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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 formacion 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 union 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 Monastrell, y establecer una metodologia de elaboracién
gue 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 en frio.

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

RESUM

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



PARAULES CLAU: vi negre, maceracié prefermentativa, acetaldehid,
polifenols y Monastrell.

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
Monastrell 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 Monastrell.



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 través de las duelas. La primera referencia
gue 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 microoxigenacién, empez6 a aplicarse
en 1993 gracias a las experiencias de Ducournau y Laplace. El fundamento
de la técnica es aportar al vino pequefias 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
gue evitar la acumulacion 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 formacién 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 reduccion, 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 mas
efectiva después de la fase fermentativa (Ferrarini, Girardi, De-Conti, &
Castellari, 2001; Pérez-Magariio & Gonzéle, 2002; Pour-Nikfardjam &
Dykes, 2003).

La composicion fendlica del vino es un indicador de su capacidad para
consumir oxigeno, siendo ambas proporcionales entre si. La eliminacion de
compuestos fenolicos del vino durante el proceso de elaboracién, reduce la
capacidad del vino para reaccionar con el oxigeno y las practicas enoldgicas
gue permitan elevar la concentracion fendlica como la maceraciéon
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 fendlicos, quizas debido a que ésta facilita un intimo y
prolongado contacto entre hollejos y mosto, que durante la fermentacion se
ve dificultado por la formacion del sombrero, y también a la desorganizaciéon
de las membranas celulares que se produce por la accion de las enzimas de
la uva durante la fase prefermentativa, mayor cuanto mas baja sea la
temperatura inicial a que se someta la vendimia.

Entre las muchas reacciones que produce el oxigeno en el vino, las
reacciones mediadas por acetaldehido, contribuyen a la estabilizacién de la
materia colorante y/o reduccion de la astringencia y amargor. El oxigeno
disuelto provoca la formacién de acetaldehido por dos vias, la primera es a
partir de la oxidacion del etanol en presencia 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
formaciéon de un carbocation muy reactivo que rapidamente reacciona con
otro flavonol o con una molécula de antociano mediante un enlace
denominado puente de etilo. Estos compuestos resultantes, son mas
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 polimerizacion de los compuestos originales.
Ademas, la incorporacion de antocianos en las estructuras con flavonoles,
provoca una disminucién de la astringencia (Zoeclein B.W. et al., 2003;
McCord, 2003; Jones P.R. et al., 2004; LLaudy et al., 2006; Cano-Lopez et al
., 2006).

Para obtener Optimos resultados, esta técnica sélo se podra aplicar a
vinos con un adecuado equilibrio de concentraciones antociano y tanino. La
proporcién 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 acompafada de
precipitacion de éstas (Ribereau-Gayon et al., 2000). Sin embargo, la
microoxigenacion de un vino desequilibrado por falta de antocianos,
conducird a una polimerizacion sin limite (los antocianos no pueden
bloquearla) de los compuestos fendlicos entre si, provocando sequedad y
pardeamiento (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

La suplementacion prefermentativa de copigmentos puede suponer un
incremento de los procesos naturales de asociacion inter e intra moleculares
de los antocianos y un incremento de la intensidad y estabilidad del color. La
adicion prefermentativa de rutina, acido cafeico y catequina incrementa mas
0 menos significativamente el color de los vinos. Asi, existen estudios de
copigmentacion con acido cafeico, catequina y rutina  en adicion
prefermentativa, mostrando el acido cafeico un notable efecto en la
extraccion de color, y la rutina un efecto potenciador de la copigmentacion y
extraccion de antocianos (Darias-Martin et al., 2001, 2002; Hermosin et al.,
2005; Schwarz et al., 2005). La adicion de copigmentos en vifiedo y en fases
pre y post fermentativas fue ensayada por Alvarez et al. (2006, 2008)
adicionando distintos copigmentos combinados con técnicas de maceracion
prefermentativa en frio y de microoxigenacion post-fermentativa, obteniendo
gue en uvas Yy vinos de variedad tempranillo, la adicion de copigmentos
aumenta los procesos de copigmentacion.

Tras la fermentacion, el contenido en antocianos decrece por
degradacion, precipitacién, unién con sulfuroso, acomplejado con metales
(Mirabel et al., 1999). Minimizar estas pérdidas de color es importante para
conservar la calidad de los vinos. La gran reactividad de los antocianos es
también la causa su desaparicion progresiva durante el envejecimiento del
vino. Para explicar dicha desaparicion, se han propuesto reacciones de
oxidacion de sus formas calconas con pérdida irreversible del color
(Brouillard, 1982; Furtado et al., 1993), asi como reacciones de asociacion
entre antocianos y flavanoles, dando lugar a “pigmentos poliméricos” que
estabilizan el color (Somers, 1976).



Las combinaciones entre antocianos y flavanoles, mediante
polimerizaciones parciales originan formas resonantes que aportan un grado
de estabilidad a este tipo de compuestos, y permiten preservar el color de
los vinos, sugiriendo algunos autores que las reacciones de copigmentacién
de antocianos que tiene lugar en los vinos jovenes podria constituir un
primer paso en la formacion de pigmentos mas estables durante el
envejecimiento de los mismos (Brouillard y Dangles, 1994; Santos-Buelga et
al., 2001; Cacho, 2003).

Las técnicas de vinificacion ejercen gran influencia en la extraccién de los
componentes de las uvas, afectando a la concentracién y composicién de los
vinos tintos. Temperatura, duracion de la maceracion, presencia o ausencia
de etanol, son factores que afectan a dichas caracteristicas asi como a los
fendmenos de copigmentacion (Gomez-Minguez y Heredia, 2004). La
maceracion prefermentativa en frio permite una mayor y mejor extraccion
polifendlica, influyendo en el aumento de la concentracion de antocianos, el
indice de ionizacion y la copigmentacion de los mismos, que afecta entre
otros a la estabilidad del color, consiguiendo aunar la ralentizacion del
proceso fermentativo y la desorganizacion de las membranas celulares de
los hollejos y facilitando la salida de compuestos aromaticos y fendlicos
(Reynols et al., 2001; Gomez-Minguez y Heredia, 2004; Parenti et al., 2004;
Alvarez et al., 2004, 2005). La maceracion prefermentativa en frio debe
realizarse a temperaturas proximas a los 5-8 °C. Combinada con una
temperatura de fermentacion que potencie la extraccion de compuestos
polifendlicos favorables a la calidad del vino, y con un tiempo de maceracion
fermentativa no muy elevado que limite la cantidad de alcohol, constituye un
criterio enologico de gran interés en la vinificacion en tinto (Reynols et al.,
2001; Alvarez et al., 2006).

