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RESUMEN

Los compuesto fendlicos son los responsables de la mayoria de caracteristicas
organolépticas de los vinos. El oxigeno tiene un papel importante en la evolucion del
color del vino, asi como en la oxidacion de los polifenoles y en la formacién de
compuestos estables. Una técnica para estabilizar la estructura polifendlica del vino es
el uso de la microoxigenacion, con la finalidad de formar pequefias cantidades de
acetaldehido, que actia como puente de unidn entre los compuestos polifendlicos. El
objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la maceracion prefermentativa y la
adicion de acetaldehido en la composicion de vinos tintos de Tempranillo, y establecer
una metodologia de elaboracidon que permita incrementar la extraccion y estabilizacion
polifendlica. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la aplicacion de
acetaldehido contribuye a la estabilidad del color, y a disminuir la astringencia de los
vinos estudiados. Estos efectos han sido mas pronunciados en los vinos macerados
prefermentativamente tanto en frio como con aplicacion de nieve carbonica.

PALABRAS CLAVE: vino tinto, maceracion prefermentativa, acetaldehido,
polifenoles y Tempranillo.

RESUM

Els compostos fendlics son els responsables de la majoria de caracteristiques
organoléptiques del vins. L’oxigen te un paper important en I’evolucié del color del vi,
aixi com en I’oxidacié dels polifenols i en la formacié de compostos estables. Una
técnica per a estabilitzar I’estructura polifendlica del vi es I’'us de la microoxigenacio,
amb la finalitat de produir xicotetes cantitats d’acetaldehid, que actia com a pont d’unio
entre els compostos fenolics. L’objectiu d’aquest treball es estudiar I’efecte de la
maceracio prefermentativa i I’adicié d’acetaldehid en la composicid dels vins negres de
Tempranillo, a part d’establir una metodologia d’elaboracié que permeta incrementar
I’extraccid y estabilitzacié polifenolica. Els resultats obtesos posen de manifest que
I’aplicacié d’acetaldehid contribueix a I’estabilitat del color i a la disminucié de
I’astringencia del vins estudiats. Aquests efectes han sigut mes pronunciats en el vins
macerats prefermentativament tant amb fred com amb I’aplicacio de neu carbénica.

PARAULES CLAU: vi negre, maceracio prefermentativa, acetaldheid,
polifenols y Tempranillo.



ABSTRACT

Phenolic compounds are responsable for many of the organoleptic characteristics
of wines. The oxygen has an important paper in the evolution of wine colour, so as the
poliphenolics oxidation and the formation of stable compounds. A tool to establish the
wine poliphenolic structure is the use of the microoxygenation with the purpose to form
small quantities of acetaldehyde that form adducts linked by an ethyl bridge between the
poliphenols. The aim of this work is to study the effect of the prefermentative
maceration and the addition of acetaldheyde in the composition of the Tempranillo red
wines wich let increase the poliphenolic extraction and stabilization. The results show
us that the application of acetaldehyde contribute to stabilization the wine colour and
reduce the astringency in the wines studied. These effects have been with more intensity
in the wines with prefermentative maceration using as cold as dry ice.

KEY WORDS: red wine, prefermentative maceration, acetaldehyde,
polyphenols and Tempranillo.



1. INTRODUCCION

La estabilizacion del color de los vinos tintos, asi como la disminucion de la
astringencia inicial, precisan de cierto aporte de oxigeno, necesario para favorecer las
combinaciones y polimerizaciones de los antocianos y las procianidinas.
Tradicionalmente, dichas reacciones, se llevaban a cabo en barricas de roble, durante el
periodo de crianza y envejecimiento, gracias a una microdifusion del oxigeno a traves
de las duelas. La primera referencia que se tiene sobre el efecto del oxigeno en los
vinos, pertenece a Pasteur, el cual dijo que el oxigeno es el que hace el vino y gracias a
su influencia envejece. De una manera artificial, la microoxigenacion, empezd a
aplicarse en 1993 gracias a las experiencias de Ducournau y Laplace. EI fundamento de
la técnica es aportar al vino pequerfias cantidades de oxigeno de forma continua, a través
de un microdifusor con el fin de reproducir y/o acelerar el proceso de estabilizacion de
materia colorante, que tiene lugar durante la crianza del vino en las barricas. Para
asegurar el éxito en el proceso, hay que evitar la acumulacién de oxigeno disuelto en el
vino, aportando una cantidad inferior a la que el vino es capaz de consumir. El aporte en
exceso de oxigeno, puede provocar la formacion de largas moléculas de elevado peso
molecular que precipitaran, con la consecuente pérdida de intensidad colorante (Vivas
and Glories, 1996). Sin embargo, distintos estudios han demostrado como la técnica de
microoxigenacion, puede ayudar a mejorar la estructura y el cuerpo de los vinos,
eliminar aromas a reduccién, estabilizar el color y reducir las caracteristicas herbaceas
(Parish et al. 2000). La microoxigenacion, puede realizarse a lo largo de todo el proceso
de vinificacion (Cotterll, 2004), pero se ha demostrado que es mucho maés efectiva
después de la fase fermentativa (Amati, Arfelli, Castellari, & Simoni, 2000; Bosso,
Guaita, Vaudano, & Di-Stefano, 2000; Castellari, Matricardi, Arfelli, Gallassi, &
Amati, 2000; Ferrarini, Girardi, De-Conti, & Castellari, 2001; Pérez-Magarifio &
Gonzéle, 2002; Pour-Nikfardjam & Dykes, 2003).

La composicién fendlica del vino es un indicador de su capacidad para consumir
oxigeno, siendo ambas proporcionales entre si. La eliminacién de compuestos fenélicos
del vino durante el proceso de elaboracion, reduce la capacidad del vino para reaccionar
con el oxigeno y las practicas enoldgicas que permitan elevar la concentracion fendlica
como la maceracion prefermentativa, prensado fuerte o crianza en barrica pueden
aumentar la capacidad de consumo de oxigeno. A través de la aplicacion de la
maceracion prefermentativa tiene lugar la extraccion lenta pero progresiva de los
compuestos fenolicos, quizas debido a que ésta facilita un intimo y prolongado contacto
entre hollejos y mosto, que durante la fermentacion se ve dificultado por la formacién
del sombrero, y también a la desorganizacion de las membranas celulares que se
produce por la accién de las enzimas de la uva durante la fase prefermentativa, mayor
cuanto mas baja sea la temperatura inicial a que se someta la vendimia, consiguiendo
mediante el enfriamiento con nieve carbdnica, aunar la ralentizacion del proceso
fermentativo y la desnaturalizacion y rotura de las células de los hollejos, por
congelacion de sus liquidos intracelulares, ejerciendo un efecto drastico sobre los
hollejos, desnaturalizando membranas y facilitando la salida de compuestos aromaticos
y fendlicos (Reynols, 2001; Parenti et al., 2004, Alvarez et al., 2005).

