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1.1 Presentacion

La vina, planta colonizadora y vehiculo de civilizacién, y el vino, bebida
magica asociada desde siempre a la inmortalidad, estan presentes en las
culturas mas antiguas que se conocen, como demuestra la existencia de la

3

palabra “vino” en todas las lenguas indoeuropeas. De hecho, la cultura del
vino, ha contribuido significativamente al progreso de las civilizaciones

distribuidas por todo el area del Mediterraneo.

Diversas teorias cientificas pretenden explicar el origen de la vifia, de su
domesticacion y de datar el momento histérico en el que el hombre elaboré
vino por primera vez. Su cultivo se sitia originariamente en las faldas del
Catcaso (Armenia, Georgia), extendiéndose por Oriente hasta llegar a China y
la India y por Occidente hacia el Mediterraneo (1). Aqui fue donde habitaron
los primeros pueblos que aprendieron a ser viticultores, hasta llegar a la

maxima expresion de pueblo devoto del vino que fue Grecia.

Sin embargo, es a Roma a quien corresponde el honor de haber sido la
gran difusora de la cultura del vino, con la expansién del Imperio romano por
toda Europa. Alrededor del afio 200 a.C., el vino en Roma se convirti6 en un
producto lujoso y de prestigio, comenzandose a clasificar segun la procedencia
y afada. Los vinos eran muy densos (se hervian) y se rebajaban con agua a la
hora de servir. En algunas ocasiones se realizaban maceraciones en hierbas
aromaticas, similares al procedimiento de obtencién del vermut. Los esclavos y
legionarios solo tenian derecho a beber una mezcla de vino avinagrado
rebajado con agua llamado “posca”, que se aderezaba con miel (2). Aquellos

vinos resultarian imbebibles para los paladares de los consumidores actuales.

Ya en la Edad Media, se continuaba bebiendo el vino mezclado con agua
y, en la mayoria de los casos, los vinos se convertian en vinagre al llegar la
primavera (3), lo que demuestra que el almacenamiento de esta bebida era una
cuestion que quedaba aun por resolver. La proteccion contra la oxidacion era
muy pobre y el uso de sulfuroso era aun desconocido. A pesar de ello se
empleaban algunas técnicas con el objeto de aumentar la vida del vino, como
recubrir los recipientes con brea, el empleo de resinas, el uso de saborizantes

que enmascarasen el sabor del vino avinagrado, etc.
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No fue hasta el afio 1863 cuando el emperador francés, Luis Napoledn,
solicité al quimico Louis Pasteur que estudiase las razones por las que se
estropeaban los vinos, ya que estaba causando grandes dafios a la economia

francesa.

Tres afos después Pasteur publicé "Etudes sur le vin" (4) demostrando
por vez primera que existian las levaduras, seres vivos microscopicos que
gobernaban los procesos de fermentacién alcohdlica, y c6mo el control de estos
organismos hacia que se pudiese controlar la degradacion del vino. Dicho de
otra manera, Pasteur fue el primero en determinar el papel central del oxigeno

en la elaboracion del vino.

Figura I.1.Louis Pasteur en su laboratorio,
pintado por A. Edelfeldt en 1885

Esta nueva vision fundamenté que la enologia empezara a cobrar una
vision cientifica acerca de sus procesos. Puede decirse que con Pasteur naci6
la ciencia de la enologia, combinando el estudio de procesos del ambito de la
biologia y la quimica. A partir de entonces, se comenzaron a estudiar y a
perfeccionar los procesos de elaboracion y conservacion del vino que

garantizarian su maxima calidad.

El concepto de calidad de cualquier alimento, no olvidemos que el vino

es considerado un alimento (5), engloba tanto conceptos higiénico-sanitarios,
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Presentacion y objetivos
nutritivos y tecnolégicos, como organolépticos. Estos ultimos hacen referencia
a los atributos sensoriales de color, aspecto, sabor, textura, aroma, etc., los

cuales.