Uno de los problemas que presenta la variedad Monastrell es su largo
ciclo de maduracion, que obliga a vendimiar la uva con alto grado alcohdlico
para poder conseguir una madurez polifendlica suficiente que permita
obtener un color estable y una concentracion tanica equilibrada. Esto obliga
a comercializar vinos con un alto contenido alcohdlico, no muy aceptados
por el consumidor, y contrarios a la politica de descenso del consumo de
alcohol, y con una muy baja acidez que obliga a retoques que suelen
desequilibrar organolépticamente al vino, y esto junto con la elevada
concentracion de enzimas polifenoloxidasas que presenta la variedad,
ocasiona graves problemas en la elaboracion, dificultando la estabilidad del
color y el equilibrio polifendlico de estos vinos. La aplicacion de copigmentos
en campo mediante la utilizacion de extractos vegetales ricos en
determinados copigmentos, junto con la incorporaciéon de técnicas de
maceracion prefermentativa que potencien la copigmentacién inducida en el
campo, podria dar lugar a un adelanto de la madurez antocianica de las uvas
y a una mayor polimerizacién polifendlica posterior, que permitiese realizar la
vendimia sin tener que llegar a los estados de sobremaduracién habituales.

En el presente trabajo, se estudia el efecto conjugado de dos factores
relacionados con el incremento de la calidad de los vinos, es decir, la
maceracion prefermentativa en frio y la microoxigenacion, mediante el



seguimiento de la evolucion de pardmetros polifendlicos de los vinos de
Monastrell elaborados.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se ha llevado a cabo en un vifiedo de la variedad Monastrell
ubicado en la localidad de Fontanars dels Alforins (Valencia), perteneciente
a la Denominaciéon de Origen “Valencia”, subzona Clariano. Se trata de un
vinedo de nueve afios de Monastrell/Richter-110 (110-R), conducido en
espaldera simple, sistema de poda en corddén royat doble y cultivada en
secano.

Seguimiento de la maduracion de la uva

Las labores de cultivo realizadas en la parcela fueron las habituales en la
zona, procurando eliminar cualquier factor limitante al desarrollo del ensayo,
ya fuera de tipo nutricional o sanitario, que pudiera distorsionar los
resultados obtenidos a partir de los tratamientos experimentales aplicados.

Se realizo el seguimiento de la maduracion polifendlica de esta parcela
con la finalidad de aplicar los extractos y copigmentos en el momento
optimo, cuando el potencial antocianico de la vendimia permitiera que fuera
efectiva la copigmentacion en la uva.

La evaluacion de las caracteristicas tecnolégicas de calidad de la uva se
realizd de acuerdo con los métodos oficiales de la U.E. Los muestreos de las
parcelas para el seguimiento de la maduracion se verificaron semanalmente
a partir del envero, concentrandose cada dos-tres dias en fechas proximas a
la madurez. Para el seguimiento de indices de maduracion se partié6 de un
muestreo que afectaba a todas las plantas implicadas en cada una de las
parcelas elementales, tomando una cantidad de uva suficiente para la
realizacion de las analiticas. En cada uno de los racimos se tomaron las
bayas dos a dos y de caras opuestas (expuesta al sol / no expuesta al sol)
adquiriéndose uvas de las partes superior (2), media (4) e inferior (2).

Las uvas se emplearon directamente para la determinacion del peso de
100 bayas, triturandose posteriormente durante 2 segundos en una
picadora, separandose mediante colador inmediatamente las fases sélida y
liquida. Con la fase liquida se realizaron, después de centrifugacion, las
determinaciones correspondientes a pH, acidez total tartarica, grado en la
escala Brix determinado con un refractdmetro de mesa digital, contenido en
acido malico mediante método enzimatico, intensidad colorante e indice de
polifenoles totales presentes en el mosto mediante espectrofotometria.

Aplicacién del extracto y el copigmento

Diez dias antes del momento estimado como idoneo para realizar la
vendimia, se procedié a la aplicacion de extractos y copigmentos en las
parcelas previamente marcadas. Se realizaron ensayos en campo de
aplicacion de extracto de trigo sarraceno, asi como adicién directa en campo



y en bodega de rutina. Se llevo a cabo dos experiencias conjuntas, en una
de ellas se aplico el extracto vegetal rico en copigmento, y en la otra fue
aplicado directamente el copigmento.

Todas las aplicaciones se realizaron mediante pulverizacion foliar en la
zona de los racimos. El extracto y el copigmento se disolvieron previamente
en agua, hasta alcanzar una concentracibn que nos permitiera una
aplicacion en campo similar a la que se realizdé prefermentativamente en
bodega (90 mg/Kg de uva), y se incorporaron junto con un surfactante no
i6nico que favoreciera la adherencia a los hollejos (Cera de Montana 20 % a
dosis 2,5 mL/L), a raz6n de 200 mL de disolucion para cada cepa. Se
considera, basandonos en la experiencia previa, que este periodo de tiempo
era el 6ptimo para que se produjeran las reacciones de copigmentacion
esperadas.

El copigmento rutina (Ru) fue adquirido comercialmente. La procedencia
de la rutina es de SIGMA Rutin hydrate. Minimun R5143 (25g).

El extracto de trigo sarraceno (Tr) fue preparado en el laboratorio del
Departamento de Tecnologia de Alimentos de la UPV-Valencia, mediante
extraccion alcohdlica de harina de trigo sarraceno, adquirida comercialmente
de Laboratorios GUINAMA, Valencia-Espafia, en agitacion con calor y
posterior concentracion con rotavapor y filtrado.

Mediante HPLC se determin0 la concentracion polifendlica de los
extractos para calcular la cantidad a afadir en la aplicacion, aproximandola a
la concentracion del copigmento puro.

El disefio experimental de los ensayos fue de tipo factorial, en bloques
completos al azar con tres repeticiones, siendo las parcelas elementales de
30 cepas cada una para aquellas que recibian tratamiento. Las aplicaciones
realizadas del disefio experimental fueron las siguientes:

e Rutina (Ru) (0,5 g/L).
e Extracto de trigo sarraceno (Tr) (concentracion de rutina equivalente
a0,5g/L).

Microvinificacion de las uvas

Una vez alcanzados los indices de madurez previamente fijados, sin
llegar a la sobremaduracion de las uvas, se establecié el momento 6ptimo de
vendimia del ensayo completo. La vendimia se realiz6 10 dias después de la
aplicacion del copigmento, de forma manual, en cajas de 20 kg,
procediéndose en el plazo maximo de una hora a su despalillado y estrujado
en una despalilladora de paletas-estrujadora de rodillos, previa toma de
muestras para determinar la composicion de la uva. La pasta fue encubada
en depositos de 50 L, conteniendo cada uno de ellos una cantidad de 30 Kg
de pasta de vendimia. Para el sulfitado de la uva se adicionaron 5 g/hL de
SO2. Todos los ensayos de vinificacion se realizaron por triplicado.