Entre las muchas reacciones que produce el oxigeno en el vino, las reacciones
mediadas por acetaldehido, contribuyen a la estabilizacion de la materia colorante y/o
reduccion de la astringencia y amargor. El oxigeno disuelto provoca la formacion de
acetaldehido por dos vias, la primera es a partir de la oxidacion del etanol en presencia
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de cationes hierro y/o cobre, y también por la oxidacion de una molécula de tanino. La
molécula de acetaldehido reaccionara con los flavonoles y los antocianos induciendo la
formacion de un carbocatién muy reactivo que rapidamente reacciona con otro flavonol
0 con una molécula de antociano mediante un enlace denominado puente de etilo. Estos
compuestos resultantes, son més estables a la decoloracion por SO, y con mayor
intensidad colorante, debido al bloqueo de la evolucion tanica, ya que los antocianos
fijados en el extremo de la cadena bloquean la polimerizacién de los compuestos
originales. Ademas, la incorporaciéon de antocianos en las estructuras con flavonoles,
provoca una disminucién de la astringencia. (Moutonet et al., 1996: Castellari et al.,
2000; Atanasova et al., 2002, 2003; LLaudy et al., 2006; McCord, 2003; Cano-Lopez et
al ., 2006; Jones P.R. et al., 2004; Zoeclein B.W. et al., 2003).

Para obtener optimos resultados, esta técnica solo se podra aplicar a vinos con
un adecuado equilibrio de concentraciones antociano y tanino. La proporcion relativa
entre taninos y antocianos, que debe ser del orden de 4:1. Un ratio inferior conduce a la
ruptura de la molécula tanino:antociano y en caso superior, puede provocar demasiada
polimerizacion acompariada de precipitacion de éstas (Singleton, 1987; Ribereau-Gayon
et al., 2000b; Atonosova et al., 2002a). Sin embargo, la microoxigenacion de un vino
desequilibrado por falta de antocianos, conducira a una polimerizacion sin limite (los
antocianos no pueden bloquearla) de los compuestos fendlicos entre si, provocando
sequedad y pardeamiento (Ribéreau-Gayon et al., 2000b; Monagas et al., 2005).

En el presente trabajo, se estudia el efecto conjugado de dos técnicas aplicadas al
incremento de la calidad de los vinos, es decir, la maceracion prefermentativa en frio y
la microoxigenacion, mediante el seguimiento de la evolucion de parametros
polifendlicos de los vinos de Tempranillo elaborados.

2. MATERIALES Y METODOS

La uva para realizar el estudio procede de una parcela de la Bodega Chozas
Carrascal, situada en la D.O. Utiel-Requena. El vifiedo tiene 10 afios de edad y es de la
variedad Tempranillo injertada sobre el portainjerto 110-Richter, estando cultivada en
secano y con riego de apoyo por goteo.

La vendimia se ha realizado en cajas de plastico de 18 a 20 Kg, tranportandose
rapidamente a la bodega. La uva se ha despalillado y estrujado encubandose para su
vinificacion en depdsitos de acero inoxidable de 50 litros de capacidad, sulfitindose con
5 g/hL de anhidrido sulfuroso, elaborandose 33 vinos repartidos entre los tres tipos de
vinificaciones, es decir, 11 vinos por cada vinificacion, que se especifican a
continuacion:

12. Vinificacion sin maceracion prefermentativa.
22, Vinificacion con maceracion prefermentativa a 6-8 °C durante 4 dias.

32 Vinificacién con maceracion prefermentativa con enfriamiento previo a 0° en
nieve carbdnica y mantenimiento a 6-8 °C durante 4 dias.

Los mostos se han sembrado con 20 g/hL de levaduras seleccionadas de
Sccharomyces cerevisiae. La fermentacion se ha realizado por el sistema tradicional en
depdsitos cilindricos de acero inoxidable con camisas de refrigeracion para mantener la
temperatura entre 27-28 °C. Durante el proceso de maceracion-fermentacion se han



realizado dos remontados diarios de la mitad del volumen del depésito, descubandose a
los 10 dias de maceracion (densidad entre 997-994).

En las vinificaciones de maceracion prefermentativa se ha dejado de aplicar frio
a los cuatro dias, calentandose el depoésito hasta temperatura ambiente, para realizar la
siembra de levaduras. En estos depdsitos se ha seguido la misma pauta de
fermentacion-maceracion que en los que no se realiza maceracion prefermentativa. El
descube se ha realizado con el mismo criterio que en los testigos, para que no haya
diferencias en el tiempo y temperatura de maceracion fermentativa.

Una vez terminada la fermentacion alcohdlica, se ha realizado la fermentacion
malolactica previa adicion a todos los depositos de 1 g/hL de bacterias Oenococcus
oeni. Terminada ésta los vinos se han corregido a 30 mg/L de sulfuroso libre,
trasegandolos para que se homogeneicen y finalmente se embotellan. De cada uno de
los vinos elaborados se han embotellado 4 botellas adicionandose en dos de ellas
acetaldehido a razén de 60 mL/L/mes durante un mes y medio, con lo que la cantidad
total de acetaldehido adicionada es de 90 mL/L.

Las determinaciones analiticas de los pardmetros mas comunes de los vinos tales
como densidad, grado alcohdlico, azucares reductores, acidez total, pH, acidez volatil y
sulfuroso total y libre se ha realizado segun los métodos que aparecen en al Reglamento
Oficial de la Union Europea. (OIV, 1979). Para los compuestos fenolicos analizados se
han utilizado los métodos siguientes: Antocianos totales y Antocianos Copigmentados,
Polimerizados y Libres (Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1965; Ribéreau-Gayon, 1979),
Catequinas (Sun et al., 1959), indice de Etanol, indice de Gelatina, e Indice de
lonizacion (Glories, 1978), Indice de Polifenoles Totales (Ribereau-Gayon, 1979),
indice de Polimerizacion (Ruiz, 1994), indice de PVPP (Blouin, 1977; Vivas, 1995),
indice de Acido Clorhidrico (Vivas et al., 1995). indice d¢ DMACH (Vivas et al.,
1994). Intensidad Colorante y Tono o Matiz (Comision Europea, 1990), Taninos
Condensados Totales (Saint-Criq et al., 1998).

El andlisis estadistico de los resultados ha consistido en un andlisis de la
varianza multifactorial (ANOVA) para cada una de las variables, teniendo en cuenta el
efecto de las técnicas de maceracion prefermentativa, la adicion o no de acetaldehido, y
la interaccién entre ambos factores. Se ha calculado el F-ratio, que representa el
cociente entre la variabilidad debida al efecto considerado y la varianza residual,
teniendo en cuenta que un valor mayor de F-ratio significa un efecto m&s marcado sobre
una variable. Las interacciones entre los dos factores indican que los parametros
polifendlicos en los vinos adicionados de acetaldehido son diferentes dependiendo de la
tecnologia de maceracion aplicada.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En los vinos elaborados con maceracion prefermentativa en frio, con nieve
carbdnica y sin maceracion prefermentativa, se ha ensayado después de la fermentacion
malololactica el efecto de la adicién de acetaldehido para simular un proceso de
microoxigenacion, y posteriormente se han conservado durante 19 meses. La
composicion de los vinos ha sido estudiada utilizando un modelo factorial completo,
considerando las técnicas de maceracion prefermentativa y la adicion o no de
acetaldehido. Todas las experiencias se realizaron por duplicado y la analitica de cada



experiencia por triplicado, figurando en las tablas la media y las desviaciones estandar,
asi como la F-ratio y el nivel de significacion entre los distintos tratamientos.

Para una mejor interpretacion de los resultados, se han agrupado los distintos
apartados de los parametros polifendlicos directamente relacionados con el color, con la
concentracion y estado de los antocianos, los relacionados con la concentracién total de
polifenoles, y los relacionados con la concentracién y estado de los taninos.

