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RESUMEN

En la actualidad, los vifiedos en secano estan sufriendo un importante estrés hidrico debido a la
escasez de recursos hidricos que puede tener consecuencias negativas en el crecimiento
vegetativo y por tanto en su produccién. Por ello en el presente trabajo se sometié a diferentes
niveles de riego y distintas composiciones de sales minerales a uvas de la variedad Monastrell
durante su periodo de maduracidn y se evalud el efecto que tuvo sobre su composicidn
polifendlica en hollejos y pepitas. Las bayas se recolectaron en el periodo de vendimia.
Posteriormente se pesaron 100 uvas y se obtuvo el peso de sus respectivas pepitas y hollejos.
Se realizd la extraccion de compuestos polifendlicos en los hollejos y las pepitas con el fin de
determinar las proantocianidinas mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), el
indice de polifenoles totales y la concentracién de taninos condensados. Ademas, en el extracto
de hollejos se cuantifico la intensidad colorante y los antocianos totales.

Los resultados obtenidos fueron de gran importancia para saber cdmo afectan las diferentes
estrategias de riego sobre la composicion polifendlica de las uvas.

Palabras clave: Monastrell, uvas, pepitas, hollejos, riego, antocianos, HPLC, mDP, taninos,
catequinas, intensidad colorante, salinidad, floroglucindlisis.
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RESUM

En I'actualitat, les vinyes en seca estan patint un important estrés hidric a causa de I'escassetat
de recursos hidrics que pot tindre conseqiiéncies negatives en el creixement vegetatiu i per tant
en la seua produccid. Per aix0 en el present treball es va sotmetre a diferents nivells de reg i
diferents composicions de sals minerals a raim de la varietat Monastrell durant el seu periode
de maduracid i es va avaluar I'efecte que va tindre sobre la seua composicio polifenolica en pells
i llavors. Les baies es van recol-lectar en el periode de verema. Posteriorment es van pesar 100
baies i es va obtindre el pes de les seues respectives llavors i pells. Es va realitzar I'extraccié de
compostos polifendlics en les pells i les llavors amb la finalitat de determinar les
proantocianidines mitjancant cromatografia liquida d'alta eficacia (HPLC), I'index de polifenols
totals i la concentracid de tanins condensats. A més, en l'extracte de pells es quantifica
I'intensitat colorant i els antocians totals.

Els resultats obtinguts van ser de gran importancia per a saber com afecten les diferents
estrategies de reg sobre la composicié polifenolica del raim.

Paraules clau: Monastrell, raim, llavors, pells, reg, antocians, HPLC, mDP, tanins, catequines,
intensitat colorant, salinitat, floroglucinélisis.
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ABSTRACT

At present, dry land vineyards are suffering significant water stress due to the scarcity of water
resources that can have negative consequences on vegetative growth and therefore on their
production. For this reason, in the present work, grapes of the Monastrell variety were subjected
to different levels of irrigation and different compositions of mineral salts during their ripening
period and the effect it had on their polyphenolic composition in skins and seeds was evaluated.
The berries were harvested in the harvest period. Subsequently, 100 grapes were weighed and
the weight of their respective seeds and skins was obtained. The extraction of polyphenolic
compounds in the skins and seeds was carried out in order to determine the proanthocyanidins
by means of high efficiency liquid chromatography (HPLC), the total polyphenol index and the
concentration of condensed tannins. In addition, the color intensity and total anthocyanins were
guantified in the extract of skins.

The results obtained were of great importance to know how the different irrigation strategies
affect the polyphenolic composition of the grapes.

Keywords: Monastrell, grapes, seeds, skins, irrigation, anthocyanins, HPLC, mDP, tannins,
catechins, color intensity, salinity, floroglucinolysis.
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1. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los frutales con mas historia y tradiciéon en el mundo. Durante
la Era Terciaria, crecia en estado silvestre apoyada sobre los arboles del bosque templado del
Circulo Polar Artico y su proceso de propagacion fue desde Oriente a Occidente, durante el cual
tardé mads de dos mil afios en cubrir la distancia que hay desde Mesopotamia y Egipto hasta su
llegada a la Peninsula Ibérica (Picornell y Melero, 2012).

Segun los datos obtenidos de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), la
superficie viticola mundial ocupa 7.453.53 hectareas. Lidera Espafia con 969.000 hectareas,
seguida de China (875.000 ha) y Francia (793.000 ha) (OlV, 2017).

En Espafia, el cultivo de la vid aparece aproximadamente en el afio 6.000 a.C y que alcanza su
auténtico desarrollo mas de 3.000 afios después (Serres, 2018).

De las 969.000 hectareas de vifiedo en Espafia, un 53,6 % de la produccion corresponde a Castilla
La Mancha, un 8,9 % a Catalufia, un 8,6% a Extremadura y un 6,1% a la Comunidad Valenciana
(MAPAMA, 2020).

En la Comunidad Valencia destaca la comarca Requena-Utiel en cuanto a la produccién viticola.
Tiene un relieve topografico peculiar por el desnivel de las tierras, baja capacidad para retener
agua con un resultado de uvas de calidad. Los suelos son en su mayoria de textura franca, con
terrenos de cantos y gravas y con un buen equilibrio de arena, limo y arcilla. Suelen ser alcalinos
con elevada caliza y pobres en materia organica, fosforo y magnesio. Estas caracteristicas son
de gran influencia en las posteriores cualidades aromaticas de los vinos (Navarro, 2017).

1.1. Monastrell

La variedad Monastrell es de origen espafiol, donde se cultiva desde el siglo XV. Algunos autores
sitian su origen en la Comunidad Valenciana (Camp de Morvedre, Sagunto) y en la region de
Cataluia, concretamente en la localidad barcelonesa de Matard, por lo que también es
denominada con el nombre de Mataré. Después del siglo XVI, la variedad Monastrell se comenzd
a cultivar ampliamente en Francia, en Provenza, en el valle del Rédano y en la regién de
Languedoc-Roussillon. Se puede denominar segln su origen con diferentes sinédnimos, Alcayata
(Albacete), Garrut (Tarragona y Zaragoza), Gayata (Murcia), Morastrell o Morrastrell (Albacete
y Valencia), Murviedro (Valencia) y Mourvedre (Francia y EE.UU) (Lara, 2013).

Es una variedad tardia que sélo se produce en zonas de climas mediterrdaneo, no atlanticos,
como ocurre en la region francesa de Bandol, California o Australia. Necesita un cultivo delicado
con temperaturas elevadas. Tiene un rendimiento bajo de 3,5 u 4 kg por cepa, su porte es erecto,
pero no sensible al viento. Fertilidad media. Muy exigente en magnesio y potasio y muy sensible
a la sequia. Poco sensible a la excoriosis y botrytis, medianamente sensible al oidio y acaros.
Sensible al mildiu y podredumbre acida. (MAPAMA, 2021)



Los racimos son de tamafo pequeno-mediano, bastante compactos y con el pedinculo muy
corto. Las bayas son uniformes, de tamano pequeifio-mediano, esféricas, de color negro-azul
intenso, con bastante pruina, de piel gruesa rica en antocianos, con una pulpa muy carnosa y
jugosa, blanda e incolora (Savin, 2017), (MAPAMA, 2021).

En el ano 2019, el 51% de las variedades de uvas plantadas en Espaia eran tintas. La variedad
Monastrell con 38.642 hectareas, principalmente en Murcia y Alicante, se sitda en el cuarto
lugar, por detras de las variedades Tempranillo, Bobal y Garnacha Tinta (Escamilla, 2020).