Se emplearon levaduras seleccionadas Sacharomyces cerevisiae, var.
Bayanus, procediendo a una maceracion-fermentacion a 27-28 °C para
todos los tratamientos, aplicando dos remontados diarios con las mismas



pautas para todas ellas, extrayéndose muestras cada 2 dias durante el
proceso de maceracion-fermentacion.

Se estableci6 para los vinos no criomacerados de un momento 6ptimo de
descube, fijado en 10 dias, que se aplicé para todos los vinos elaborados.
Se practicé entonces un prensado a baja presion, 1,2 atmdsferas, y mezcla
del vino flor con el vino de primera prensada. Y se determin6 la composicién
aromatica y polifendlica de los vinos, antes de la fermentacion malolactica.

La fermentacion malolactica se favorecié con la adicion previa de 1g/hL
de bacterias Oenococcus oeni. Una vez concluida la fermentacion
malolactica, y previo sulfitado a 30 mg/L de sulfuroso libre, los vinos se
trasegaron y homogeneizaron, y se extrajeron muestras para determinar la
composicion aroméatica y polifendlica de los vinos.

Maceracién prefermentativa en frio

Las experiencias con maceracion prefermentativa en frio (MF)
prolongaron durante 5 dias la pasta sin fermentar, enfriando la pasta
estrujada a 6-8 °C y conservando esta temperatura mediante aportacion de
frio a las camisas de los depdsitos.

Fermentacion alcohodlica

Los mostos en los que no se realizé maceracion prefermentativa en frio
fueron los primeros en iniciar la fermentacion, previa siembre de 20 g/hL de
levaduras seleccionadas Sacharomyces cerevisiae, var. Bayanus. La
fermentacion se realizo por el sistema tradicional en depdsitos cilindricos de
fondo plano provistos de camisas para el control de temperatura. La
temperatura de fermentacion se mantuvo entre 27-28 °C. Durante el proceso
de maceracion-fermentacion se realizaron dos remontados diarios de la
mitad del volumen de mosto cada vez, siguiendo diariamente la evolucién de
temperatura y densidad. Se tomaron muestras cada tres dias para realizar el
seguimiento de la extraccion de compuestos y la valoracion organoléptica,
para determinar el momento éptimo de descube, que se establecié en aquel
en que los vinos alcanzaran una estructura suficiente para poder realizar con
ellos crianza, sin extraer compuestos herbaceos de hollejos o amargos y
duros de pepitas. Una vez sangrado el depdsito se practicO prensado con
prensa de membrana hidraulica, y se afiadio el vino de un primer prensado a
1,2 atmosferas de presién. Se tomaron muestras del vino antes y después
de mezclarlo con el vino prensa. En el mismo depoésito se dejé concluir la
fermentacion alcohdlica, controlando que la temperatura no descendiera de
20 °C para que la fermentacion agotara todos los azucares, dando por
terminada la misma cuando los vinos presentaron menos de 2 g/L de
azucares reductores.

En los ensayos de maceracion prefermentativa en frio, se dejo de aplicar
frio a los cuatro dias y se calent6 el depdsito hasta temperatura ambiente,
para realizar la siembra de levaduras al quinto dia. En estos depdsitos se
siguidé la misma pauta de fermentacion-maceracion que en los que no se
realizd maceracion prefermentativa en frio. EI descube se realizdé con el



mismo criterio que en los testigos, para evitar diferencias en el tiempo y
temperatura de maceracion fermentativa en unos y otros.

Fermentaciéon malolactica

Una vez concluida la fermentacién alcohdlica, se realiz6 la fermentacién
malolactica previa adicion a todos los depdsitos de 1 g/hL de bacterias
Oenococcus oeni. Una vez concluida la fermentacién malolactica, los vinos
fueron corregidos a 30 mg/L de sulfuroso libre, trasegados previo
enfriamiento, homogeneizados y trasegados a un recipiente de cristal de 10
litros.

Microoxigenacién

De cada uno de los vinos elaborados se embotellaron dos botellas
adicionandose en una 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 lo cual representa en torno a 15 saturaciones del vino.

Determinacion de la composicion de los vinos una vez concluida la
fermentacion malolactica.

Al mes de concluida la fermentacion malolactica, se determinaron los
parametros fisicoquimicos convencionales, la composicion fendlica y el color
de los vinos elaborados. Las determinaciones analiticas se realizaron por
triplicado, estableciendo la media de las tres determinaciones efectuadas, y
repitiendo las determinaciones si un dato se observaba que era anémalo. El
valor final de cada compuesto para cada ensayo, fue la media de las tres
vinificaciones y de las tres determinaciones analiticas efectuadas por
vinificacion. A continuacion se procede a estudiar los resultados obtenidos y
a elaborar las conclusiones.

Determinaciones polifendlicas

Para la determinacion de la Intensidad Colorante y Tonalidad se sigue el
método oficial de andlisis de la UE (Comision Europea, 1990). Para ello se
realizan mediciones directas de la muestra a 420, 520 y 620 nm mediante un
espectrofotometro UV/VIS JASCO V-530 con cubetas de vidrio de 0,1 cm de
paso de luz y utilizando el agua destilada como referencia.

El método utilizado para cuantificar el contenido polifendlico total de los
vinos es el de Singleton y Rossi (1965). El principio del método consiste en
la oxidacion en medio basico de los grupos hidroxilo de los fenoles por el
reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de los &cidos fosfotingstico y
fosfomolibdico), que se reduce produciendo una mezcla de 6xidos azules de
tungsteno y molibdeno. Esta coloracion produce una absorbancia maxima a
los 750 nm y es proporcional al contenido de compuestos polifendlicos.

Para la determinacion de los antocianos coloreados se utiliza el método
por decoloracion por bisulfito (Garcia-Barceld, 1990). Este método se basa
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en la propiedad que presentan estos compuestos de cambiar de estructura
guimica con la variacion del pH del medio en su combinacién con bisulfito
sadico.

El porcentaje de color debido a los antocianos copigmentados,
polimerizados vy libres se determinan siguiendo la metodologia descrita por
Boulton (1996), ajustando previamente las muestras a pH 3,60 y filtrando a
través de una membrana de 0,45 um de tamafio de poro.

Para determinar los taninos totales se utiliza el método recogido por
Saint-Criq et al. (1998). Esta determinacion se basa en la propiedad
caracteristica de los favanodioles 3-4, llamada reaccion de Bate-Smith: la
hidrélisis en medio acido, con calor y en presencia de oxigeno transforma
estas moléculas en antocianinas (coloreadas).

Para evaluar el grado de polimerizacion de los taninos se utilizara el
método de p-dimetilaminocinamaldehido (DMACH) propuesto por Vivas et al.
(1994). El grado de condensacion de las proantocianidinas sera tanto mas
alto cuanto mas bajo sea el indice DMACH.