En este sentido, el analisis sensorial de un vino, el cual se define como el
conjunto de métodos y técnicas que permiten identificar, percibir y apreciar a
través de los 6rganos de los sentidos, un cierto namero de sus propiedades (6),
es un instrumento muy importante para las bodegas para conocer la

aceptacion de sus productos por parte de los consumidores.

El analisis instrumental es un complemento al analisis sensorial, ya que
permite detectar y reconocer compuestos que no son percibidos en la
degustacion. Ademas, a través del analisis instrumental es posible conocer si
los niveles de los constituyentes de un vino se sitiian dentro del marco legal de
proteccion de la salud del consumidor, por lo que no puede separarse de su
analisis sensorial. La tecnologia puede ayudar al analisis sensorial, pero nunca
podra reemplazarla, ya que no detecta la armonia de los constituyentes de un

vino.

El vino ha pasado de ser una bebida consumida cotidianamente en el
hogar a ser actualmente un elemento de ocio y sociabilidad que se disfruta en
compania, siendo los restaurantes y las celebraciones, los marcos mas
atractivos para su consumo. Es importante recalcar la componente hedénica
que tiene el vino, las sensaciones de placer y estimulaciéon que provocan en el

consumidor al degustarlo.

La percepcion humana del mundo es fundamentalmente visual (7), de
ahi que sean el color y la apariencia el primer contacto que tiene el

consumidor con el vino, condicionando e influenciando su eleccion.

El color de un vino esta condicionado por un gran numero de factores
como la variedad de uva, el tipo de producto, el modo de elaboracién o su
edad. En cualquier caso, el color de un vino depende de su composicion
quimica por lo que, es uno de los factores mas determinantes a la hora de

caracterizarlo.
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El vino blanco puede presentar una gama de colores desde el amarillo
palido al caramelo segun la intensidad de la maceracion y grado de oxidacion.
Los reflejos verdes indican que se trata de un vino blanco joven, y este color va
evolucionando durante el envejecimiento. Si el envejecimiento tiene lugar en
un ambiente reductor, protegido del aire, vira hacia un tono amarillo dorado,
mientras que en contacto con el aire lo hace hacia tonos marrones. Los vinos
blancos licorosos se vuelven de color ambar con el tiempo; los de Madeira, por

ejemplo, se vuelven de color caoba.

El color de los vinos rosados depende de su juventud, y su intensidad
esta condicionada por el tipo de vinificacion: los obtenidos por vinificacion en
blanco contendran muy pocos antocianos y su color sera menos intenso,
mientras que los que se han obtenido mediante una corta maceracion tendran
una mayor intensidad de color debido a la mayor concentracién de antocianos.
Con el envejecimiento, el color del vino rosado pasa del color rosa fresa hacia
tonos mas palidos, hasta alcanzar el caracteristico color llamado “piel de

cebolla”.

En los vinos tintos se pueden encontrar casi todos los tonos rojos, desde
tonalidades moradas propias de un vino joven hasta tonalidades cereza
propias de un vino de crianza, o teja de los muy envejecidos. Ademas, el color
del vino tinto puede proporcionarnos una idea no sélo de su edad, sino de su
estado de conservacion e incluso de si posee algun defecto. El estudio del color
del vino tinto ha cobrado mucha importancia en los tultimos afios, centrandose
en el conocimiento de los compuestos responsables del mismo y de su

estabilidad a lo largo del tiempo.

Ademas del color, el grado de limpidez y vivacidad del vino, que hacen
referencia al aspecto del mismo, complementan el examen visual. Asi podemos
enriquecer la descripcion visual con adjetivos tales como brillante, luminoso,

palido, mate, etc.

Por todo ello, el color del vino aporta mucha informacién sobre su
calidad. Una discordancia entre el color que presenta un vino y el que cabria

esperar segun la edad del mismo es motivo suficiente para rechazarlo, mas

()]
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aun si esta circunstancia se acompana de la falta de calidad en otros atributos

sensoriales.