3.1. Evolucion de los parametros relacionados con el color

Uno de los atributos mas importantes para determinar la calidad y el caracter de
un vino es el color. No solo por que pueda ser mads o menos atractivo para el
consumidor, sino por la informacion que proporciona sobre el estado de los polifenoles
en el vino (Glories, 1978). Como parametros relacionados con el color, vamos a
considerar la Intensidad colorante y el Tono.

En la Tabla 1 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la Intensidad Colorante, en funcion de las técnicas de maceracion
utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 1 la evolucién durante
la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 1. Medias y desviacion estandar de la Intensidad Colorante después de la fermentacion

malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacién en
funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

. . ) Tratamiento Técnica Tecx Trat

Técnicas | Tratamiento | Postmalolac | Postmicro. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio

Testigo Sin MO 11,51+0,71 12,94+0,59 12,07+1,03 11,91+0,80 12,11+0,73
Con MO 11,51+0,71 | 13,14+0,53 | 13,35+1,76 | 12,57+0,96 | 11,47+0,94
Sin MO 11,87+0,67 13,08+0,52 12,18+0,76 11,94+0,54 12,22+0,57

Mf 11.32 *k 3.77 * 2.73 ns
Con MO 11,87+0,67 | 13,40+0,43 | 12,85+0,90 | 12,37+0,49 | 11,56+0,49
MCO2 Sin MO 11,97+0,52 | 12,31+0,38 | 11,58+0,81 | 11,31+0,84 | 11,48+0,63
Con MO 11,97+0,52 13,53+0,44 12,84+0,91 12,41+0,43 11,47+1,05

Mf: maceracidn en frio; MCO2: maceacién con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no significativo
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FIGURA 1. Evolucién de la Intensidad Colorante durante la conservacion de los vinos y representacion

grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A:
maceracién con nieve carbénica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracidn en frio con
acetaldehido, MN C/A: maceracion con nieve carbdnica con acetaldehido.

La intensidad colorante es la medida mas representativa del color de los vinos ya
que contempla la aportacion al color de los tonos amarillos, rojos y azules
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caracteristicos de estos. Esta medida depende de la concentracion de compuestos
coloreados y del estado de estos en el vino. Al final de la microoxigenacion, los vinos
adicionados con acetaldehido presentan la mayor Intensidad Colorante, asi como los
vinos sometidos a maceracion prefermentativa. Durante la conservacion podemos
observar una evolucion bastante uniforme para todos los vinos, pero son los vinos
microoxigenados los que sufren una mayor caida del color, encontrando diferencias
significativas al 99% al final de este periodo, tanto para el factor tratamiento con
acetaldehido como en funcidn de las técnicas de elaboracion. EI hecho de que los vinos
adicionados de acetaldehido presenten valores mas bajos puede ser debido a pérdidas
por precipitacion ocasionadas por el aumento del peso molecular de las combinaciones
antociano-antociano formadas después de la adicion de acetaldehido. También se
observa una importante caida del color durante la conservacion en los vinos sometidos a
maceracion con nieve carbonica y no tratados con acetaldehido, que es superior a la
observada en los testigos y en los macerados en frio no tratados con acetaldehido.
Aungue no existen interacciones entre los tratamientos, esa importante pérdida de color
observada en la maceracion con nieve, puede ser la causa de que no haya diferencias
entre los vinos macerados con nieve con Yy sin adicion de acetaldehido. Existe una
importante controversia en la bibliografia, con respecto a la accion de la
microoxigenacion en el color de los vinos, numerosos autores observan un incremento
de la Intensidad Colorante (Cano-Lopez et al., 2006, 2007, 2009; Timberlake and
Bridle, 1976; Ribéreau-Gayon et al., 1983; Sims y Morris, 1986, Atanasova V. et al.,
2002) y una mayor estabilidad del color después de un periodo de conservacion en
botella (Elisa Saitini et al., 2007), mientras que otros observan un ligero descenso
(Llaudy M.C. et al., 2006).

En la Tabla 2 figura las medias, desviaciones estdndar, F-ratio y nivel de
significacion del Tono, en funcién de la técnica de maceracion utilizada y de la
aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 2 la evolucion durante la conservacion y
sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 2. Medias y desviacion estandar del Tono después de la fermentacion malolactica, de la

microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacion en funcion de las
técnicas de maceracion, de la adicién de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 59,41+1,03 63,27+0,97 70,68+2,30 | 74,50+2,49 | 78,42+3,04
Testigo Con MO 59,41+1,03 63,45+1,49 71,72+293 | 75,15+2,64 | 76,92+291
Sin MO 58,61+0,86 63,04+0,80 69,00+2,00 | 71,7242,13 | 75,25+2,61
0.12 ns 1.09 ns 4,16 ns
Mf Con MO 58,61+0,86 62,82+0,92 70,86+2,24 | 75,19+2,92 | 75,99+2,85
Sin MO 58,85+1,29 62,04+1,23 71,55+2,37 | 77,06£3,77 | 76,01+4,30
MCO2 Con MO 58,85+1,29 62,04+1,23 71,55+2,37 | 77,06£3,77 | 76,01+4,30

Mf: maceracidn en frio; MCO2: maceacién con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no significativo
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FIGURA 2. Evolucién del Tono durante la conservacion de los vinos y representacion grafica al cabo de 19
meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A: maceracién con nieve
carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A:

maceracion con nieve carbonica con acetaldehido.

El tono nos indica la contribucion del amarillo al color de los vinos. En la
grafica se puede observar un incremento del tono a lo largo del proceso de
conservacion, siendo este incremento propio de las reacciones de oxidacion que sufren
todo los vinos con el paso del tiempo y que provocan la aparicion de tonos rojo teja
caracteristicos de los vinos viejos o evolucionados. Este efecto de incremento del tono
ha sido detectado también por otros autores (Alacade-Eon et al., 2006; Baranowski y
Nagel, 1983; Bonaga, Parota y Syrghi, 1990; Jurd, 1969; Liao, Cai y Haslam, 1992;
Santos-Buelga et al., 1995; Somers, 1971). En la tabla 2 se observa que no existen
diferencias significativas entre las diferentes técnicas de vinificacion ni entre la adicién
0 no de acetaldehido, ni tampoco interaccion entre ambos factores.

3.2. Evolucion de los pardmetros relacionados con la concentracion de antocianos

En este apartado se han incluido la concentraciéon total de antocianos y el
porcentaje de color que aportan en funcion del estado en que se encuentren en los vinos:
antocianos copigmentados, libres y polimerizados.

En la Tabla 3 figura las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la concentracion de antocianos, en funcién de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 3 la
evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 3. Medias y desviacion estandar de la concentraciéon de antocianos (mg/L) después de la

fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de
significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

. . Tratamiento Técnica Tecx Trat
Técnicas | Tratam. Postmalo. Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio

Sin MO | 591,60429,25 | 422,97+41,48 | 314,21+29,83 | 246,96+26,28 | 180,76+26,84
Testigo | Con MO | 591,60+29,26 | 406,35+19,22 | 257,32458,33 | 202,03+43,49 | 146,80+44,08
Sin MO | 536,07+18,26 | 397,56+23,35 | 285,26+18,74 | 226,18+16,61 | 172,77+12,03

34.8 Fkx 55 foled 1.14 ns
Mf Con MO | 536,07+18,26 | 408,90+24,45 | 258,45+29,87 | 184,73+40,99 | 151,80+35,94
Sin MO | 528,04+31,69 | 392,43+8,20 | 306,79+17,98 | 246,11+19,40 | 202,28+22,62
MCO?2 Con MO | 528,04+31,69 | 415,86+22,78 | 267,75+27,79 | 180,44+38,81 | 161,67+35,24

Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no significativo
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FIGURA 3. Evolucidn de la concentracion de antocianos (mg/L) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:
maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracidn con nieve carbonica con acetaldehido.