El indice de Gelatina, propuesto por Glories (1978), esta basado en la
propiedad de los taninos de formar con las proteinas combinaciones
estables.

Analisis estadistico de los resultados.

El tratamiento estadistico fue llevado a cabo con el programa informatico
STATGRAPHICS CENTURION XV para Windows. El analisis estadistico
realizado ha consistido en un analisis de la varianza (ANOVA) para cada una
de las variables establecidas, teniendo en cuenta el efecto de las técnicas de
maceracion prefermentativa y la adicion o no de acetaldehido. Se ha
calculado el Test-F, que representa el cociente entre la variabilidad debida al
efecto considerado y la varianza residual, teniendo en cuenta que un valor
mayor de Test-F significa un efecto mas marcado sobre una variable.
Asimismo, se ha calculado el p-valor, que es la probabilidad de que la
hipétesis de partida del contraste, sea cierta o falsa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los vinos elaborados con maceracién prefermentativa en frio y sin
maceracion prefermentativa, se ha ensayado después de la fermentacién
malolactica y de la adicion de acetaldehido para simular un proceso de
microoxigenacion, y posteriormente se han conservado durante 12 meses.

La composicién 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
tipicas, asi como el Test F y el nivel de significacion entre los distintos
factores.
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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 concentracion total de polifenoles, y los relacionados
con la concentracién y estado de los taninos.

Evolucién de los parametros relacionados con el color

El color del vino es un atributo sensorial muy importante, no soélo por ser
la primera imagen del vino, sino también porque es un indicador de otros
atributos relacionados con su aroma y su sabor. Por el color del vino se
puede tener una idea de su edad, concentracién tanica, estado de
conservaciéon, e incluso de su calidad sanitaria, como ausencia de
alteraciones, enfermedades y defectos.

La intensidad colorante es una medida representativa del color de los
vinos, ya que contempla la aportacion al color de los tonos amarillos, rojos y
azules caracteristicos de los vinos. Esta medida depende de Ila
concentracion de compuestos coloreados y del estado de estos compuestos.

En la Tabla 1 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucion de
la Intensidad Colorante al cabo de 12 meses, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido. En la figura 1
se muestra la evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 12
meses.

TABLA 1. Medias y desviaciones tipicas de la Intensidad Colorante
después de la fermentacién malolactica, de la microoxigenacion y de los 6, 9
y 12 meses de conservacion.

o Sin MO 9,5 (1,6) 9,5(1,2) 9,4 (0,9) 9,5(1,3) 9,6 (1,5)
Tradicional

Con MO 9,5 (1,6) 9,8 (1,4) 9,9 (1,2) 10,0 (1,3) | 10,1 (1,2)

ME Sin MO 10,0 (2,7) | 10,1 (1,8) | 10,0 (1,6) | 10,0 (2,2) | 10,1 (2,3)

Con MO 10,0 (2,7) | 10,4 (2,2) | 10,4 (1,8) | 10,4 (2,5) | 10,5 (1,8)

La intensidad colorante es la medida mas representativa del color de los
vinos ya que contempla la aportacién al color de los tonos amarillos, rojos y
azules caracteristicos de estos. Esta medida depende de la concentraciéon
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 con frio. Durante la conservacién podemos observar una
evolucion bastante uniforme para todos los vinos, pero son los vinos no
microoxigenados los que sufren una mayor caida del color, siendo superior
en los vinos de maceracion tradicional que en los vinos de maceracion
prefermentativa en frio. 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
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(Ribéreau-Gayon et al., 1983; Sims y Morris, 1986; Cano-Lopez et al., 2006,
2007, 2009) 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, et al., 2006).

INTENSIDAD COLORANTE INTENSIDAD COLORANTE

—+Tradicional sin MO
-s-Tradicional con MO

—a-MEF sin MO 1
9,5

——MEF con MO I

" Con Acetal

9,0

Sin Acetal

Tradicional
3 [] 9 12 MF

TIEMPO {MESES)

FIGURA 1. Evolucién de la Intensidad Colorante durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracién tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (con acetaldehido).

En la Tabla 2 figuran los resultados del ANOVA de la Intensidad
Colorante, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la
aplicacion o no de acetaldehido, al final del proceso de conservacion.

TABLA 2. Resultados de la ANOVA

_ Sin MO 9,9 (0,3) (a)
Tratamiento (A) 0,80 0,3810
Con MO 10,3 (0,3) (a)
_ Tradicional 9,9 (0,3) (a)
Técnica (B) 0,85 0,3670
MF 10,3 (0,4) (a)
AxB | - | e 0,02 0,8788

Tal y como refleja la tabla, con el objetivo de ver la posible influencia de
los factores en la Intensidad Colorante, se han realizado dos tipos de
contrastes: por un lado el Test F y su homologo p-valor. Para evitar todas las
explicaciones estadisticas de ambos contrastes nos centraremos en los p-
valores. Como tanto los asociados al tratamiento y a la técnica como el
asociado a la interaccion entre ambos son mayores que 0,05 no se puede
rechazar la hipotesis nula a favor de la alternativa, es decir, que con un nivel
de significatividad del 95% se tiene evidencia estadistica suficiente para
afirmar que no hay diferencias significativas entre las diferentes técnicas de
vinificacion, entre la adicibn o no de acetaldehido, ni tampoco entre la
interaccion entre ambos factores.
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Con el fin de no ser muy repetitivo, en las sucesivas tablas introducidas
de andlisis estadistico se comentara Unica y exclusivamente lo concerniente
al p-valor y la posible influencia o no de los tratamientos aplicados.

En la Tabla 3 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucién
del Tono al cabo de 12 meses, en funcion de las técnicas de maceracion
utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido. En la figura 2 se muestra
la evolucién durante la conservacion y sus valores al cabo de 12 meses.

TABLA 3. Medias y desviaciones tipicas del Tono después de la
fermentacién malolactica, de la microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses
de conservacion.

| "
~+~Tradicional sin MO 76
I
-a-Tradicional con MO
70 1L
—+-MF sin MO 74

radicional L STMO | 69.4(39) [ 689(3,2) | 71.0(39) | 744 (2.4) | 77.8(3.2)
radicional
ConMO | 69,4(3,9) | 68,5(2,8) | 71,4 (2,7) | 75,9 (2,9) | 78,7 (2,8)
- sinMO | 66,5(4,7) | 64,3(3,7) | 67,8(3,5) | 70,5 (3,7) | 72,8 (3,9)
ConMO | 66,5(4,7) | 64,0 (2,9) | 66,5(3,5) | 70,7 (3,4) | 73,6 (3,9)
TONO TONO

==MF con MO

Con Acetal

" Sin Acetal

Tradicional

MF

3 6 9 12

TIEMPO (MESES)

FIGURA 2. Evolucion del Tono durante la conservacion de los vinos y representacion grafica al
cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion prefermentativa en frio, Sin
MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con microoxigenacion (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
gue 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
(Jurd, 1969; Somers, 1971; Baranowski y Nagel, 1983; Bonaga, Parota y
Syrghi, 1990; Santos-Buelga et al., 1995; Alcade-Eon et al., 2006).