En el ambito internacional, se reconoce la Monastrell gracias a las denominaciones de origen
DO Jumilla, Ia DO Yecla o la DO Almansa Todas ellas cuentan con veranos largos, secos y célidos,
condiciones requeridas por la cepa de uva Monastrell para llegar a una madurez completa en
sus bayas, ya que es una variedad de brotacion tardia y con ello de maduracién-recoleccién
tardia. Sus vinos son bastante tdnicos y estructurados, asperos en juventud, por lo que necesitan
crianza de acidez débil. Tienen alta coloracién y elevado volumen alcohélico. Con aromas a
frutos rojos y negros silvestres y sorprendentes matices minerales. Son aptos para técnicas de
maceracion carbdnica. Muy resistente a la oxidacién (VEREMA, 2015).

1.2 Semillas de las uvas

Son las responsables de la fecundacién para perpetuar la especie. En un grano de uva pueden
aparecer hasta cuatro pepitas. El tamafio de la baya esta relacionado con el nimero de pepitas,
siendo de mayor tamafio a mas cantidad de semillas, aunque este hecho tiene un efecto
negativo porque los primeros nutrientes se utilizan para formar las semillas, por lo que no se
utilizan para la madurez de la baya (Hidalgo, 2011).

Estdn compuestas en su gran mayoria por agua (25-45%), polisacaridos (34-36%), taninos (4-
10%), compuestos nitrogenados (4-6,5%), minerales (2-4%) y lipidos (13-20%), aunque estos
porcentajes van cambiando con su desarrollo (Rodriguez, 2013).

Las semillas de uva tienen dos aceites, uno es el oleico (13-28%) y el linoleico (70-75%). Por otro
lado, estdn los taninos. Durante la maduracién de la uva, el contenido en taninos de las pepitas
disminuye por migracion de éstos hacia el hollejo. Estos taninos de las semillas estan poco
polimerizados, por lo que presentan acidez y astringencia, pero en vinos tintos se polimerizan
con los antocianos, suavizandose y contribuyendo a la estabilizacion del color.

Se debe evitar la rotura de la pepita en todo el proceso de elaboracion de vino para evitar las
sensaciones de dureza y verdor, ademas de liberarse las sustancias grasas que contienen en su
interior (Benito, 2011).

1.3. Hollejos de las uvas

Son la piel delgada que cubre el grano de uva y representa del 8 al 20% de este. En él se
encuentran la mayor parte de taninos, aromas y pigmentos. Posee un recubrimiento de
levaduras llamado pruina. El hollejo o pelicula forma un conjunto heterogéneo integrado por la
cuticula, la epidermis y la hipodermis. Sobre la hay un polvillo blancuzco y ceruleo que es la



pruina o flor, en la mayoria de las variedades. En la hipodermis se encuentran los pigmentos, los
aromas (fundamentalmente debidos a la presencia de heterdsidos) y los taninos.

Su misién es encerrar los tejidos vegetales que contienen las sustancias de reserva que acumula
el fruto vy proteger las semillas, hasta llegar a su completa maduracién.
Las paredes celulares del hollejo son muy anchas, y contienen una composicidn de pectinas mas
débil que las de la pulpa, con mas del 15% de cutina y proantocianidoles insolubles, mientras
que los polisacaridos representan el 50% (celulosa, pectinas, hemicelulosas, xiloglucanos,
arabinoxilanos y mananos). Existe la presencia de antocianos en las variedades tintas.

Los antocianos, del griego “anthos” (flor) y “kyanos” (azul), se sitian en las vacuolas o en
estructuras especializadas (antocianoplastos) de las células del hollejo, siendo mas ricas las que
se localizan en la hipodermis. Por otra parte, los taninos (3-flavanoles) se distribuyen en las
mismas capas de células (células tanicas), pudiendo estar libres dentro de sus vacuolas,
combinados formando polimeros con polisacaridos de las paredes celulares (tonoplasto o
membrana proteofosfolipidica) o inmovilizados dentro de la pared celulosapéctica de las
células.

La cantidad de polifenoles del hollejo es muy variable, depende de la variedad de uva y de su
grado de maduracién, pudiendo contener valores del 12 al 61% de los polifenoles totales de la
uva, representando en un 14 a 50% de materias tanicas y en otro 17 a 47% de antocianos y
taninos (Benito, 2011).

1.4. Compuestos fendlicos presentes en uvas tintas.
Los fenoles o compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en
el reino vegetal. Todos poseen una estructura comun: un anillo fenol -un anillo aromatico que
Ileva al menos un sustituyente hidroxilo (Paladino, 2008).

Se encuentran en todas las partes de las plantas y su concentracién es variable a lo largo del
ciclo vegetativo. Entre sus funciones destacan, la actividad antioxidante, la asimilacidon de
nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formaciéon de
componentes estructurales y la defensa ante los factores adversos del ambiente. También
influyen en las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza) y nutritivas (Robbins,
2003).

Las uvas (Vitis vinifera L.) blancas y tintas, poseen una amplia variedad de compuestos fendlicos.
En vinos tintos, esta clase de sustancias contribuye a la astringencia, amargura, estructura,
cuerpo y color rojo del vino. En vinos blancos, son indeseables ya que aportan amargor y colores
dorados al exponerse al oxigeno. Los compuestos polifendlicos de la uva se encuentran en la
piel, especialmente en las células epidérmicas y en las pepitas siendo su concentracién baja en
la pulpay el raspdn (Waterhouse, 2002), (Chidi et al., 2018).

Los compuestos fendlicos presentes en las uvas y en los vinos son acidos fendlicos (por ejemplo,
acidos hidroxibenzoicos como el acido galico, acidos hidroxicinamicos que se encuentran en el
zumo de uva), tres clases de flavonoides que se encuentran en la piel y las semillas (las
antocianinas rojas, los flavonoles y las abundantes flavan-3-oles, que comprenden las



catequinas monoméricas), proantocianidinas oligoméricas y taninos condensados poliméricos
(Waterhouse, 2002).

Los flavanoles o taninos condensados se encuentran es su mayoria en la semilla y la piel de la
uva, aunque también se pueden encontrar en menor porcentaje en el raspén. Desde el punto
de vista sensorial, poseen propiedades gustativas (amargor) y tactiles (astringencia), e
intervienen en la estabilizacion del color a través de reacciones de copigmentacién y/o
condensacién con las antocianinas. También participan en reacciones de pardeamiento
oxidativo quimico y enzimatico, en interacciones con otras macromoléculas del vino y en la
formacion de turbidez o precipitados. La estructura de los taninos se basa en polimeros mds o
menos complejos formados por unidades de flavan-3-oles o 3-flavanoles. Los flavan-3-oles,
comunmente llamados catequinas poseen dos ciclos bencénicos unidos por un heterociclo
oxigenado saturado (nucleo fenil-2 cromano). Esta estructura presenta dos carbonos
asimétricos (C2 y C3) que originan cuatro isémeros. Las unidades monoméricas comunmente
presentes en uvas de Vitis vinifera son la (+)- catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequina, y (-
)-epigalocatequina. (Fanzone, 2012), (Romero, 2008)

Estos mondmeros que forman los taninos se pueden observar en la Figura 1. Su intensidad de
astringencia es proporcional a su tamafio, aunque es inversamente proporcional a su amargor.
A medida que aumentan su tamano se vuelven insolubles para las proteinas de la saliva y dejan
de ser astringentes (Pefia-Neira, 2009).
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Figura 1. Estructura de los monomeros que conforman los taninos (Pefarrieta et al., 2014)

Los antocianos son responsables del color de los vinos tintos y estan involucrados en las
reacciones de polimerizacién que suceden durante el envejecimiento. Se encuentran en los
hollejos y en algunos casos en el mesocarpio de variedades tintoreras. Su estructura se
caracteriza por un esqueleto basico de quince atomos de carbono (C6-C3-C6) de tipo 2-fenil



benzopirona. Son sales de flavilio (de nucleo favilio polihidroxilado y/o metoxilado) y glucésidos
(estan unidos por enlace glucosidico a una molécula de aztcar) (Romero, 2008).