Los antocianos se encuentran en el vino libres y combinados con otros
compuestos principalmente taninos. Una parte importante de estos antocianos son
decolorables por el sulfuroso, entre ellos los antocianos libres y los que se encuentran
combinados de forma inestable. Ademas, el color de estos antocianos varia en funcién
del pH, mientras que otra fraccion de antocianos combinados es insensible a la
decoloracion. ElI método que hemos utilizado permite determinar la concentracion de
antocianos decolorables, representando una estimacion de la cantidad total de
antocianos presentes en el vino.

Los resultados muestran una disminucion significativa de la concentracion de
antocianos decolorables a lo largo de los 19 meses de conservacion, debido a la
formacion de moléculas estables antociano-tanino, no decolorables por el sulfuroso, y a
los fendmenos de precipitacion de materia colorante cuando no se han podido potenciar
estas uniones. Este descenso natural de los antocianos durante el periodo de
conservacion en botella ha sido identificado por numerosos autores (Tao, Jianxiong; et
al., 2007, Sigleton y Tronsdale, 1992; Vivar Quintana et al., 2002; Cano-Lopez et al.,
2009). Al cabo de 22 meses de conservacion existen diferencias significativas al 99.9%
para el factor tratamiento, observandose que aquellos vinos a los que se les ha
adicionado acetaldehido presentan una menor concentracion de antocianos decolorables
por el sulfuroso. Las causas de esta disminucion pueden ser debidas a precipitacion o/a
que los antocianos se hayan combinado de forma estable. Se observa también que
existen diferencias significativas al 99% en cuanto al factor técnica de vinificacion,
encontrandose los valores mas elevados en los vinos macerados prefermentativamente y
observandose entre ellos el valor mas elevado en aquellos vinos macerados
prefermentativamente con nieve carbdnica. Estas dos técnicas de vinificacion favorecen
la extraccion de compuestos polifenolicos presentes principalmente en los hollejos
debido al mayor tiempo de contacto entre estos y el mosto durante el proceso de
elaboracion Ademas, la maceracion con nieve carbonica provoca una mayor disolucion
de estos componentes en el mosto, ya que la sublimacion de la nieve carbonica de la
fase solida a gas provoca la disminucion de la temperatura a valores proximos a 0 °C y
la congelacion de los liquidos intracelulares con la consiguiente rotura de las
membranas. Por Gltimo no se han encontrado diferencias para la interaccion de ambos
factores.

En la Tabla 4 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la aportacion al color de los antocianos copigmentados (%), en funcién

9



de la técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacién o no deacetaldehido, y en la
figura 4 observamos la evolucién durante la conservacion y sus valores al cabo de 2
meses.

TABLA 4. Medias y desviacién de la aportacion al color de los antocianos copigmentados (%) después de

la fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de
significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

. . ) Tratamiento Técnica Tecx Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalo. | Postmicroox. | 11 meses 16 meses 22 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 19,4243,69 | 20,90+3,38 | 11,02+3,11 9,56+3,07 8,90+3,65
Testigo Con MO 19,42+3,69 19,88+1,65 7.89+4,23 6,48+1,97 5,76+3,35
Sin MO 17,73+2,84 18,90+1,93 8,60+1,74 6,45+3,18 6,49+3,52
9.28 kel 4.44 * 4,08
Mf Con MO 17,73+2,84 17,88+2,88 7,84+2,86 5,89+2,68 7,00£2,50
Sin MO 15,81+5,08 18,08+1,16 9,78+2,29 7,48+3,52 6,58+2,53
MCO2 Con MO 15,81+5,08 18,21+2,97 4,58+0,73 4,16+2,58 4,12+2 85

Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no significativo

Podemos observar un incremento de las reacciones de copigmentacion durante el
periodo de microoxigenacion, que llegan a suponer hasta un 20% del color del vino. A
partir de ese momento se produce una rotura paulatina de los complejos de
copigmentacién, que da lugar a un descenso brusco y continuado del porcentaje de color
debido a la copigmentacidon. Este descenso del color aportado por la copigmentacion ha
sido identificado también por otros autores (Ribéreau-Gayon et al., 2003; Boulton R.
2001; Perez-Magarifio et el., 2004), ya que las uniones con los copigmentos se rompen
por diversas causas como la temperatura y la presencia o ausencia de etanol (Gomez-
Miguel y Heredia, 2004), quedando los antocianos disponibles para intervenir en otras
reacciones, principalmente en las de polimerizacién. Después de la fermentacion
malolactica, el mayor nivel de copigmentacion se observa en los vinos elaborados de
forma tradicional sin estar sometidos a una maceracion prefermentativa, la adicion de
acetaldehido incrementa inicialmente las reacciones de copigmentacion, pero estas
descienden intensamente durante los meses de conservacion. Podemos observar que una
vez concluida la fermentacion malolactica y a lo largo del proceso de conservacion,
existen diferencias con respecto a las técnicas de vinificacion empleadas, siendo los
vinos testigo los que presentan el mayor porcentaje de color debido a la
copigmentacién. En cambio, los vinos sometidos a la adicion de acetaldehido presentan
valores significativamente inferiores. La maceracion prefermentativa y la adicion de
acetaldehido podrian disminuir la fraccién de antocianos copigmentados debido a que
estas uniones se rompen, y estos antocianos asi liberados podrian permanecer libres o
combinarse de forma mas estable con otros compuestos diferentes de los copigmentos.
Por ultimo tambien se han encontrado diferencias significativas al 95% para la
interaccion entre ambos factores.
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FIGURA 4. Evolucidn de la aportacion al color de los antocianos copigmentados (%) durante la
conservacion de los vinos y representacion grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A:
maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A: maceracién con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con
acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbdnica con
acetaldehido.

En la Tabla 5 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la aportacion al color de los antocianos libres (%), en funcion de las
técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura
5 la evoluciodn durante la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 5. Medias y desviacion de la aportacién al color de los antocianos libres (%) después de la

fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de
significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 51,01+2,87 44,56+1,35 42,02+1,95 | 43,76+£3,58 | 32,67+5,16
Testigo Con MO 51,01+2,87 45,33+0,90 38,96+5,07 | 42,90+4,64 | 28,58+4,56
Sin MO 49,39+3,35 46,20+0,91 42,3942,78 | 42,55+4,06 | 32,74+2,77
4562 | ***| 3.56 ns 1.06 ns
Mf Con MO 49,39+3,35 46,26+2,34 41,07+2,47 | 40,94+3,17 | 28,77+3,63
Sin MO 51,21+5,82 45,72+0,62 43,3742,34 | 44,4742,80 | 35,77+4,08
MCQO2 Con MO 51,21+5,82 45,72+1,85 42,58+2,92 | 40,05+3,70 | 29,58+3,42
Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 5. Evolucion de la aportacion al color de los antocianos libres (%) durante la conservacion de los
vinos y representacion grafica al cabo de 22 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracién en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:

maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracion con nieve carbonica con acetaldehido.
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En cuanto al porcentaje de color aportado por los antocianos libres, vemos que
disminuye gradualmente con el paso del tiempo, debido a que reaccionan con otros
compuestos, especialmente taninos, para formar complejos que proporcionan una mayor
estabilidad del color. Este efecto es similar al encontrado para los antocianos totales

decolorables por el sulfuroso, y ha sido observado también por otros autores (Tao,

Jianxiong; et al., 2007, Sigleton y Tronsdale, 1992; Vivar Quintana et al., 2002; Cano-

Lopez et al., 2009).