En la Tabla 4 figuran los resultados del ANOVA del Tono, en funcién de
las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de
acetaldehido, al final del proceso de conservacion.

En lo que respecta al Tono, vemos claramente diferencias entre unas
técnicas u otras. Al ser los p-valores del tratamiento y de la interaccion entre
el tratamiento y la técnica empleadas, mayores que 0,05, no se puede
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rechazar la hipotesis nula a favor de la alternativa, es decir, que con un nivel
de significatividad del 95% se tiene evidencia estadistica suficiente para
afirmar que no hay diferencias significativas entre la adicion o no de
acetaldehido, ni tampoco entre la interaccion de ambos factores. Sin
embargo, no podemos decir lo mismo en el caso de la técnica, puesto que al
ser su p-valor menor que la potencia de contraste si hay diferencias
significativas entre las diferentes técnicas de vinificacién, lo que implica que
dependiendo de la técnica aplicada se observaran diferencias en el Tono,
siendo los vinos con maceracion tradicional los que presentan un mayor tono
a diferencia de los vinos con maceracion prefermentativa en frio.

SinMO | 75,3(0,7) (a)

Tratamiento (A) 0,71 0,4087
Con MO 76,1 (0,7) (a)

Tradicional | 78,3 (0,7) (b)
Técnica (B) 24,94 0,0000
MF 73,2 (0,8) (a)

AxB | e | 0,00 0,9759

TABLA 4. Resultados de la ANOVA

Parametros relacionados con los antocianos

En este apartado se han incluido la concentracion 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 5 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucion de
la concentracion de los antocianos coloreados (mg/L) al cabo de 12 meses,
en funcién de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no
de acetaldehido. En la figura 3 se muestra la evolucion durante la
conservacion y sus valores al cabo de 12 meses.

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 fraccién
de antocianos combinados es insensible a la decoloracion. El 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 coloreados a lo largo de los 12 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 (Vivar Quintana et al.,
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2002; Cano-Lopez et al.,, 2009). En 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 la precipitacién o/a que los antocianos se hayan combinado de
forma estable. En los vinos con maceracion prefermentativa en frio se
favorece la extraccion de compuestos polifendlicos presentes principalmente
en los hollejos debido al mayor tiempo de contacto entre estos y el mosto
durante el proceso de elaboracion.

TABLA 5. Medias y desviaciones tipicas de la concentracion de
antocianos coloreados (mg/L) después de la fermentacién malolactica, de la
microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses de conservacion.

radiciona] SN MO_ | 574,04 (34,15) 4136 (8.4)| 324,63 (2,19) | 28255 (15) | 239.8 (1.7)
Con MO | 574,04 (34,15) |420,6 (3,4) | 308,72 (2,16) | 261,8 (1,3) | 221,9 (7,4)

- Sin MO 593,1(22,4) |431,5(5,4)| 322,7 (0,5) 295 (2) | 247,5 (1,6)
Con MO 593,1(22,4) |445,8 (5,4)| 313,81 (3,15) | 269,9 (2,3) | 230,0 (5,4)
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250 ~
245 -
240
235 -

~+=Tradicional sin MO
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—+MF sin MO 230 -
~MF con MO 225 -
220 -
215 -
210 -
205
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3 6 9 12 MF
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FIGURA 3. Evolucién de los antocianos coloreados (mg/L) durante la conservacion de los vinos y
representacion gréfica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (con acetaldehido).

En la Tabla 6 figuran los resultados del ANOVA de la concentraciéon de
antocianos coloreados (mg/L), en funcion de las técnicas de maceracion
utilizadas y de la aplicacibn o no de acetaldehido, al final del proceso de
conservacion.

En el caso de la concentracion de los antocianos coloreados, vemos
claramente diferencias entre la adicion o no de acetaldehido. Al ser los p-
valores de la técnica y de la interaccion entre el tratamiento y la técnica
empleadas, mayores que 0,05, no se puede rechazar la hipotesis nula a
favor de la alternativa, es decir, que con un nivel de significatividad del 95%
se tiene evidencia estadistica suficiente para afirmar que no hay diferencias
significativas entre las técnicas de vinificacion, ni tampoco entre la
interaccion de ambos factores. Sin embargo, no podemos decir lo mismo en
el caso entre la adicion o no de acetaldehido, puesto que al ser su p-valor
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menor que la potencia de contraste si hay diferencias significativas entre las
diferentes tratamientos, lo que implica que dependiendo del tratamiento
aplicado se observaran diferencias en la concentracion de antocianos
coloreados, siendo los vinos sin adicion de acetaldehido los que presentan
una mayor concentracion a diferencia de los vinos con adicién de
acetaldehido.

TABLA 6. Resultados de la ANOVA

[ reste | pvaor ]

_ Sin MO 243,69 (5,09) (b)
Tratamiento (A) 6,08 0,0212
Con MO 225,94 (5,09) (a)
Tradicional 230,9 (4,7) (a)
Técnica (B) 1,19 0,2858
MF 238,7 (5,4) (a)
AxB | - | e 0,00 0,9816

En la Tabla 7 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucién
del porcentaje de color debido a los antocianos copigmentados al cabo de 12
meses, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion
0 no de acetaldehido. En la figura 4 se muestra la evolucion durante la
conservacion y sus valores al cabo de 12 meses.

TABLA 7. Medias y desviaciones tipicas del porcentaje de color debido a
los antocianos copigmentados (%) después de la fermentacion malolactica,
de la microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses de conservacion.

adiciona] | SMMO_ |22,44 (3,15) | 234 (1,3) | 16,4 (1,8) | 12,72 (1,05) | 106 (15)
ConMO |[22,44(3,15) | 21,8 (15) | 11,2 (1,5) | 10.3(04) | 87 (2,3)

Sin MO 22,3(8,8) | 21,0(0,6) | 16,6 (1,8) | 11,9(1,5) | 11,6 (2,4)

MF Con MO 22,3 (8,8) 20 (1) | 11,8 (1,4) | 10,70 (2,18) | 9,1 (1,3)

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 copigmentacion, que da lugar a un descenso brusco y
continuado del porcentaje de color debido a la copigmentacion. Este
descenso del color aportado por la copigmentacion ha sido identificado
también por otros autores (Boulton R. 2001; Perez-Magarifio et el., 2004), ya
gue 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 en frio, la adicion de acetaldehido incrementa
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inicialmente las reacciones de copigmentacion, pero estas descienden
intensamente durante los meses de conservacion. La maceracion
prefermentativa con frio y la adicién de acetaldehido podrian disminuir la
fraccion 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.