1.5. Influencia de la cantidad de agua suministrada a los vifiedos y su composicién en
sales minerales sobre los granos de uva, la produccion y la composicidn y sintesis de
compuestos polifendlicos

El agua es un factor importante en los terroir viticolas. Algunas veces, es limitante para el cultivo
de la vid y es necesario regar o aceptar las restricciones hidricas, que segun su intensidad y su
periodo de ocurrencia pueden ser favorables o desfavorables para la calidad de la vendimia o
de los vinos (acidos, aztcares, compuestos polifendlicos y aromaticos). Ademas, la gestidén de
este vendra influenciada por factores como la climatologia, el tipo de suelo o la estructura de
este (Deloire et al., 2006), (Lund y Bohlmann, 2006).

En la zona del sudeste de Espafia, los vifiedos tienen una produccion de (2.500-4.000 kg/ha),
porque tradicionalmente se cultivan en condiciones de secano, debido a la escasez de recursos
hidricos (Romero et al., 2013). Por ello, una solucién rentable, seria reutilizar el agua, ya que se
reduce el volumen de agua utilizado y se proporciona una solucion adaptable al cambio climatico
junto con un aumento del valor social y medioambiental del agua. Este uso de aguas se debe
estudiar ya que podria acarrear riesgos ambientales y afectar a la salud humana (Costa et al.,
2016).

El aumento de la sequia puede producir un aumento de la salinidad de los suelos debido a las
aguas de regadio que contienen sales disueltas en el agua y a la evaporacidn. La vid es una
especie sensible a la salinidad, por lo que se deben mantener los niveles salinos bajos. El
aumento de la salinidad genera un efecto osmético con la consiguiente sequia en la planta que
depende de la variedad, la concentracién de sales en el agua y del momento del ciclo vegetativo
en el que se aplica (Keller, 2010), (Marschner, 1986), (Osorio y Césped, 2000). Por el contrario,
el exceso de disponibilidad de agua puede provocar una disminucién de la sintesis, una
reduccion del contenido en azucar, color y desequilibrios en la acidez debido a la disolucién de
compuestos en la baya (Escalona, 2005), (Chaves et al., 2007).

En algunos estudios se llega a la conclusién de que una cantidad menor de agua que la requerida
por la evotranspiracion de la vid en las diferentes etapas fenolégicas puede ser beneficioso para
tener una mejor calidad en la composicién de la uva (Dry et al. 2001). Esta técnica denominada
régimen de riego deficitario (RDI) se basa en eliminar o reducir la entrada de agua en periodos
especificos del ciclo de cultivo para conseguir la maxima actividad fotosintética y asi, controlar
el crecimiento vegetativo, desarrollo reproductivo y mejorar la calidad de la fruta (Romero et
al., 2013), (Ojeda y Saurin, 2014). A largo plazo tiene la capacidad de regular la expresion de los
genes que codifican las enzimas biosintéticas de taninos (Castellarin et al., 2007). La formacion
de polifenoles es muy sensible a las variaciones hidricas y estd influida por factores bidticos y
abidticos (Kennedy et al. 2002), (Kennedy y Cohen, 2010). En el estudio de Cassasa et al., 2015
se demostré un aumento de la concentracién de taninos en las semillas de la vid. Las
antocianinas de los hollejos y aumentan al disminuir el tamafio de la baya con el RDI (Casassa et
al. 2015), (Jackson y Lombard, 1993). Con el régimen de riego deficitario también se consigue
un mejor microclima entre los racimos y una mejor exposicion a la radiacion solar para la sintesis
de antocianinas, debido a que se regula su crecimiento vegetativo (Esteban et al. 2001).



La técnica de RDI se deberia aplicar durante dos periodos. Desde la formacién de la baya hasta
el envero para controlar el vigor de la vid y de la baya y promover la acumulacion de azucares
(Keller, 2006). Y después del envero durante la maduracién de la uva para aumentar los
compuestos fendlicos y la biosintesis de antocianinas (McCarthy et al., 2002), (Keller, 2005). El
problema de esta técnica es llevar el control de la aplicacion de agua (Williams y Matthews,
1990).



2.0BJETIVOS

El objetivo de este estudio es analizar la composicidn polifendlica en pepitas y hollejos de la
variedad Monastrell para comprobar el efecto que supone reducir el déficit hidrico que poseen
estos vifiedos en secano. Ademas, se quiere determinar el efecto de las sales minerales en las
aguas procedentes de los vertidos municipales en esta composicion polifendlica.

Con los resultados obtenidos se pretende ver si existe la posibilidad de sustituir el agua de
calidad por agua salinizada y si se puede reducir los niveles de agua para ayudar en la escasez
de agua provocada por el cambio climatico.



3. PLAN DE TRABAJO

Este estudio esta realizado sobre un vifiedo de uva de la variedad Monastrell en Fuente Alamo
(Albacete) y consistié en suministrar diferentes tratamientos de riego en distinta cantidad y
calidad de agua. Las diferentes estrategias de riego se aplicaron en 4 zonas, subdivididas en 4
sectores de riego con 192 cepas por tratamiento denominadas T1, T2, T3 y T4 (En la tabla 1 se
observan los diferentes tratamientos aplicados) (En la figura 2 se representa la distribucidn de

las diferentes zonas).

Tabla 1. Tratamientos aplicados a la parcela de estudio.

. CANTIDAD DE AGUA SALINIDAD DEL AGUA.
TRATAMIENTO mm SUMINISTRADA EFECTO OSMOTICO
T1 0 Secano, sin riego
Riego moderado distribuido a Agua de “buena calidad”.
T2 111,4 . . . "
partir de la floracién Sin efecto osmético
Agua con una
3 1143 Riego moderado distribuido a conductividad eléctrica
! partir de la floracion (CE) de 4,0 dS/m de sulfato
basico
Agua con una
Ta 115 Riego moderado distribuido a conductividad eléctrica
partir de la floracién (CE) de 4,0 dS/m de
cloruro basico
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Figura 2. Distribucion de las diferentes zonas con sus determinados tratamientos.




El riego de la parcela se modificé para que cada zona dispusiera del tratamiento adecuado. En
los cuatro sectores se distribuyd el riego por goteo en cuatro filas de 12 cepas y se repitid el
tratamiento por zona para que los resultados fueran mas fiables.

En total cada zona contaba con 28 filas en las cuales habia 1.152 cepas en una superficie de 5184
m?2, aunque en este proyecto solo se estudiaron 768 cepas.

Con este estudio se pretendid crear diferentes situaciones (Tabla 1) que pueden ocurrir en un
futuro proximo, como el aumento de la salinidad del suelo y la escasa disponibilidad de recursos
hidricos para poder actuar en el caso de que suceda y que no suponga un impacto negativo
sobre el vifiedo.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Caracteristicas de la parcela de estudio

La parcela estudiada de encuentra en Fuente Alamo (Albacete) con coordenadas geograficas son
38243 '43 de 0.3 " Norte y 1 28 '12.6 " Oeste. Es un vifiedo del afio 2007 de uva de variedad
Monastrell injertado sobre portainjerto SO4. Las cepas se separan por una distancia de 1,5
metros y 3 metros por fila, con forma de doble cordén orientadas en eje Norte-Sur. En total, su
densidad es de 2.222 cepas aproximadamente por hectarea. El terreno se sitia a 820 m de
altitud con un 5% de pendiente y en un drea de 1,147 ha. La parcela se puede observar en la
Figura 3.

Figura 3. Parcela de estudio

4.2 Obtencidn del extracto de hollejos

Las muestras de bayas se descongelaron un dia antes de proceder con la extraccién. Se
separaron 50 bayas, se pesaron y se repitié el proceso dos veces para que los resultados fueran
mas exactos.