A los 19 meses del periodo de conservacion encontramos diferencias

estadisticamente significativas al 99.9% para el factor tratamiento y al 95% para el
factor técnica de vinificacion. Debido al aporte de acetaldehido, la polimerizacion se
incrementa y por tanto el porcentaje de color aportado por los antocianos libres
desciende significativamente. En cuanto a las técnicas de vinificacion, al final del
periodo de conservacion se observan los valores ligeramente superiores en los vinos
macerados con nieve carbonica. En cambio, no se han encontrado diferencias
significativas para la interaccion entre ambos factores.

En la Tabla 6 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la aportacion al color de los antocianos polimerizados (%), en funcién

de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no deacetaldehido, y en la
figura 6 la evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 6. Medias y desviacion de la aportacion al color de los antocianos polimerizados (%) después de la

fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de

significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

. . ) . Tratamiento Técnica Tecx Trat

Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio

Sin MO 28,80+1,94 34,54+3,51 46,97+3,74 | 50,91+3,82 | 58,4315,06
Testigo Con MO 28,80+1,94 34,79+1,55 56,01+£8,10 | 55,39+6,16 65,67+6,90
Sin MO 32,88+1,84 34,90+1,78 49,02+2,27 | 53,06+2,44 | 60,77+2,92

62.65 Frx 0.16 ns 3.61 *
Mf Con MO 32,88+1,84 35,86+2,24 53,92+3,65 | 57,45+5,09 64,23+4,83
Sin MO 32,98+1,84 36,19+1,21 46,84+3,09 | 49,90+3,53 57,65+3,43
MCO2 Con MO 32,98+1,84 36,07+2,32 53,99+3,15 | 58,96+545 | 66,30+4,58

Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no

significativo
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FIGURA 6. Evolucidn de la aportacion al color de los antocianos polimerizados (%) durante la
conservacion de los vinos y representacion grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A:
maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A: maceracién con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con
acetaldehido, MF C/A: maceracién en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbonica con

acetaldehido.




Podemos observar como el porcentaje de color debido a los antocianos
polimerizados es superior en los vinos microoxigenados, tanto después de la
fermentacion maloléctica, como durante la conservacion. Este incremento de la
polimerizacion de los antocianos durante y después de la microoxigenacion, ha sido
observado por numerosos autores (Castellari et al., 2000; Atanasova et al., 2002;
McCord, 2003; Llaudy et al., 2006; Cano —Lopez et al., 2006), que ademas encuentran
una disminucion de la astringencia de los vinos y un aumento en el tamafio de los
polimeros tanicos. Este efecto es el contrario el observado en los antocianos libres y
también en los antocianos copigmentados, ya que posiblemente estos hayan pasado a
formar parte de complejos de polimerizacion en detrimento de los de copigmentacion.

Al final del proceso de conservacion observamos como existen diferencias
significativas al 99,9% en el factor tratamiento, presentando los vinos adicionados de
acetaldehido los valores més elevados. Este comportamiento es el esperado, ya que el
objetivo de la microoxigenacion, y por tanto el de la adicion de acetaldehido, es el de
favorecer estas uniones incrementando las estabilidad del color. No se han encontrado
diferencias significativas en el factor técnicas de vinificacion al final del proceso de
conservacion, pero en cambio si las encontramos después de la maloléctica, esto nos
indica que durante la larga conservacion, la influencia de la maceracion esté lejana en el
tiempo, y son otros los factores que condicionan la polimerizacién. Por ultimo, se ha
encontrado que existe interaccion significativa al 95% entre las técnicas de vinificacion
y la adicion de acetaldehido.

3.3. Evolucion de los parametros relacionados con la concentracion total de
polifenoles

La concentracion total de polifenoles en el vino se ha determinado mediante el
indice de Polifenoles Totales (IPT), y el indice de Folin-Ciocalteu. Ambas técnicas
miden la presencia de grupos fenol en el vino, siendo el indice de Folin méas preciso, y
el IPT més utilizado y de mas sencilla realizacion.

En la Tabla 7 figura las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion del indice de Polifenoles Totales, en funcion de la técnicas de maceracion
utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 7 la evolucion durante
la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 7. Medias y desviacion estandar del indice de Polifenoles Totales después de la fermentacion
malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacién en
funcidn de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 48,66+1,57 46,59+1,52 46,2242,48 | 47,36+2,52 | 45,99+1,54
Testigo Con MO 48,66+1,57 46,59+2,00 46,23+£2,00 47,40+2,47 43,8442 97
Sin MO 47,70+1,35 46,23+1,48 45,53+1,92 46,45+1,72 45,95+1,69
35.35 | xxx 0.18 ns 1.09 ns
Mf Con MO 47,70+1,35 46,52+4,50 45,77+1,92 | 46,06+1,81 | 44,2142 47
Sin MO 47,77£1,17 45,89+1,48 45,69+2,04 46,71+£2,37 46,36+2,11
MCO2 Con MO 47,77+£1,77 45,97+1,66 4543+1,89 | 46,58+1,21 | 43,23+2,20
Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 7. Evolucién del indice de Polifenoles Totales durante la conservacion de los vinos y
representacion gréafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracidn en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:

maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carb6nica con acetaldehido.

En la Tabla 8 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de

significacion del indice de Folin-Ciocalteu, en funcion de la técnicas de maceracion

utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 4 la evolucién durante

la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 8. Medias y desviacion estandar del indice de Folin-Ciocalteu después de la fermentacion

malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacion en
funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

. . . . Tratamiento Técnica Tecx Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 48,95+1,17 52,42+1,80 50,24+2,99 49,53+3,87 48,99+3,50
Testigo Con MO 48,95+1,17 48,77+2,33 47,40+2,34 | 46,58+2,93 45,3545,77
Sin MO 51,50+2,59 51,08+£3,50 49,85+£3,04 | 48,35+3,08 47,26+4,02
98.5 FrE 4.45 ns 1.76 ns
Mf Con MO 51,50+2,59 50,77+2,23 46,78+2,48 | 48,36+7,43 47,9345,02
Sin MO 50,77+2,20 49,55+1,40 48,75+3,80 | 47,72+1,37 47,82+3,23
MCQO2 Con MO 50,77+2,20 50,11+1,79 48,09+2,13 47,96+6,10 45,90+4,42
Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 8. Evolucién del indice de Folin-Ciocalteu durante la conservacion de los vinos y representacion
grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A:
maceracion con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con
acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbénica con acetaldehido.
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Tanto en el IPT como en el indice de Folin se aprecia una tendencia a la
disminucion a lo largo de la conservacion de los vinos. Se ha observado que al final de
este periodo de conservacion existen diferencias significativas al 99,9% tanto en el
indice de Folin como en el IPT para el factor tratamiento, ya que los vinos adicionados
de acetaldehido presentan diferencias significativas con respecto a los no adicionados,
siendo los valores de estos mas elevados. Este comportamiento podria explicarse debido
a las reacciones mediadas por el acetaldehido, que forman complejos antociano-tanino,
polimeros tanino-tanino, y macromoléculas mas grandes que pueden precipitar dando
lugar a esa menor concentracion de polifenoles encontrada. Este comportamiento ha
sido observado también por Elisa Saitini et al. (2006), que atribuyen a las reacciones de
estabilizacion que tienen lugar durante la conservacion, el hecho de que la disminucién
sea inferior a la esperada.

