacion de P fomenta el vigor del vifiedo (Grant y Matthews,
1996).

El contenido peciolar en N solo ha sido significativo con el IPT, demostrando que
niveles moderados de N aumentan el contenido en IPT. Como se comento
anteriormente, un vigor y rendimiento moderado en el vifiedo también incrementa el
IPT en el vino. EI N es un constituyente de la clorofila, proteinas, hormonas, acidos
nucleicos, lecitinas, vitaminas y alcaloides. Mejora el crecimiento vegetativo (vigor) y
el rendimiento (Zerihun y Treeby, 2002), aunque puede retrasar la maduracion de la uva
y reducir su calidad cuando su disponibilidad es excesiva (Bavaresco et al., 2010)

Alumno: Giuliano Gallo Viscay i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) - E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién: Grado en Enologia

19



Impacto del estado hidrico y nutricional del vifiedo cv. Tempranillo en el contenido polifendlico y la capacidad
antioxidante de los vinos

Por otro lado, el contenido peciolar de Mg presentd un diferente efecto en funcion del
método empleado para el analisis del perfil antioxidante del vino. Se observé que un
mayor contenido en Mg aumenta la capacidad antioxidante frente al radical DPPH del
vino, pero disminuye su actividad estabilizadora del radical OH-.

En la Tabla 5 se muestran los coeficientes de correlacion entre los parametros de
composicion polifendlica y el perfil antioxidante del vino. Se obtuvo una alta
correlacion positiva para la capacidad antioxidante, evaluada por el método FRAP, con
el contenido en antocianos totales. Este resultado estd en consonancia con los
encontrados por Rivero-Pérez et al., (2008) y parece indicar que la transferencia de
electrones, valorada por el método FRAP, es el mecanismo antioxidante mas
importantes en los antocianos. Este comportamiento podria deberse a la propia
estructura de los antocianos que promueven las reacciones basadas en la transferencia
de electrones y permite la deslocalizacion de un electron desapareado en sus anillos
(Duan et al., 2007). Ademaés, la alta correlacion positiva encontrada entre el método
FRAP y el IPT indica que los vinos con mayor contenido en compuestos polifendlicos
presentan mayor capacidad reductora frente a los radicales.

Tabla 5: Coeficiente de determinacion, nivel de significacién y pendiente de la
regresion de los parametros de la composicion polifendlica con el perfil antioxidante
del vino.

Parametro DPPH FRAP HRSA SRSA
indice de gelatina (-) 0,38 (-) 0,29 (+)0,09  (+)0,23
Taninos totales (-)0,03 (+) 0,46 (+) 0,26 (+) 0,58 *
Antocianos totales (-) 0,08 (+) 0,66 * (-)o,10 (+)0,18
IPT (+) 0,18 (+) 0,69 ** (+#)0,25  (+)0,24

Niveles de significacidon: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. DPPH: capacidad antioxidante basada en el
radical DPPH; FRAP: capacidad reductora, HRSA: Actividad estabilizadora del radical hidroxilo; SRSA:

Actividad estabilizadora del radical superdxido.

También se obtuvo una correlacion positiva entre el método SRSA con el contenido en
taninos totales, sefialando que la estructura polimerizada de los taninos es adecuada para
la estabilizacion el radical O2- (Jorddo et al., 2010). Se ha descrito que la condensacion
de los taninos para dar polimeros de mayor tamafio mejora su actividad antioxidante
debido al mayor nimero de sitios reactivos con los radicales (Bors et al, 2002).

Sin embargo, no se observaron correlaciones entre la composicion polifendlica y la
capacidad antioxidante frente al radical DPPH y la actividad estabilizadora del radical
OH-. Se ha descrito que el perfil antioxidante de un vino depende mas de su estructura y
conformacién que de su concentracion, es decir, es mas importante el tipo y nivel
individual de los compuestos fendlicos presentes en el vino que su contenido global
(Rivero-Pérez et al., 2008). Ademas, cada compuesto fendlico individual presente en el
vino causa una diferente respuesta hacia el tipo de ensayo empleado (Art et al., 2003).
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En nuestro estudio, la alta heterogeneidad del estado hidrico y nutricional del vifiedo
seleccionado puede haber provocado una alta variabilidad en la concentracion y tipo de
los compuestos fendlicos individuales presentes en el vino, lo que hace que la deteccién
de correlaciones lineales con las familias polifendlicas ensayadas sea complicada.

6. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

¢ Una incidencia moderada de la clorosis férrica mejord la capacidad antioxidante
del vino evaluada por el método DPPH y la calidad de los taninos.

e Las subzonas de vifiedo con una menor disponibilidad hidrica produjeron vinos
con un mayor IPT, contenido en taninos, asi como una mayor capacidad
antioxidante reductora (FRAP).

e Se han observado relaciones significativas de los parametros de rendimiento y
vigor del vifiedo con el perfil antioxidante y el IPT del vino, indicando que los
vifiedos con menor rendimiento y vigor producen vinos con un mayor contenido
global en polifenoles y una mejor capacidad antioxidante y actividad
estabilizadora de radicales.

e La composicion fendlica y el perfil antioxidante del vino también se han visto
modificados por el nivel nutricional del vifiedo, siendo el K, junto al P, N, Ca,
Mg y Fe, los elementos minerales que mejor se correlacionaron con estos
parametros. En general, los vinos procedentes de vifiedos con un menor
contenido mineral peciolar producen vinos con mayor IPT y mejor perfil
antioxidante.

e EI IPT y el contenido en antocianos se correlaciond positivamente con la
capacidad reductora del vino (FRAP), mientras que los taninos totales lo
hicieron con la capacidad para estabilizar el radical superoxido.
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