Los hollejos fueron separados con ayuda de un bisturi de forma manual y se pusieron en una
placa Petri. Se introdujeron en un colador para facilitar su lavado con agua destilada y se secaron
con un tiempo en el ambiente. A continuacién, se pesaron en una bascula de precision (10 gr de
hollejos) y se introdujeron en un enlenmeyer de plastico con canicas y una solucién
hidroalcohdlica formada por 10 % etanol, y 5 g/L de acido tartarico para su extraccidn
(Proporcion 1:9, hollejos: solvente). Finalmente se dejaron durante dos horas en un bafio a 502C
con agitacion a 75 rpm. El extracto obtenido tras pasar ese tiempo se filtré con lana de vidrio y
se centrifugo a 4000 rpm durante 15 minutos. El contenido se vertid en 2 viales Eppendorfy 4
tubos Falcon para sus posteriores andlisis y se almacenaron a 14 °C.

El espectrofotometro utilizado en los andlisis fue el JASCO V-630 UV-Visible de doble haz (Tokyo,
Japén).
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4.3 Obtencidn del extracto de pepitas

Las muestras de bayas se descongelaron un dia antes de proceder con la extraccién. Se
separaron 50 bayas, se pesaron y se repitio el proceso dos veces para que los resultados fueran
mas exactos.

Las pepitas se separaron de la pulpa de forma manual y se dejaron en una placa Petri. Se lavaron
con agua destilada para la eliminacién de azucares, se secaron y se pesaron. Posteriormente se
transfirieron 3 gr en un tubo Falcon con 50 mL de una solucion acetona:agua (proporcién 2:1) y
se agitaron a 75 rpm en oscuridad durante 24 horas y a temperatura ambiente (252C) para su
maceracion. Transcurrido ese tiempo se filtré el contenido con lana de vidrio, se introdujo en un
matraz balén y se llevd a un rotavapor a 352C y presidn reducida para la eliminacién de la
acetona. Con el extracto resultante y agua destilada se llevd a 25mL de volumen en un
Erlenmeyer. A continuacion, se llenaron dos tubos y se introdujeron en la centrifuga a 4000 rpm
durante 15 minutos. Mediante una bomba de vacio se filtré con 0,45 um el extracto sacado de
la centrifuga y se llenaron dos tubos eppendorf. Otra parte del extracto se congelo a -402C para
liofilizarlo. El polvo liofilizado se metid en viales y se guardd en un desecador hasta su posterior
andlisis.

El espectrofotdmetro utilizado en los andlisis fue el JASCO V-630 UV-Visible de doble haz (Tokyo,
Japon).

4.4 indice de polifenoles totales (IPT) en hollejos y pepitas

Este indice detecta los compuestos fendlicos del vino mediante la absorbancia a una longitud de
onda en la que el grupo fenol se separa. La metodologia para las pepitas y hollejos consistié en
realizar una dilucién del extracto 1:100 con agua destilada. A continuacion, se utilizé una cubeta
de cuarzo de 10 mm para medir la disolucién a una longitud de onda de 280 nm (Riberéau Gayon
1974).

4.5 Determinacion de taninos condensados totales en hollejos y pepitas

Las proantocianidinas o taninos condensados pueden transformarse parcialmente en
antocianidinas rojas mediante un medio acido y calor. Esta transformacién ocurre por la ruptura
de los enlaces intermonoméricos (Riberéau Gayon y Stonestreet 1966). Mediante esta
propiedad se pueden detectar los taninos condensados totales.

Para las pepitas y para los hollejos, el método consistio en realizar una dilucién 1:50 con agua
destilada. Se introdujo 1 mL de la dilucidn en dos tubos de ensayo. En ambos tubos se afiadié
3mL de HCL (37%) y 0,5 mL de agua destilada. Un tubo se puso en la estufa a 902C durante 30
minutos y el otro se dejoé a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se aifadid a cada
tubo 0,5 mL de etanol y se midid en el espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm
con una cubeta de cuarzo de 10 mm.

En el caso de las muestras de hollejos se restaron los resultados de los dos tubos.

En el caso de las muestras de pepitas no se pudo realizar la diferencia porque los valores del
segundo tubo eran proximos a 0 y se despreciaron. Por ello, solo se utilizaron los datos del
primer tubo.

11



4.6 Determinacidén de antocianos totales en hollejos

Este procedimiento consiste en la cuantificacion de antocianos totales en medio acido. Con el
extracto de los hollejos se determinaron los antocianos totales afiadiendo a 0,1mL de muestra
10mL de 4cido clorhidrico 0,1 M. Se dejaron 3 horas para que tenga efecto la reaccién y se midié
la absorbancia a 520 nm en una cubeta de 5 mm (Ojeda et al., 2002).

4.7 Determinacion de la intensidad colorante en hollejos.

La intensidad colorante (IC) consiste en la suma de los valores obtenidos en las absorbancias de
420 nm (amarillo), 520 nm (rojo) y 620 nm (azul), para conocer los polifenoles encargados del
color en los hollejos.

Para su determinacion de utilizo el método oficial de analisis de la UE (Comisién Europea, 1990).
Directamente se introdujeron las muestras del extracto de hollejos en una cubeta de 10 mm de
cuarzo o vidrio en el espectrofotémetro y se midieron a diferentes absorbancias.

4.8 Determinacion de proantocianidinas mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) en hollejos y pepitas.

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se utiliza para obtener el grado medio de
polimerizacién de proantocianidinas y para la cuantificacién de antocianos pormenorizados.

Este método estd basado en el de Kennedy y Jones (2001) con algunas modificaciones.

Los tubos Falcon guardados con extracto de hollejos se filtraron con un filtro de 0,45um, para la
realizacidn de una separacién de compuestos en la fase Toyopearl.

En el Toyopearl se eliminaron los hidratos de carbono y material monomérico de flavan-3-ol de
bajo peso molecular mediante un lavado con 5 volimenes de columna de fase movil 1:1 de
metanol:agua al 0,1 % /v de acido trifluoroacético. Las proantocianidinas se diluyeron con 3
volumenes de columna de fase movil 2:1 de acetona:agua con 0,1% v/v de acido trifluoroacético
(Kennedy y Jones 2001). La solucidn obtenida se introdujo en un matraz balén y se llevé a un
rotavapor a 352C y presidn reducida para la eliminacidn de la acetona. Por ultimo, este extracto
se llevd a -40 C en flaneras para luego ser liofilizada hasta polvo seco. El polvo liofilizado se
metié en viales y se guardd en un desecador hasta su posterior analisis del grado medio de
polimerizacién de taninos mediante floroglucindlisis.

Para larealizacidn de este método se prepard una disoluciéon de hidrolisis (HCI 0,1 N en metanol)
con 50 g/L de floroglucinol y 10 g/L de 4cido ascorbico. Se pesaron 5 mg polvo liofilizado (hollejos
y pepitas) y se sometieron a la disolucion durante 20 minutos a 502C. A continuacién, se
adicionaron 2 volumenes de una solucion de acetato de sodio 200 mM vy se filtrd la solucién con
una membrana de acetato de celulosa de 0,45 um. El extracto obtenido se introdujo en viales
de HPLC.

El método de floroglucinol utiliza un gradiente binario, la fase mévil A es una solucidn de acido
acético 1% en agua Mili Qy la fase B es metanol 100%. Las eluciones se monitorearon a 280 nm
y sus condiciones fueron 5% de B por 10 minutos, un gradiente lineal de 5 a 20% de B en 20
minutos, de 20 a 40% de B en 25 minutos. La columna se lavd con 90% de B durante 10 minutos
y se equilibré con 5% de B en 5 minutos antes de la siguiente inyeccidn.