En cuanto a las técnicas de vinificacion no se han encontrado diferencias
significativas para los polifenoles totales al final del proceso de conservacion; en
cambio, después de la malolactica, son los vinos macerados en frio los que presenta los
mayores valores del indice de Folin, debido a una mayor extraccion polifendlica durante
el proceso de vinificacion. No se han encontrado diferencias en la interaccion de los dos
factores para ninguno de los dos indices estudiados

3.4. Evolucion de los parametros relacionados con la concentracion y estado de los
taninos.

Se estudiaran en este apartado los parametros relacionados con la concentracion
de flavanoles: catequinas y proantocianidinas (taninos condensados), asi como una serie
de indices relacionados con la calidad de los taninos.

En la Tabla 9 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la concentracion de catequinas, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 9 la
evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

La condensacion de las catequinas para formar taninos condensados se realiza en
las posiciones 6 y 8 de los flavanoles, por tanto cuanto mas polimerizados estén los
taninos el nimero de catequinas libres disminuye. EI incremento en la concentracion de
catequinas que se observa en la primera fase del periodo de conservacion puede ser
debido a que se estén liberando moléculas unidas a otras estructuras. A partir de los 13
meses, se observa como la concentracion de catequinas disminuye con lo cual se estan
produciendo polimerizaciones de catequinas formando taninos condensados, no
encontrandose diferencias significativas con la adicion de acetaldehido al final del
periodo de conservacion (19 meses). Otros autores sefialan que después de la aplicacion
de acetaldehido todos los compuestos mondémeros del vino disminuyen y entre ellos las
catequinas (Tao, Jianxiong et al., 2007), confirmando la continuacién de las reacciones
de polimerizacion durante la conservacion en botella.

En cuanto a las técnicas de vinificacion empleadas, se observan diferencias
significativas al 95%, encontrandose valores mas elevados de catequinas en aquellos
vinos elaborados con técnicas de maceracion prefermentativa, que favorecen la
extraccion de compuestos de las partes solidas de la uva, tanto de los hollejos como de
las pepitas, y que por lo tanto incrementan la concentracion de estos compuesto en el
vino. Siendo este efecto mas marcado en los vinos elaborados con maceracion
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prefermentativa utilizando nieve carbonica debido al efecto de desestructuracion celular
producido por esta. No se observa interaccion entre ambos factores al final de los 19
meses de conservacion.

TABLA 9. Medias y desviacion estandar de la concentracion de catequinas (mg/L) después de la

fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de
significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-
F-ratio F-ratio ratio
Sin MO 106,01+34,19 149,27+£19,63 | 170,04+23,44 | 180,30+£19,22 | 125,31+34,34
Testigo Con MO 106,01+34,19 | 140,21+16,70 | 169,93+28,03 | 173,95+31,12 | 113,26+37,04
Sin MO 119,42+8,53 129,04+18,73 | 157,92+21,13 | 167,51+22,38 | 134,12+17,04
2.58 ns 4.26 0.6 ns
Mf Con MO 119,42+8,53 138,30+9,00 | 180,32+15,68 | 174,55+40,83 | 129.77+30.25
Sin MO 120,14+7,37 127,77+18,16 | 153,85+11,09 | 176,40+1548 | 142,85+26,13
MCO2 Con MO 120,14+7,37 138,76+8,45 186,12+13,61 | 178,21+30,36 | 130,16+30,99
Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 9. Evolucién concentracion de catequinas (mg/L) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 22 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:
maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carb6nica con acetaldehido.

En la Tabla 10 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion de la concentracion de taninos condensados, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 10 la
evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

Observamos como la concentracion de taninos se incrementa durante el proceso
de conservacion, siendo este incremento mas importante en los vinos no adicionados de
acetaldehido, y en los sometidos a maceracion prefermentativa. Al final del proceso de
conservacion se observan diferencias significativas al 99,9%, para el factor tratamiento
siendo los vinos no adicionados de acetaldehido los que presentan los mayores valores
de estos compuestos. Este comportamiento podria deberse a la precipitacion de los
complejos tanino-tanino muy voluminosos, mientras que en los otros vinos no han
alcanzado un alto grado de polimerizacion, no alcanzandose un peso molecular elevado
y por lo tanto manteniéndose todavia en suspension en el medio. Para que estas
reacciones tengan lugar es necesaria la presencia de oxigeno, que transforma el etanol
en acetaldehido, o bien la presencia directa de acetaldehido. Este oxigeno ha sido
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incorporado también durante el proceso de elaboracion, en las operaciones enotécnicas
basicas tales como estrujado, remontados, trasiegos, etc. Otro factor importante a tener
en cuenta es la dimensién de los depdsitos de 50 litros empleados para la elaboracion de
estos vinos ya que la relacion de la boca del depdsito con respecto al volumen de vino
gue contiene es muy grande. Ademas, podemos observar también como el paso del
tiempo incrementa la tonalidad amarilla, que ademas de a las reacciones de oxidacién
en presencia de oxigeno, puede ser debida también a la presencia de grandes polimeros
de taninos.

TABLA 10. Medias y desviacion estandar de la concentracién de taninos condensados (g/L) después de la

fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de
significacion en funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 1,76+0,16 2,04+0,17 2,13+0,16 2,40+0,19 | 2,60+0,61
Testigo Con MO 1,7610,16 2,03+0,12 2,13+0,36 2,09+0,33 | 2,00+0,28
Sin MO 1,85+0,22 2,03+0,21 2,04+0,11 2,29+0,20 | 2,27+0,78
89.35 Fokk 2.68 ns ns
Mf Con MO 1,8510,22 2,01+0,10 1,94+0,17 2,06+0,26 | 2,03+0,18
Sin MO 1,70+0,13 1,9740,10 1,89+0,11 2,35+0,18 | 2,61+0,53
MCO2 Con MO 1,70+0,13 1,99+0,18 2,12+0,16 1,92+0,20 | 2,01+0,17
Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 10. Evolucion concentracion de taninos condensados (g/L) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:
maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracion con nieve carbonica con acetaldehido.