ANTOCIANOS COPIGMENTADOS ANTOCIANOS COPIGMENTADOS

12 -

—+Tradicional sin MO
—=Tradicional con MO
—=—MF sin MO
——MF con MO

Con Acetal

e N & o ©

Sin Acetal

Tradicional
3 6 9 12 MF

TIEMPO MESES)

FIGURA 4. Evolucion del porcentaje del color debido a los antocianos copigmentados (%) durante
la conservacion de los vinos y representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion
tradicional, MF: maceracion prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido),
Con MO: con microoxigenacién (con acetaldehido).

En la Tabla 8 figuran los resultados del ANOVA del porcentaje de color
debido a los antocianos copigmentados, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, al final del
proceso de conservacion.

Como acurre en el dltimo analisis realizado, en el ANOVA del porcentaje
de color debido a los antocianos copigmentados se refleja que no hay
diferencias significativas entre las diferentes técnicas de vinificacion, ni
tampoco entre la interaccion de ambos factores pero que si las hay entre la
adicion o no de acetaldehido, siendo los vinos sin adicion de acetaldehido
los que presentan un mayor porcentaje a diferencia de los vinos con adicién
de acetaldehido.

TABLA 8. Resultados de la ANOVA

SinMO | 11,1 (0,6) (b)

Tratamiento (A) 6,24 0,0197
Con MO 8,9 (0,6) (a)

) Tradicional 9,7 (0,6) (a)
Técnica (B) 0,58 0,4539
MF 10,3 (0,7) (a)

AxB | e | 0,11 0,7419

En la Tabla 9 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucién
del porcentaje de color debido a los antocianos libres al cabo de 12 meses,
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en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no
de acetaldehido. En la figura 5 se muestra la evolucion durante la
conservacion y sus valores al cabo de 12 meses.

TABLA 9. Medias y desviaciones tipicas del porcentaje de color debido a
los antocianos libres (%) después de la fermentacion malolactica, de la
microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses de conservacion.

Tradicional LSMMO 49,0 (1,3) | 43,4(0,9) | 43,1(1,8) |41,60(1,18) | 42,4 (1,5)
Con MO 49,0 (1,3) | 44,6 (15) | 43.4(07) 40 (1) | 39,4 (2,5)

- Sin MO 49,5(3,5) | 45,0(0,8) | 40,4(1,8) | 40,9 (1,6) | 41,2 (1,4)
Con MO 49,5 (3,5) | 44,0 (0,9) | 42,76 (1,09) | 39,09 (2,09) | 40,1 (1,4)

o 3 6 9 12

ANTOCIANOS LIBRES ANTOCIANOS LIBRES

—+Tradicional sin MO
-#-Tradicional con MO
=—MF sin MO
——MF con MO
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FIGURA 5. Evolucion del porcentaje de color debido a los antocianos libres (%) durante la
conservacion de los vinos y representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion
tradicional, MF: maceracién prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido),
Con MO: con microoxigenacién (con acetaldehido).

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 (Vivar Quintana et
al., 2002; Cano-Lopez et al., 2009).

Debido al aporte de acetaldehido, la polimerizacién se incrementa y por
tanto el porcentaje de color aportado por los antocianos libres desciende
significativamente. En cuanto a las técnicas de vinificacién, al final del
periodo de conservacion se observan los valores ligeramente superiores en
los vinos macerados de forma tradicional.

En la Tabla 10 figuran los resultados del ANOVA del porcentaje de color
debido a los antocianos libres, en funcién de las técnicas de maceracion
utilizadas y de la aplicaciébn o no de acetaldehido, al final del proceso de
conservacion.

Como se observa en la tabla, en el estudio del porcentaje de color debido
a los antocianos libres no existen diferencias significativas entre las
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diferentes técnicas de vinificacion, entre la adicion o no de acetaldehido, ni
tampoco entre la interaccion de ambos factores.

TABLA 10. Resultados de la ANOVA

[ TestF [ Pwvalor ]

_ Sin MO 41,8 (0,7) (8)
Tratamiento (A) 3,66 0,0678
Con MO 39,8 (0,7) (@)
_ Tradicional | 40,9 (0,7) (a)
Técnica (B) 0,06 0,8162
MF 40,7 (0,8) (@)
AxB | | e 0,76 0,3930

En la Tabla 11 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucion
del porcentaje de color debido a los antocianos polimerizados al cabo de 12
meses, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion
0 no de acetaldehido. En la figura 6 se muestra la evolucion durante la
conservacion y sus valores al cabo de 12 meses.

TABLA 11. Medias y desviaciones tipicas del porcentaje de color debido
a los antocianos polimerizados (%) después de la fermentacion malolactica,
de la microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses de conservacion.

Tradicional Sin MO 28,6 (2,6) | 30,6 (0,2) | 40,4 (0,2) | 45,71 (0,13) | 47,8 (0,3)
radiciona
Con MO 28,6 (2,6) | 33,6(0,2) | 46,1 (0,3) | 48,76 (0,09) | 50,2 (0,3)
- Sin MO 27,1 (5,4) | 34,0(0,2) | 43,3(0,3) | 47,2(0,2) | 48,7 (0,6)
Con MO 27,1 (5,4) | 36,1(0,2) | 48,6 (0,4) | 50,2(0,3) | 51,3(0,9)
ANTOCIANOS POLIMERIZADOS ANTOCIANOS POLIMERIZADOS
& 7CnnAceIaI
® Sin Acetal
Tradicional
3 6 9 12 MF

TIEMPO (MESES)

FIGURA 6. Evolucién de los antocianos polimerizados (%) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (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 malolactica, como durante la conservacion. Este incremento de
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la polimerizacion de los antocianos durante y después de la
microoxigenacion, 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. Este efecto
ha sido observado por numerosos autores (McCord, 2003; Llaudy et al.,
2006; Cano —Lopez et al., 2006), que ademas encuentran una disminucién
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.

En la Tabla 12 figuran los resultados del ANOVA del porcentaje de color
debido a los antocianos polimerizados, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido, al final del
proceso de conservacion.

TABLA 12. Resultados de la ANOVA

Sin MO | 48,24 (1,06) (a)

Tratamiento (A) 2,88 0,1024
Con MO | 50,78 (1,06) (a)

_ Tradicional 49 (1) (@)
Técnica (B) 0,48 0,4957
MF 50,03 (1,13) (a)

AxB | e | e 0,00 0,9746

Tal y como refleja la tabla, los p-valores obtenidos al realizar los
contrastes pertinentes del porcentaje de antocianos polimerizados, nos
proporcionan evidencia estadistica suficiente para afirmar que no hay
diferencias significativas entre las diferentes técnicas de vinificacion ni entre
la adicion o no de acetaldehido, ni tampoco entre la interaccién entre ambos
factores.