El grado medio de polimerizacion (mDP) se obtuvo por la division de la totalidad de las
subunidades identificadas (proantocianidinas terminales y de extensiéon) entre las
proantocianidinas terminales. Por otra parte, para el porcentaje de galoilacién (%G) se dividié la
totalidad de proantocianidinas galoiladas y la totalidad de las proantocianidinas identificadas, y

12



se multiplico por 100. Por ultimo, el peso molecular promedio (aMW) se consigui6 a través de
la proporcién de cada molécula y del peso molecular.

El cromatdgrafo liquido de alta eficacia (HPLC-DAD) utilizado fue el JASCO serie MD-2010 Plus,
(JASCO, Tokyo, Japdn) equipado con un detector Diodo Array LC-Net II/ADC (Tokyo, Japdn). La
columna cromatografica utilizada fue Gemini NX (Phenomenex, Torrance, CA), 250 mm x 4,6
mm de 5 um de tamafio de particula.

4.9 Andlisis de antocianos pormenorizados en hollejos.

Este método estd basado en la técnica de HPLC descrita por Ferrer (2011) con algunas
modificaciones. Para la obtencidn de la recta patrén se prepararon los patrones de malvidina
(67,5 ppm, 125 ppm, 250 ppm y 500 ppm de malvidina). Estos patrones se analizaron de menor
a mayor concentracién mediante la técnica de HPLC con la columna en fase reversa a 352C. En
la fase movil A se utilizé una disolucidn acuosa al 0,1% de acido trifluoroacético y en la fase B
acetonitrilo 100%. La columna utilizada fue la columna Gemini NX de 250 mm adaptada a la de
Ferrer (2011) de 150 mm. Las eluciones se monitorizaron a 520nm y sus condiciones fueron 10%
de B durante 4,8 minutos, un gradiente lineal de 10 a 15% de B en 19,2 minutos y de 30 a 35%
de B en 8 minutos. El volumen inyectado era de 60 pL y el flujo de trabajo de 0,5 mL/min.

Los tubos eppendorf con extractos de hollejos guardados anteriormente se centrifugaron y
analizaron igual que los patrones. A continuacion, se identificaron los picos mediante la
comparacion de los patrones. Por Ultimo, se expresaron los resultados en equivalentes de
malvidina (ppm) y se obtuvieron las concentraciones de los antocianos glucosilados, acetilados,
cumarilados y cafeicos.

4.10 Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados con el programa informatico STATGRAPHICS Centurion XVIII
mediante un analisis de varianza (ANOVA) simple y multifactorial. El nivel de confianza utilizado
fue del 95% utilizando un valor P < 0,05 para detectar posibles diferencias significativas entre
los valores.

El andlisis simple se utilizé para los datos obtenidos en las determinaciones
espectrofotométricas con los cuatro tratamientos tanto en hollejos y pepitas, para ver el efecto
de cada tratamiento. Ademas, se agruparon los datos segln la cantidad del agua suministrada.

El andlisis multifactorial se utilizé para conocer las posibles interacciones entre la cantidad de
agua de riego suministrada y la salinidad de la propia agua.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Efectos producidos por el uso de los distintos tratamientos sobre el peso de 100
bayas, el peso de las pepitas de 100 bayas y la composicion del extracto de las
pepitas.

En la Tabla 2 se van a evaluar mediante ANOVA, las diferencias obtenidas por el efecto de los
tratamientos (T1, T2, T3, T4) en uva de la variedad Monastrell para el peso de 100 bayas (g), el
peso de las pepitas en 100 bayas (g) y el porcentaje pepita/baya.

Tabla 2. Promedio y desviacion tipica de peso de 100 bayas (g), el peso de las pepitas de 100 bayas (g)
y el % pepita/baya de la uva de variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

Peso de 100 bayas (g) Peso pepitas 100 bayas (g) % pepita/baya
T1 118,11 +17,1a 8,41+ 0,7 a 7,19+0,6cc
T2 160,19+ 19,6 c 9,32+0,7a 586+0,5a
T3 137,04+11,8b 8,26+0,5a 6,04+0,4ab
T4 137,11+9,3b 8,60+0,7a 6,27 £0,2 ab
Razén- F 10,52 2,02 5,95
Valor- P 0,000 0,165 0,01

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con
sulfato bdsico, T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la
misma columna indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por
el ANOVA (valor p<0,05).

Con los resultados representados en |la Tabla 2 observamos que existen diferencias significativas
en el peso de 100 bayas y en el porcentaje pepita/baya respecto a los diferentes tratamientos
siendo el valor p < 0,05.

El riego suministrado en los diferentes casos tiene un efecto en el peso de las bayas. Con riego
moderado (T2, T3 y T4) se obtuvieron los mayores valores respecto a los obtenidos con secano.
A mayor cantidad de agua suministrada los valores aumentan. Dentro de los tratamientos
destaca el T2 con agua de buena calidad, ya que su valor es superior al resto. Se aprecian
diferencias en el peso de las bayas con agua de buena calidad frente a las aguas con sales
minerales. Por otra parte, no se observan diferencias entre los tratamientos con aguas con
cloruros (T3) y con sulfatos (T4).

En referencia al peso de las pepitas contenidas en 100 bayas, no se observan diferencias
significativas puesto que el valor P es mayor que 0,05. Los diferentes tratamientos no afectan al
peso de las pepitas

Finalmente, se encuentran diferencias significativas (P < 0,05) en los valores obtenidos en la
variable % pepita/baya. Con el tratamiento en secano (T1) obtuvimos el valor mas elevado. El
valor mds pequefio resultd con el tratamiento T2 con riego moderado y aguas de buena calidad.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas con el grupo de riego moderado, dichos
resultados coinciden con los obtenidos en el peso de 100 bayas. Sin embargo, en un estudio de
Marschner, (1986) aprecié un efecto toxico en la planta al utilizar aguas con sales, ya que
producian un efecto osmético de sequia en la planta y esto generaba un limitado crecimiento
de ésta.

En definitiva, con riego moderado se obtuvieron valores mayores respecto al riego por secano.
En el estudio de 2018 de Caceres et al., se llegd a la conclusion que los diferentes niveles de
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agua aplicados sobre la vifia no producian ninguna diferencia en el peso de la baya. Aunque en
el estudio de Kennedy et al., (2000), los resultados coinciden con los de este estudio,
aumentando el peso de la baya en el tratamiento con riego moderado frente al de secano. Por
el contrario, en otro estudio elaborado por Matthews et al., (1987), los efectos debidos a los
diferentes niveles de riego dependian del estado fenoldgico de la vid y de la cantidad de agua.
Entre la floracién y el envero las bayas son mas sensibles a la cantidad de agua e incrementan
su crecimiento (Girona et al., 2009). McCarthy., (1997), observé que al someter a la vid a un
déficit hidrico en el periodo a continuacion de la floracién se producia una reduccidn
considerable del peso de la baya. La planta estd mas susceptible cuando se aplica riego antes
que después del envero Gil y Pszczétkowski., (2007).

Finalmente, si se encuentran diferencias significativas (P < 0,05) en los valores obtenidos en la
variable % pepita/baya, puesto que con el tratamiento en secano se obtuvo el valor mas elevado.

En la Tabla 3 se van a recoger los resultados obtenidos mediante ANOVA de la composicion del
extracto de las pepitas con efecto de los diferentes tratamientos.

Tabla 3. Promedio y desviacion tipica de los compuestos polifendlicos de las pepitas de la uva de
variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

Taninos (mg/g pepita) | Taninos (mg/g uva) IPT pepitas

T1 87,37+1,7a 6,71+0,3 a 63,68 +6,1a

T2 104,25 £ 3,4 ab 6,22+0,8a 67,63+1,6a

T3 112,52+3,8b 6,81+ 0,3 a 63,09t4,4a

T4 83,88+29a 525+0,7a 62,46 £3,3 a
Razoén- F 3,88 3,18 1,24
Valor- P 0,037 0,063 0,339

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con sulfato bdsico,
T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la misma columna indican que
existen diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor p<0,05).