Tao et al. (2007), encuentran un incremento en la concentracion de taninos en
vinos microoxigenoados, aunque otros autores destacan también como se produce la
precipitacion de estos cuando las moléculas aumentan su tamafio (Llaudy M.C. et al.,
2006). Por lo tanto, la conservacion del vino durante 19 meses puede dar lugar a que
aparezca precipitacion en las botellas. No se han encontrado diferencias significativas
para el factor técnica de vinificacion ni para el efecto combinado entre ambos factores.
Aunque las técnicas de maceracion prefermentativa incrementan la extraccion de
polifenoles, como se observa después de la fermentacion maloléctica, hay un equilibrio
entre las reacciones de condensacion y las de precipitacion por exceso de
polimerizacion.
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En la Tabla 11 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion del Indice de PVPP, en funcién de las técnicas de maceracion utilizadas y
de la aplicacién o no de acetaldehido, y en la figura 11 la evoluciéon durante la
conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 11. Medias y desviacion estandar del indice de PVPP (%) después de la fermentacién malolactica,

de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacion en funcion de las
técnicas de maceracion, de la adicién de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 28,56+1,44 32,23+291 | 32,99+1,28 | 32,40+2,67 | 37,00+2,13
Testigo Con MO 29,74+1,44 26,95+1,42 | 31,05+3,86 | 36,09+2,01 | 42,85+3,00
Sin MO 28,49+1,87 35,08+1,62 34,15+1,40 35,50+2,69 36,23+2,85
12.37 kel 0.99 ns 0.38 ns
Mf Con MO 27,56+1,87 26,88+3,16 | 31,42+3,06 | 36,14+2,83 | 42,58+2,47
Sin MO 26,59+3,93 34,63+1,63 34,04+1,45 37,40+4,31 36,86+1,91
MCO2 Con MO 27,58+3,93 24,95+3,37 33,81+3,11 37,07+1,44 44,59+2,26
Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 11. Evolucién concentracion de del indice de PVPP (%) durante la conservacion de los vinos y
representacion gréafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracidn en frio sin
acetaldehido, MN S/A: maceracion con nieve carbdnica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A:
maceracion en frio con acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbénica con acetaldehido.

El indice de PVPP nos muestra el porcentaje de taninos combinado con
antocianos. Podemos observar como el porcentaje de estas uniones se incrementa
durante el periodo de conservacion de los vinos, siendo en los vinos adicionados de
acetaldehido donde se observa el mayor incremento, con diferencias estadisticamente
significativas al 99,9% con respecto a los vinos no adicionados. Este indice presenta un
comportamiento logico, ya que la incorporacion de acetaldehido busca potenciar estas
uniones, que aportan una mayor estabilidad de estos compuestos, tanto de los
antocianos, responsables del color rojo de los vinos tintos, y como de los taninos, con la
finalidad de rebajar su astringencia debido a la menor reactividad de los taninos, ya que
muchos de sus grupos ortodifenoles pierden la capacidad de reaccionar con las proteinas
de la saliva al estar estos grupos formando parte de complejos de polimerizacion. Este
comportamiento ha sido enunciado anteriormente por otros autores (Perez-Magarifio et
al., 2007; Castellari et al., 2000; Atanasova et al., 2002, 2003; LLaudy et al., 2006;
McCord, 2003; Cano-Lopez et al ., 2006; Saitini E. et al., 2007), siendo este efecto el
que busca la incorporacion de oxigéno al vino.
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Por otra parte, no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
para el factor tecnicas de vinificacion, lo que nos indica que la mayor presencia de
polifenoles no asegura la union de estos entre si, siendo necesaria la presencia de etanal
para catalizar estas reacciones antociano-tanino. Otro factor importante a tener en
cuenta es la relacion taninos-antocianos presente en el vino. Por lo general se habla de
una relacion 4:1 para que estos compuestos puedan ser sometidos al proceso de crianza
en barrica. Los vinos elaborados no han sido sometidos a crianza, pero con la adicion de
acetaldehido se ha querido simular el aporte de oxigeno que recibe el vino durante este
periodo. Los vinos elaborados cumplen esta proporcion ya que presentan en general
sobre 2-2.5 g¢g/L de taninos y sobre 500 mg/L de antocianos, aunque serian
recomendables concentraciones un poco mayores de estos compuestos.

En la Tabla 12 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion del Indice de Dmach, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y
de la aplicacién o no de acetaldehido, y en la figura 12 la evoluciéon durante la
conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 12. Medias y desviacion estandar del indice de Dmach (%) después de la fermentacion

malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacion en
funciodn de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccion entre ambas.

. . . . Tratamiento Técnica Tecx Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 49,43+3,48 47,05+7,29 46,43+5,53 43,28+4,37 36,46+9,18
Testigo Con MO 49,43+3,48 39,17+6,93 42,66+7,02 46,54+10,89 32,77+9,94
Sin MO 49,39+5,33 50,11+7,89 47,35+4,82 44,8345,18 | 31,66+11,20
0.52 ns 0.44 ns 1.89 ns
Mf Con MO 49,39+45,33 40,7446,50 47,6616,21 48,14+12 81 34,51+5,22
Sin MO 52,57+5,69 51,83+8,89 48,91+3,40 43,4545,03 34,43+7,84
MCO2 Con MO 52,57+5,69 43,40£7,32 44,81+3,72 | 48,88+12,29 32,13+3,32
Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo

El indice de DMACH nos indica el grado de polimerizacion de los taninos, este
varia de 10 a 200 en sentido inverso a la masa molecular de los taninos y por tanto a su
grado de polimerizacion. Un grado de condensacion media presenta un indice proximo a
50 (peso molecular sobre 1000) y los muy condensados entre 10 y 20 (peso molecular
entre 2000 y 3000). Los taninos menos condensados presentan un peso molecular entre
500 y 700 (dimeros y trimeros). Los resultados muestran que los vinos elaborados
presentan un indice en torno a 60, lo que nos indica un grado de polimerizacion medio.
Al final del periodo de conservacion los valores se sitdan en torno a 30 o 35, debido al
aumento del grado de polimerizacion, pasando las cadenas de proantocianidinas a tener
un numero mas elevado de mondmeros. No se observan diferencias significativas al
final del proceso de conservacion entre técnicas ni entre tratamientos, ni para la
interaccion entre ellos. Otros autores confirman como el grado de polimerizacion se
incrementa posteriormente al proceso de la microoxigenacion (Tao et al., 2007; Llaudy
M.C. et al., 2006). Este incremento también ha sido observado en este estudio ya que en
la analitica posterior a la aplicacion de acetaldehido podemos observar un grado de
polimerizacion mas bajo en los vinos microoxigenados, aunque a lo largo de proceso de
conservacion, se iguala con respecto a los vinos no adicionados de acetaldehido.
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FIGURA 12. Evolucion del indice de Dmach (%) durante la conservacion de los vinos y representacion
grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A:
maceracion con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con
acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbénica con acetaldehido.