Evolucion del parametro relacionado con la concentracion total de
polifenoles.

La concentracion total de polifenoles en el vino se ha determinado
mediante el indice de Folin-Ciocalteu. Esta técnica mide la presencia de
grupos fenol en el vino.

En la Tabla 13 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucién
del indice de Folin al cabo de 12 meses, en funcion de las técnicas de
maceracion utilizadas y de la aplicacién o no de acetaldehido. En la figura 7
se muestra la evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de 12
meses.

En el indice de Folin se aprecia una tendencia a la disminucién a lo largo
de la conservacion de los vinos. Los vinos adicionados de acetaldehido
presentan valores mas bajos con respecto a los no adicionados, siendo los
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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
gue tienen lugar durante la conservacion, el hecho de que la disminucion
sea inferior a la esperada. Los vinos macerados en frio son los que
presentan los mayores valores de indice de Folin, debido a una mayor
extraccion polifendlica durante el proceso de vinificacion.

TABLA 13. Medias y desviaciones tipicas del indice de Folin después de
la fermentacién malolactica, de la microoxigenacion y de los 6, 9 y 12 meses
de conservacion.

radiciona] | SMMO_ | 51,41 (1,18) | 51,04 (0,17) | 49.4(03) | 47,8 (0,3) | 49,947 (1,114)
ConMO [51,41(1,18)| 51,4(05) | 49.9(0,6)| 48,3 (0,6) 48,7 (0,5)
- Sin MO 55,5 (1,4) | 54,8(0,5) | 53,0(0,9) | 51,4(0,9) 53,3 (0,5)
Con MO 55,5 (1,4) | 54,9(0,3) | 53,0(0,6) | 51,4 (0,6) 52,3 (0,7)

60
58
56
54
52
50
48
46
44
42
40

’\./ .
52 -
——Tradicional sin MO
~s-Tradicional con MO 517
—a=MF sin MO 50 -
~—MF con MO 49

iNDICE DE FOLIN iNDICE DE FOLIN

Con Acetal

Sin Acetal

Tradicional
3 6 9 12 MF
TIEMPO (MESES)

FIGURA 7. Evolucién del indice de Folin durante la conservacion de los vinos y representacion
gréfica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion prefermentativa en
frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con microoxigenacion (con
acetaldehido).

En la Tabla 14 figuran los resultados del ANOVA del indice de Folin, en
funcién de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacién o no de
acetaldehido, al final del proceso de conservacion.

El analisis del indice de Folin refleja que no hay diferencias significativas
entre la adicion o no de acetaldehido, ni tampoco entre la interaccion de
ambos factores pero que si las hay entre las diferentes técnicas de
vinificacién, como ya ocurria cuando se analizaba el Tono.
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TABLA 14. Resultados de la ANOVA

_ Sin MO 51,6 (0,6) (@)
Tratamiento (A) 1,74 0,2001
Con MO 50,5 (0,6) (@)
) Tradicional | 49,3 (0,6) (a)
Técnica (B) 15,05 0,0007
MF 52,8 (0,7) (b)
AxB | - | e 0,01 0,9040

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

Se estudiaran en este apartado los pardametros 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 15 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucion
de la concentracion de taninos condensados al cabo de 12 meses, en
funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de
acetaldehido. En la figura 8 se muestra la evolucion durante la conservacion
y sus valores al cabo de 12 meses.

TABLA 15. Medias y desviaciones tipicas de los taninos condensados
(g/L) después de la fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de
los 6, 9y 12 meses de conservacion.

radicional L SMMO  [2,01(009) | 203(013) | 23(02) | 2.4(03) | 23(02)
Con MO | 2,01 (0,09) | 2,1545 (0,1009) | 1,8(0,2) | 1,8(0,2) | 1,9 (0,2)

Sin MO 2,0 (0,3) 2,21 (0,08) |2,46(0,08)| 2,6 (0,2) | 2,52 (0,13)

MF Con MO 2,0 (0,3) 2,31(0,12) [2,12(0,14)| 2,0(0,3) | 2,2(0,2)

TANINOS CONDESADOS

TANINOS CONDESADOS

—+Tradicional sin MO

-=-Tradicional con MO

—MF sin MO 1,5
—=MF con MO

Con Acetal

Sin Acetal

Tradicional
3 3 9 12 MF
TIEMPO (MESES)

FIGURA 8. Evolucion de los taninos condesados (g/L) durante la conservaciéon de los vinos y
representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (con acetaldehido).
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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. 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 suspensién
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 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 dimension de los depdsitos de 50 litros
empleados para la elaboracion de estos vinos ya que la relacion de la boca
del depdésito con respecto al volumen de vino que contiene es muy grande.

Llaudy M.C. et al. (2006), encuentran un incremento en la concentracion
de taninos en vinos microoxigenados, aunque otros autores destacan
también como se produce la precipitacion de estos cuando las moléculas
aumentan su tamafio. Por lo tanto, la conservacion del vino durante 12
meses puede dar lugar a que aparezca precipitacion en las botellas.

En la Tabla 16 figuran los resultados del ANOVA de la concentracion de
taninos condensados, en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y
de la aplicacion o no de acetaldehido, al final del proceso de conservacion.

En el ANOVA realizado para el estudio de la concentracién de taninos
condensados tal y como se refleja en la tabla, podemos rechazar la hipotesis
nula a favor de la alternativa segun el tipo de tratamiento empleado, mientras
gue en el caso de la técnica o en la interaccion de ambos factores no
podemos rechazarla, lo cual implica que en la concentracion de taninos
condensados no influye las técnicas de vinificacion ni la combinacion de
ambos factores.

TABLA 16. Resultados de la ANOVA

SinMO | 2,43 (0,09) (b)

Tratamiento (A) 11,00 0,0029
Con MO 2,00 (0,09) (a)

_ Tradicional | 2,09 (0,08) (a)
Técnica (B) 3,40 0,0776
MF 2,33 (0,09) (a)

AxB | e | e 0,16 0,6905

En la Tabla 17 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evoluciéon
del indice de DMACH (%) al cabo de 12 meses, en funcion de las técnicas
de maceracién utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido. En la figura
9 se muestra la evolucion durante la conservaciéon y sus valores al cabo de
12 meses.
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TABLA 17. Medias y desviaciones tipicas del indice de DMACH (%)
después de la fermentacion malolactica, de la microoxigenacion y de los 6, 9
y 12 meses de conservacion.

radicional L SMMO_ | 60,11 (303) | 62,7 (34) | 52,5 (48) | 49,359 (5,004) | 53,8 (33)
ConMO | 60,11 (3,03) | 56,5(2,3) | 58 (3) 56,3 (4,9) 52 (1)

- Sin MO 66,5(10,4) | 63,1(3,3) | 49,2(0,9) | 44,6(1,7) | 49,7 (1,7)

ConMO | 66,5(10,4) | 56,6 (3,4) | 55,7 (4,2) | 55,7 (1,4) | 452 (5,3)

iNDICE DE DMACH iNDICE DE DMACH

~~Tradicional sin MO 50
-=-Tradicional con MO

-+MF sin MO

——MF con MO 46

Con Acetal

Sin Acetal

Tradicional
3 6 9 12 MF
TIEMPO (MESES)

FIGURA 9. Evolucién del indice de DMACH (%) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracién tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenaciéon (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (con acetaldehido).