Segun los resultados obtenidos (Tabla 3) se observa que existen diferencias significativas (valor
p < 0,05) en los taninos (expresados en mg de taninos/g pepita) entre las uvas sometidas a riego
moderado y las de tratamiento en secano. Pero en el ensayo realizado, la cantidad y tipo de
agua, no afecto a a la concentracidn de taninos de pepitas (mg de taninos/g uva) ni a los valores
de IPT de las pepitas.

Las distintas sales utilizadas, no influyen sobre los compuestos polifendlicos estudiados en
pepitas, Unicamente en su concentracion de taninos; dichos valores tienden a aumentar cuando
se riega con aguas con sulfatos, aunque cabe destacar el efecto de la presencia de cloruros en
el agua de riego con respecto a los demas tipos de agua empleadas. Por otra parte, el indice de
polifenoles totales es mayor con aguas de buena calidad, aunque sin diferencias significativas
con los otros tratamientos.

En el estudio de Keller., (2005) se observé que al utilizar aguas de riego con sales se producen
diferentes efectos en el crecimiento de la planta. Estos resultados concuerdan con los
observados por Miras y Intrigliolo (2017) donde aumentaba la concentracion polifendlica de la
uva con riego moderado con respecto a tratamientos de secano y segun Roby et al., 2004 no se
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observaron diferencias significativas con el contenido en flavonoles de las pepitas. En un estudio
realizado con Cabernet Sauvignon y Syrah se llegd a la conclusidon que las consecuencias de los
diferentes niveles de riego tienen diferentes efectos en el contenido polifendlico de las pepitas
segln la variedad (Kyraleou et al., 2016). También, en un estudio de 2017 de Kyraleou et al, los
taninos de las semillas aumentaron en riego moderado frente secano. Cassasa et al., (2015) y
Catellarin et al., (2007) indicaron que el estrés hidrico desde el envero hasta la cosecha puede
producir la madurez en la baya y reducir la sintesis de polifenoles en los hollejos y las pepitas.
Por el contrario, Kennedy., (2008) obtuvo mayores concentraciones de flavanoles en pepitas
maduras con un régimen de secano. El déficit de agua puede limitar la sintesis de taninos en
pepitas, pero el reducido tamafio de la baya anularia este efecto y los taninos aumentarian.
Puerto., (2018), realizé un estudio anterior a este en la misma parcela y tampoco obtuvo
diferencias significativas en la composicidon polifendlica de las pepitas con los diferentes
tratamientos.

5.2. Efectos producidos por el uso de los distintos tratamientos sobre el peso de 100
bayas, el peso de los hollejos de 100 bayas y la composicidn del extracto de los
hollejos.

En la Tabla 4 se van a evaluar mediante ANOVA, las diferencias obtenidas por el efecto de los
tratamientos (T1, T2, T3, T4) en uva de la variedad Monastrell para el peso de los hollejos en 100
bayas (g) y el porcentaje hollejo/baya.

Tabla 4. Promedio y desviacion tipica de peso de 100 bayas (g), el peso de los hollejos de 100 bayas (g)
y el % hollejo/baya de la uva de variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

Peso hollejos 100 bayas (g) % hollejos/baya
LE! 22,96 +3,8a 19,46+1,8a
T2 29,52+29b 18,49+0,6 a
T3 26,43 +£2,3ab 19,30+ 0,82
T4 27,01 +£0,8 ab 19,74 +0,6 a
Razon- F 4,11 1,02
Valor- P 0,032 0,417

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con
sulfato bdsico, T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la
misma columna indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por
el ANOVA (valor p<0,05).

Segun los resultados de la Tabla 4 se observan diferencias significativas (valor p < 0,05) en los
valores de los pesos de los hollejos de 100 bayas. Existe una diferencia entre el tratamiento de
secano (T1) y el tratamiento de riego moderado con agua de buena calidad (T2). Por ello, se
puede decir que el tratamiento en este caso afecta moderadamente al peso de los hollejos.
Segln Esteban et al., (2001) en condiciones de secano se disminuye el tamafio de la uva
generandose un microclima en los racimos con buena iluminacién y una humedad reducida que
hace aumentar el porcentaje de hollejo en la baya.

En referencia a los tratamientos con riego moderado (T2, T3 y T4) se puede comprobar que los
valores del peso de los hollejos aumentan con respecto al tratamiento en secano (T1),
correspondiendo a los obtenidos con la aplicaciéon de agua de buena calidad, los valores mas
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altos, es decir, a mayores niveles hidricos, aumenta el tamafio del hollejo y de la baya, no
apareciendo diferencias significativas la relacién %hollejos/baya. Aunque se demuestra que los
valores aumentan con el riego moderado.

Bucchetti et al., (2011) observo una reduccion del peso de la baya al disminuir la cantidad de
agua; en el caso de uva para vinificacidn, estos efectos son positivos (Casassa et al., 2015). Keller
etal., (2016) indico que el aporte de agua antes del envero produce cambios en la baya como el
aumento de esta y de los hollejos. Segiin McCarthy., (1997), el déficit hidrico mejoraba la calidad
de la fruta como consecuencia de un aumento de los hollejos frente a la baya, ya que en el
hollejo encontramos la mayor parte de los compuestos organicos beneficiosos en el proceso de
vinificacion como el color, sabor y aroma. Aragiiés et al., (2014) confirmaron en su estudio que
el peso de la baya tiende a disminuir cuando se aumentan las sales disueltas en el agua de riego.

En la Tabla 5 se recogen los resultados obtenidos mediante ANOVA de la composicién del
extracto de los hollejos con efecto de los diferentes tratamientos.

Al observar la Tabla 5 se observa que no existen diferencias significativas en la concentracidn
de antocianos por gramo de hollejo, aunque la proporcién hollejo-baya se mantiene en todos
los tratamientos sin dar lugar a diferencias significativas (p>0,05). Sin embargo, si se encuentran
diferencias significativas en la concentracién de antocianos por gramo de uva (valor p<0,05),
porque a pesar de no hallarse diferencias significativas en la relacion de hollejo/baya, la suma
de pequefias diferencias hace que los tratamientos provoquen diferencias significativas en dicha
variable. En el tratamiento en secano (T1), aparecen valores de antocianos ligeramente
superiores. Sin embargo, la composicion del agua de riego no influye en su concentracién.

Tabla 5. Promedio y desviacion tipica de los compuestos polifendlicos de los hollejos de la uva de
variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

Antocianos Antocianos . . Taninos Taninos
h(::iﬁ) o — IPT hollejos IC hollejos h(:;llgeﬁ) (o
T1 3,89+0,5a 0,790b 21,20£0,8b | 21,50+1,6c | 6,75+0,8a 1,31+0,2a
T2 3,76+0,1a 0,70x0a 20,30+0,8b | 19,22+0,6b | 8,04+0,1b 1,49+0a
T3 3,40+0,3a 0,66+ 0 a 17,7+11a 17,12+11a | 659+0,6a 1,27+0,1a
T4 3,29+0,3a 0,64+0a 16,90+ 1,3a | 1792+ 1ab 6,26 +0,3 a 1,23+0a
Razoén- F 3,32 9,03 14,71 10,88 9,32 3,34
Valor- P 0,057 0,002 0,000 0,001 0,009 0,055

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con sulfato bdsico,
T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la misma columna indican que
existen diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor p<0,05).