En la Tabla 13 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion del Indice de Etanol, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y
de la aplicacién o no de acetaldehido, y en la figura 13 la evoluciéon durante la
conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 13. Medias y desviacion estandar del indice de Etanol (%) después de la fermentacion malolactica,

de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacion en funcién de las
técnicas de maceracion, de la adicién de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 31,43+5.26 29,26+2,80 23.64+7,39 | 19,50+4,92 | 19,56+4,75
Testigo Con MO 31,25+4.36 29,05+3,61 22,87+7,34 | 20,14+4,59 | 22,69+6,95
Sin MO 31,72+2.59 29,78+2,44 25,1947,90 | 21,55+4,29 16,22+4,99
381 ns 0.85 ns ns
Mf Con MO 32,15+3.45 30,32+3,75 20,08+7,32 | 20,59+3,26 | 22,35+6,38
Sin MO 31,34+4.26 26,96+4,03 26,63+£3,02 | 20,76+10,20 | 17,61+9,46
MCQO2 Con MO 34,21+4.19 30,75+3,47 21,65+4591 | 17,82+6,01 | 18,95+5,81
Mf: maceracién en frio; MCO2: maceacidn con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo

Podemos observar como el indice de Etanol sufre ligeras oscilaciones en la
primera fase del periodo de conservacion hasta que aproximadamente a los 13 meses
comienza a incrementarse. Este indice nos informa de las uniones de los taninos con
sales inorganicas, péptidos y polisacaridos, el etanol precipita con facilidad estos
polimeros, que contribuyen al aumento de la textura y untuosidad de los vinos. Este
aumento es paralelo al observado con la polimerizacion antociano-tanino y tanino-
tanino, aunque un poco mas tardio. No se han encontrado diferencias significativas con
respecto a los factores estudiados al final del proceso de elaboracion, ni tampoco con su
interaccidn, lo que nos hace pensar en gue tanto la aplicacion de acetaldehido como la
elaboracion con maceracion prefermentativa no influyen en estos fenémenos de unién
de taninos con sales inorganicas, péptidos y polisacaridos.
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FIGURA 13. Evolucion del indice de Etanol (%) durante la conservacion de los vinos y representacion

grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A:
maceracion con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con
acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbénica con acetaldehido.

En la Tabla 14 figuran las medias, desviaciones estandar, F-ratio y nivel de
significacion del Indice de Gelatina, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas
y de la aplicacion o no de acetaldehido, y en la figura 14 la evolucion durante la

conservacion y sus valores al cabo de 19 meses.

TABLA 14. Medias y desviacion estandar del indice de Gelatina (%) después de la fermentacion
malolactica, de la microoxigenacion y de los 8, 13 y 19 meses de conservacion, y F-ratio y nivel de significacién en

funcion de las técnicas de maceracion, de la adicion de acetaldehido, y la interaccién entre ambas.

Tratamiento Técnica Tec x Trat
Técnicas | Tratamiento | Postmalolactica | Postmicroox. 8 meses 13 meses 19 meses
F-ratio F-ratio F-ratio
Sin MO 65,82+3,99 70,09+8,76 65,85+4,79 | 71,03+9,13 | 67,29+8,35
Testigo Con MO 65,82+3,99 70,71+5,63 63,41+4,56 | 63,99+8,68 | 61,01+10,54
Sin MO 69,56+6,09 73,80+5,48 70,40+4,07 | 65,29+6,86 | 61,81+14,66
7.52 el 5.82 i 1.03 *
Mf Con MO 69,56+6,09 67,66+3,75 60,49+9,04 | 60,65+11,50 | 51,83+10,27
Sin MO 64,54+6,04 75,47+5,67 68,18+3,24 | 62,52+15,95 | 56,54+17,76
MCO2 Con MO 64,54+6,04 65,45+5,59 62,88+7,36 | 60,20+9,94 | 50,92+14,88

Mf: maceracion en frio; MCO2: maceacion con nieve carbonica; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns:no
significativo
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FIGURA 14. Evolucion del indice de Gelatina (%) durante la conservacion de los vinos y representacion

grafica al cabo de 19 meses. T S/A: testigo sin acetaldehido, MF S/A: maceracion en frio sin acetaldehido, MN S/A:
maceracion con nieve carbonica sin acetaldehido, T C/A: testigo con acetaldehido, MF C/A: maceracion en frio con
acetaldehido, MN C/A: maceracién con nieve carbénica con acetaldehido.

El indice de gelatina estd relacionado con la astringencia de los vinos. Las
reacciones de condensacion de los taninos entre si, asi como las reacciones de
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polimerizacion tanino-antociano, y taninos con polisacéridos, pectidos, etc, son las
responsables de esta disminucion de la astringencia. Las moléculas de taninos al
polimerizarse van perdiendo reactividad, debido a que muchos de sus grupos reactivos
libres quedan inactivados al estar formando parte de complejos de unidn con otras
moléculas y por lo tanto la capacidad de reaccionar con las proteinas de la saliva
disminuye provocando un suavizamiento de los vinos.

Tal como podemos observar en los vinos elaborados, se produce una
disminucion de la astringencia a lo largo del periodo de conservacion. Este efecto es
observado también por otros autores (Moutonet et al., 1996: Castellari et al., 2000;
Atanasova et al., 2002, 2003; LLaudy et al., 2006; McCord, 2003; Cano-Lopez et al .,
2006; Jones P.R. et al., 2004; Zoeclein B.W. et al., 2003), siendo una de las
consecuencias mas importantes de la incorporacion de oxigeno al vino. Al cabo de 19
meses se observan diferencias significativas al 99% tanto para el factor técnicas de
vinificacion como para el factor tratamiento. Para este ultimo, la adicion de acetaldehido
ha provocado un aumento de la polimerizacién de taninos, con la consiguiente
disminucion de la astringencia y suavizamiento de los vinos. En cuanto a las técnicas de
vinificacion, la mayor extraccion de compuestos polifenolicos de las partes sélidas de la
uva debido al periodo de maceracion prefermentativa, ha incrementando también estas
uniones con la posterior perdida de astringencia. Ademas los vinos macerados con nieve
carbonica son los que presentan los menores valores del indice de Gelatina, lo que nos
hace pensar que el efecto de desestructuracion celular causado por la nieve carbonica ha
contribuido a una mayor extraccion y polimerizacion fenolica. En cambio, no se observa
interacciones entre la maceracion prefermentativa y la adicion de acetaldehido, con
relacién a la astringencia.

4. CONCLUSIONES

1. Al final de la fermentacion malolactica no se observan diferencias ni en el
color ni el tono de los vinos elaborados con o sin maceracion prefermentativa. Los
antocianos totales decolorables, los polifenoles totales y el porcentaje de color que
aportan los antocianos copigmentados presentan valores superiores en los vinos testigo
no sometidos a maceracion prefermentativa, en cambio, el porcentaje de color de los
antocianos polimerizados, asi como el indice de PVPP son superiores en los vinos
macerados prefermentativamente. La astringencia es inferior en los vinos macerados, y
especialmente en los macerados con nieve carbénica.

2. La adicion de acetaldehido produce un rapido incremento del color, seguido
de una caida superior a la observada en los vinos no adicionados de acetaldehido. No
afecta al tono pero disminuye ligeramente los polifenoles totales, los antocianos
decolorables, los copigmentados y los libres, durante todo el proceso de conservacion,
incrementando  significativamente la polimerizacion de los antocianos y la
polimerizacion de los taninos entre si, con antocianos, y con polisacaridos y péctidos.
La adicion de acetaldehido da lugar a vinos con una concentracion polifendlica
ligeramente inferior, pero méas estables y suaves, con mas untuosidad y menor
astringencia. Esta técnica es por tanto de gran interés para la calidad organoléptica de
los vinos, y podria ser recomendable para elaborar vinos de Tempranillo,
independientemente del estado de madurez de la vendimia.
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2. Al final del proceso de conservacion practicamente no se aprecia el efecto de
las técnicas de maceracion prefermentativa. Solo se observa una ligera disminucion del
color y de los antocianos copigmentados, y un descenso algo superior de la astringencia.
El efecto combinado de maceracion prefermentativa y microoxigenacion produce un
importante descenso de la astingencia, por lo que solo se justificaria la realizacion de
estas técnicas conjuntamente cuando los taninos de hollejos y pepitas no estén
suficientemente maduros y proporcionen elevada sensacién de astringencia.
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