El indice de DMACH nos indica el grado de polimerizacién 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 65, lo que nos indica un grado de polimerizacion medio. Al
final del periodo de conservacion los valores se sitian en torno a 45 o 55,
debido al aumento del grado de polimerizacion, pasando las cadenas de
proantocianidinas a tener un numero mas elevado de mondmeros. Otros
autores confirman como el grado de polimerizacion se incrementa
posteriormente al proceso de la microoxigenacion (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, practicamente se igualan con respecto a
los vinos no adicionados de acetaldehido.

En la Tabla 18 figuran los resultados del ANOVA del indice de DMACH
(%), en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o
no de acetaldehido, al final del proceso de conservacion.

En este caso, no podemos rechazar la hipétesis nula a favor de la
alternativa con un nivel de significatividad del 95%, puesto que no hay
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diferencias significativas entre las diferentes técnicas de vinificacion, entre la
adicion o no de acetaldehido, ni tampoco entre la interaccion de ambos
factores.

TABLA 18. Resultados de la ANOVA

_ Sin MO 51,7 (2,6) (@)
Tratamiento (A) 0,79 0,3820
Con MO 48,5 (2,6) (a)
) Tradicional | 52,8 (2,4) (a)
Técnica (B) 2,17 0,1534
MF 47,4 (2,7) (@)
AxB | | e 0,11 0,7412

En la Tabla 19 figuran las medias y desviaciones tipicas de la evolucién
del indice de Gelatina (%) al cabo de 12 meses, en funcion de las técnicas
de maceracion utilizadas y de la aplicacion o no de acetaldehido. En la figura
10 se muestra la evolucion durante la conservacion y sus valores al cabo de
12 meses.

TABLA 19. Medias y desviaciones tipicas del indice de Gelatina (%)
después de la fermentacién malolactica, de la microoxigenacion y de los 6, 9
y 12 meses de conservacion.

Tradicional SinMO | 44,80 (5,14) | 53 (1) 50 (1) 50,4 (9,7) | 43,01 (1,13)
ConMO | 44,80 (5,14) | 30,1 (3,5) | 27,4 (1,5) | 28,2 (1,7) 31,2 (1,9)
Sin MO 45(15) | 53,9(1,5) | 50,9 (1,9) | 49,8 (1,4) 41,8 (1,6)
MF Con MO 45(15) | 31,8(3,4) | 289(4,3) | 30,6 (1,5) 28,4 (3,5)
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FIGURA 10. Evolucién del indice de Gelatina (%) durante la conservacion de los vinos y
representacion grafica al cabo de 12 meses. Tradicional: maceracion tradicional, MF: maceracion
prefermentativa en frio, Sin MO: sin microoxigenacion (sin acetaldehido), Con MO: con
microoxigenacion (con acetaldehido).

El indice de gelatina esta relacionado con la astringencia de los vinos.
Las reacciones de condensacion de los taninos entre si, asi como las
reacciones de polimerizacion tanino-antociano, y taninos con polisacaridos,
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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 unién 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 se puede observar en los vinos elaborados, se produce una
disminucion de la astringencia a lo largo del periodo de conservacién. Este
efecto es observado también por otros autores (McCord, 2003; Zoeclein
B.W. et al., 2003; Jones P.R. et al., 2004; LLaudy et al., 2006; Cano-Lopez et
al., 2006), siendo una de las consecuencias mas importantes de la
incorporacion de oxigeno al vino. La adicion de acetaldehido ha provocado
un aumento de la polimerizacion 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 polifendlicos de las partes
solidas de la uva debido al periodo de maceracion prefermentativa en frio, ha
incrementando también estas uniones con la posterior perdida de
astringencia.

En la Tabla 20 figuran los resultados del ANOVA del indice de Gelatina
(%), en funcion de las técnicas de maceracion utilizadas y de la aplicacion o
no de acetaldehido.

Ya para terminar con el andlisis estadistico, comentar que en el estudio
del indice de Gelatina, sélo apreciamos diferencias significativas en la
adicion o no de acetaldehido, siendo los vinos no adicionados con
acetaldehido los que presentan una mayor astringencia a diferencia de los
vinos adicionados con acetaldehido.

TABLA 20. Resultados de la ANOVA

SinMO | 42,4 (1,7) (b)

Tratamiento (A) 27,98 0,0000
Con MO 29,8 (1,7) ()

Tradicional | 37,1 (1,6) (a)

Técnica (B) 0,71 0,4081
MF 35,1 (1,8) (a)
AxB | | 0,11 0,7460
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 coloreados, los polifenoles totales, el
porcentaje de color debido a los antocianos polimerizados y el porcentaje de
color debido a los antocianos copigmentados presentan valores superiores
en los vinos sometidos a maceracion prefermentativa en frio, en cambio, el
Tono, el indice de Dmach y el indice de Gelatina son superiores en los vinos
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no macerados prefermentativamente en frio. La astringencia es ligeramente
inferior en los vinos macerados prefermentativamente en frio. Esta técnica
es por tanto de gran interés para la calidad organoléptica y polifendlica de
los vinos, y podria ser recomendable para elaborar vinos de crianza de
Monastrell a partir de uvas con una elevada carga polifendlica junto con una
elevada capacidad extractiva.

2. La adicién de acetaldehido produce un rapido incremento del color,
seguido de una caida superior a la observada en los vinos no adicionados de
acetaldehido. Disminuye ligeramente los polifenoles totales, los antocianos
coloreados, 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 péptidos. La adicion de acetaldehido da lugar a vinos con
una concentracion polifendlica ligeramente inferior, pero mas estables y
suaves, con mas untuosidad y menor astringencia. Este tratamiento es por
tanto de gran interés para la calidad organoléptica y polifendlica de los vinos,
y podria ser recomendable para elaborar vinos de Monastrell,
independientemente del estado de madurez de la vendimia.

3. Al final del proceso de conservacion practicamente no se aprecia el
efecto de las técnicas de vinificacion. El efecto combinado de maceracion
prefermentativa y microoxigenacion produce un importante descenso de la
astringencia, 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 sensacion de astringencia.
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