Castellarin et al., (2007) indico que el riego en etapas anteriores y posteriores al envero tiene
efectos en la concentracién de los compuestos polifenolicos en los hollejos. Los polifenoles de
los hollejos son muy sensibles a las variaciones de riego (Matthews et al., 1987) y disminuyen
con riegos moderados como ocurre en nuestro estudio. El régimen de secano produce una
disminucion del tamafio de la uva, pero reduce la sintesis de compuestos polifendlicos y por ello
aumentan en secano (Romero et al., 2010), (Castellarin y Di Gaspero., 2007).
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Por otra parte, los resultados para el indice de polifenoles totales (IPT) y los de la intensidad
colorante (IC) nos muestran diferencias significativas, ya que en ambos casos el p valor es menor
de 0,05. Con el tratamiento en secano (T1) se obtuvieron valores mayores de IC e IPT y en el
tratamiento con riego moderado con agua de buena calidad (T2) respecto al riego con sales
disueltas. Esto indica que los tratamientos de secano y riego con agua de buena calidad (T1y T2)
provocan una mayor concentracion de taninos y antocianos. Respecto al IC, encontramos
valores menores en los tratamientos de riego moderado con aguas con sales. La intensidad
colorante aumenta debido a la cantidad de antocianos ya que estos son los responsables
principales del color.

En los tres andlisis aparecen incrementados los valores en el tratamiento en régimen de secano,
por lo que las condiciones de restriccidn hidrica influyen en el resultado. Ademas, dentro del
riego moderado, hay una clara influencia sobre las sales minerales del agua en relacién con el
agua de buena calidad, observandose una disminucién de los valores al afiadir sales en los
resultados para IPTy IC.

En relacién con los resultados sobre la cantidad de taninos expresados en mg de taninos/mg de
uva, no se observan diferencias significativas, pero si en la concentracién de taninos expresada
en mg por gramo de hollejo. Como se ha visto en la Tabla 5, el valor p es de 0,0554, es igual a
0,05, por ello no aparecen diferencias. Esto indica que existe una influencia ligera de los
tratamientos en la sintesis de taninos, principalmente cuando se emplea agua de buena calidad
(T2). Las sales disueltas en el agua tienen efectos en la estructura del suelo, el crecimiento de la
planta y la composicidn de las bayas (Netzer et al., 2014).

Los compuestos polifenélicos son mayores con el tratamiento en secano, menos en el caso de
los taninos.

5.3 Anadlisis del grado medio de polimerizacién (mDP) del extracto de pepitas y
hollejos mediante cromatografia en fase liquida de alta eficacia (HPLC).

Mediante el andlisis, con una catdlisis acida en presencia de floroglucinol, del grado medio de
polimerizacién de proantocianidinas de los extractos, se obtiene informaciéon sobre la
concentracién de taninos condensados (Kennedy y Jones., 2001). El método se basa en la
ruptura del enlace interflavonoide en condiciones acidas, en presencia de floroglucinol y a 502C
para la despolimerizacién de las proantocianidinas y la liberacion de las subunidades terminales
de mondmeros de flavan-3-ol y subunidades de extension. El floroglucinol Unicamente va a
reaccionar con las subunidades de extensién para generar aductos analizables. Las subunidades
terminales se dividen en catequina, epicatequina, epigalocatequina y epicatequina-3-O-galato.,
y las subunidades de extensién unidas al floroglucinol son la catequina-floroglucinol,
epicatequina-floroglucinol,  epigalocatequina-fluoroglucinol y epicatequina-3-O-galato-
floroglucinol.

Ademas del grado medio de polimerizacion (mDP) de los taninos condensados también se
obtuvieron el peso molecular de los taninos (aMW), y él % de galoilacién. Este porcentaje nos
da informacion sobre la cantidad de taninos unidos a O-galato (Geny et al., 2003). El % de
galoilacién indica la astringencia del tanino, ya que, con un grado de polimerizacién de tanino
bajo, los taninos precipitan en mayor medida las proteinas de la saliva formando la astringencia.

En la Tablas 6 se representan los valores obtenidos para el grado medio de polimerizacién
(mDP), el porcentaje de galoilacién, y el peso molecular promedio de los taninos en el extracto
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de las pepitas. Se van a evaluar mediante ANOVA, las diferencias obtenidas por el efecto de los
tratamientos (T1, T2, T3, T4) en uva de la variedad Monastrell.

En la realizacién de los andlisis de la composicidn de las subunidades terminales y de extensién
en pepitas, encontramos la presencia de la catequina, la epicatequina, la catequina-
floroglucinol, la epicatequina-floroglucinol, la epicatequina-3-O-galato-floroglucinol y la
epicatequina-3-O-galato. Dentro de estas fueron mayoritarias las subunidades de epicatequina-
floroglucinol y la epicatequina-3-0O-galato-floroglucinol.

Tabla 6. Promedio y desviacidn tipica del grado medio de polimerizacién de taninos (mDP), el
porcentaje de galoilacién y el peso molecular de proantocianidinas (aMW) de pepitas de uva de
variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

mDP % Galoilacion aMw
T1 797+0,6a 15,35+0,8a 2500,89+191,4 a
T2 7,7£05a 15,22 +0,6 a 2413,43+£139,3a
T3 7,87+0,3a 15,23+0,2a 2467,87 £ 100,6 a
T4 7,77+0,3a 14,86 £ 0,6 a 2433+82,83a
Razén- F 0,29 0,56 0,33
Valor- P 0,829 0,651 0,805

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con sulfato
bdsico, T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la misma columna
indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor
p<0,05).

Al observar los resultados de la Tabla 6, no apreciamos diferencias significativas (p>0,05) en
ninguno de los tratamientos respecto al mDP, al % de galoilacién y aMW, por lo que en los
ensayos realizados en la cosecha 2018 de la variedad Monastrell, ningin tratamiento tiene
efectos en los pardmetros medidos, pero si que podemos ver valores ligeramente superiores al
resto en el caso del tratamiento en régimen de secano (T1).

Estos resultados de porcentaje de galoilacién y mDP, concuerdan con los rangos de valores
obtenidos por Prieur et al., (1994). Con el tratamiento en secano se consiguieron valores
mayores de mDP, % de galoilacién y aMW que con el riego moderado, sin encontrarse
diferencias significativas.

En los estudios de Kyraleou et al., (2016) y Kyraleou et al., (2017) obtuvieron resultados
similares, al no obtenerse diferencias significativas en el grado medio de polimerizaciéon con
diferentes niveles de riego. También se llegd a la conclusidon que el tratamiento sin riego
producia valores superiores en el % de galoilacion sin diferencias significativas, como en nuestro
caso.

En la Tabla 7 se representan los valores obtenidos para el grado medio de polimerizacién (mDP),
el porcentaje de galoilacidn, y el peso molecular promedio de los taninos en el extracto de los
hollejos. Se van a evaluar mediante ANOVA, las diferencias obtenidas por el efecto de los
tratamientos (T1, T2, T3, T4) en uva de la variedad Monastrell.

19



En la realizacidon de los analisis de la composicidn de las subunidades y de extensidon en hollejos,

encontramos la presencia de la catequina-floroglucinol, la epicatequina-floroglucinol,

la

epigalocatequina-fluoroglucinol y la epicatequina-3-O-galato-floroglucinol. Respecto a las
subunidades terminales encontramos la catequina. En el estudio de Kennedy y Jones (2001)
encontraron las subunidades terminales de catequina, epicatequina y epicatequina-3-0O-galato.
Esto puede ser debido a la poca cantidad de subunidades terminales que poseen los hollejos y
por ello no tienen representacidon en este estudio. Entre las subunidades de extensidn destacé

la epicatequina-floroglucinol como en los resultados que obtuvo Riou et al., (2002).

Tabla 7. Promedio y desviacién tipica del grado medio de polimerizacion de taninos (mDP), el
porcentaje de galoilacion y el peso molecular de proantocianidinas (aMW) de hollejos de uva de
variedad Monastrell sometida a diversos tratamientos.

mDP % Galoilacion aMw
T1 15,18 +2,7 a 3,55+0,7a 4454 + 775 a
T2 15,50+2,5a 31+1a 4540+ 741 a
T3 14,83 +4a 29+04a 4337,5+1177,6 a
T4 16,58+ 1a 444+13a 4891,5+335,2a
Razén- F 0,30 2,14 0,34
Valor- P 0,827 0,148 0,793

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con sulfato
bdsico, T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la misma columna
indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor
p<0,05).

En la Tabla 7 no se observan diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes
tratamientos y los parametros representados. Es decir, ningln tratamiento influye en los
valores de mDP, % de galoilacion y aMW. Javaga (2017) tampoco obtuvo diferencias
significativas entre estos pardmetros y los diferentes tratamientos. En los tres factores, los
resultados son ligeramente superiores en el caso del agua con cloruros. Esto quiere decir
qgue los vinos que se obtengan de uvas regadas con agua con cloruros podran ser mas
tanicos y pero menos astringentes debido a sus valores mayores de mPD. Estos resultados
de mDP son bastante parecidos a los obtenidos en el estudio de Kyraleou et al., (2020) con
los hollejos de diferentes variedades de uva.

5.4 Anadlisis de la concentracion de antocianos pormenorizados del extracto de
hollejos mediante cromatografia en fase liquida de alta eficacia (HPLC).

La concentracidn de antocianos pormenorizados del extracto de los hollejos se basé en la
carente esterificacion del carbono 6 del anillo glucosa (Cheynie et al., 2000). Estos
antocianos glucosilados son los mayoritarios en la baya y estan formados por delfinidina-3-
glucésido, cianidina-3-glucésido, petunidina-3-glucdsido, peonidina-3-glucésido vy
malvidina-3-glucésido. El compuesto coloreado mas abundante en las uvas es la malvidina-
3-glucésido (Ribéreau-Gayon et al., 2000).
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Nufez et al., (2004), llegd a la conclusidn en su estudio con la variedad Graciano que cada
variedad de uva tiene sus fracciones antocianicas propias y gracias a ello se pueden
distinguir diferentes cultivares.

En la Tabla 8 se van a representar los resultados obtenidos en la fraccién de antocianos
glucosilados.

Tabla 8. Promedio y desviacion tipica de la concentracion de la fraccion glucosilada de hollejos de uva
de variedad Monastrell sometida a sometida a diferentes tratamientos.

Antocianos glucosilados totales (mg/g
hollejo)
T1 3,1+0,3b
T 293+0,3b
T3 2,49+0,4a
T4 2,46+0,3a
Razén- F 6,66
Valor- P 0,001

T1= Secano; T2= Riego moderado, agua de buena calidad; T3= Riego moderado, agua con sulfato
bdsico, T4= Riego moderado, agua con cloruros bdsicos. Las letras diferentes en la misma columna
indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor
p<0,05).

Al observar los resultados de |la Tabla 8, se aprecian diferencias significativas (p<0,05) entre la
concentracién de antocianos glucosilados y los diferentes tratamientos, aunque. Esto nos indica
que la cantidad y calidad del agua influye en la cantidad de antocianos. Sin embargo, no se
obtenian diferencias en el andlisis de la concentracién de antocianos totales (Tabla 5), debido a
gue la metodologia de antocianos pormenorizados nos permite detectar mejor cada grupo de
antociano presente. Con el tratamiento en secano se consigue la mayor concentraciéon de
antocianos pormenorizados. Respecto a las diferentes salinidades, no tienen influencia en la
cantidad de antocianos pormenorizados, pero si que la tiene el agua de buena calidad. Por otra
parte, se puede ver que en el caso del riego con agua de buena calidad se consigue un aumento
de la malvidina-3-glucdsido. Estos resultados concuerdan bastante con los del estudio de Ky et
al, (2014) que se realizd con orujos de una suma de diferentes variedades de uva con resultados
del orden de 2,9 mg.

5.5 Analisis PCA de los resultados obtenidos.

En la figura 2 se van a representar todos los resultados obtenidos mediante un analisis de
componentes principales. En los graficos se representan los diferentes tratamientos y las
variables obtenidas (pesos, composicidn polifendlica, mDP) en hollejos y pepitas.

Este andlisis nos permite explicar las interacciones existentes entre los diferentes tratamientos
y los resultados obtenidos. Consiste en condensar la informacion para que resulte mds sencillo
su apreciacion.

El grafico de puntuaciones (Figura 4 a) sirve para observar las diferencias entre los distintos
tratamientos de riego
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El grafico de cargas (Figura 4 b) se representan todas las variables y los tratamientos.

a) Grafico de puntuaciones
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Figura 4. Andlisis de los diferentes tratamientos de riego (t2, t2, t3 y t4) realizado sobre los resultados
obtenidos (a) grdfico de puntuaciones para los diferentes riegos (scores); (b) grdfico de cargas
(loadings).

Al observar los dos graficos de |la Figura 4 se puede apreciar el efecto de la calidad del agua sobre
la composicidn polifendlica, los pesos de las bayas, hollejos y pepitas y el mDP, dando lugar a
tres grupos diferenciados. El primero de ellos estaria formado por las uvas de régimen de
secano, el segundo, por las uvas procedentes del riego con agua de buena calidad y el tercero
por las uvas sometidas a riego con aguas con sales de cloruros y sulfatos.

Mediante el grafico de cargas observamos que mediante el tratamiento en secano se consigue
mayor composicién polifendlica, pero es con el tratamiento con aguas de buena calidad donde
se consiguen los mayores pesos de las bayas, pero también de sus hollejos y pepitas. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en las diferentes tablas a lo largo de este estudio, pero
aporta una mejor visualizacion de los resultados.

22



6. CONCLUSIONES

1.

El menor peso en las bayas y hollejos se consigue con el tratamiento en secano. Los
hollejos de estas uvas tienen mayor contenido en antocianos, polifenoles, y color.
Aungue en las pepitas no resultd influyente el tratamiento de secano con respecto a
riego moderado. Este resultado es positivo si el objetivo es elaborar vinos tintos con
mejores caracteristicas organolépticas ya que estos compuestos influyen en su
astringencia, amargor, estructura, cuerpo y color rojo del vino.

Dentro del riego moderado, la utilizacién de aguas de buena calidad genera el mayor
peso de las bayas, hollejos y pepitas. La carga polifendlica es ligeramente superior al
resto. Gracias a estas caracteristicas este tipo de agua es el mas indicado para la
elaboracidn de vinos tintos debido al alto contenido en taninos que al polimerizarse con
los antocianos se suavizan y estabilizan el color. Por lo tanto, se obtendria mayor
volumen de vino con caracteristicas organolépticas adecuadas.

El riego con aguas salinas tiene resultados bastante parecidos, en los pesos de bayas,
pepitas, hollejos y compuestos polifenolicos. Por lo que no hay diferencias entre las
distintas sales de cloruros y sulfuros. Los valores de taninos, polifenoles y color fueron
ligeramente inferiores al resto de tratamientos, por lo que no seria interesante su
utilizacién a no ser que pretendamos obtener grandes cantidades de vino, pero sin
calidad, un poco oxidados debido al mayor valor de A y con bajo contenido en
polifenoles protectores de las oxidaciones.

El grado medio de polimerizaciéon de proantocianidinas en hollejos es mayor con el
tratamiento salino con cloruros basicos, aunque no es significativo por lo que tendran el
mismo nivel de astringencia.

Con estos resultados llegamos a la conclusién que utilizar aguas de buena calidad es la
mejor opcién para obtener los mejores resultados en la cantidad, el color y en el indice
polifenolicos, pero si tenemos que sustituirla, es preferible el tratamiento en secano
antes que el riego con sales disueltas a pesar de la disminucién del rendimiento. Por otra
parte, respecto a los antocianos y taninos no existirian diferencias. Esta opcién es buena
para los climas mediterraneos.

Es recomendable realizar este estudio en diferentes afadas para que las conclusiones sean
mas acertadas, debido a la poca informacién que existe sobre diferentes aguas de riego y
sobre la variedad Monastrell.
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