En las bodegas, conscientes de esta importancia, cada vez es mayor el
interés por conocer y controlar los factores que condicionan el color del vino
tinto, para poder asegurar una adecuada intensidad y evolucién del color a lo
largo de su almacenamiento. Hasta no hace muchos anos, este conocimiento
era basicamente empirico y, por consiguiente, las intervenciones técnicas eran
muy limitadas. En la actualidad, se han producido avances significativos en el
conocimiento cientifico sobre la materia colorante de los vinos tintos, lo que ha

propiciado un avance tecnolégico notable.

El color del vino tinto depende en buena medida del estado de
maduracion de las uvas con las que se elabora, que determina su contenido en

antocianos, asi como del proceso de vinificacién empleado (8).

El estado de maduracion de las uvas condicionara la fecha de la
vendimia, por lo que es necesario realizar controles de maduraciéon que

permitan establecer el momento 6ptimo de madurez (9).

Hasta hace poco, la madurez de la uva se determinaba por la relaciéon de
azucares y acidez de la pulpa (madurez tecnolégica) a partir de la cual se
extrae el mosto. Tras la fermentacion, los azucares y acidos confieren al vino
su caracteristico equilibrio alcohol-acidez. El control de madurez tecnolégica
en el vifiedo se realiza de forma simple y rapida, determinando el contenido de
azucares por refractometria del mosto, la acidez total por valoracion acido-base
del mosto y su pH por potenciometria (10), existiendo equipos automaticos

para la medida de estos parametros.

Actualmente, para definir el estado de maduracion de las uvas tintas es
necesario valorar, ademas, su contenido en compuestos fendlicos,
especialmente en antocianos y taninos, pues son los compuestos responsables
del color y el cuerpo del vino (11). Este parametro es lo que se denomina
madurez fendlica. Para determinar el contenido fendlico de las uvas es
necesaria una etapa de pretratamiento de la muestra previa al analisis

propiamente dicho, que consiste en someter a las uvas a un proceso acelerado
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de extraccion de los compuestos fendlicos localizados en la piel y en las pepitas
de la uva. Ademas, para que este método de evaluacion de la madurez fendlica
sea fiable, el método de extracciéon deberia reproducir lo que ocurre en el
depdsito de fermentacion y los resultados aportados deberian tener una

correlaciéon con los vinos obtenidos a partir de las mismas uvas.

Las metodologias empleadas en bodegas para medir los compuestos
fenolicos se basan en la espectrofotometria UV-Vis, que es una técnica

sencilla, pero lenta cuando hay que analizar muchas muestras a la vez.

Entre los grandes avances de la instrumentacién analitica, destaca la
espectroscopia de infrarrojo medio con transformada de Fourier (FT-MIR), la
cual ha demostrado ser una técnica con gran potencial tanto para la
investigacion cientifica como para la industria (12). Los equipos basados en
esta técnica aportan gran cantidad de informacién en un tiempo de analisis

minimo, inferior a un minuto.

Los equipos FT-MIR ya se estan utilizando en las grandes bodegas para
el analisis rutinario de algunos parametros del vino, como son el grado
alcohoélico, los azucares reductores, la acidez...(13,14). La fiabilidad de los
resultados aportados con ella dependen de la robustez y trazabilidad con las
que se hayan construido los modelos de -calibracion, por lo que es
recomendable evaluar los modelos facilitados por el fabricante y que sea cada
bodega la que compruebe y cree sus propios modelos de calibracién empleando

muestras representativas a modo de patrones de calibracion.

La técnica FT-MIR también se aplica actualmente en el control de
vendimia, pero su uso se centra fundamentalmente en el control de la
madurez tecnolégica de la uva, es decir, del contenido en azucares (y
consecuentemente del grado alcoholico probable) y de la acidez total del mosto.
De manera particular, el FT-MIR también puede emplearse en el analisis de

algunos compuestos relacionados con el estado sanitario de la vendimia (15).

Sin embargo, dado que no existe una metodologia rapida y fiable basada
en el FT-MIR para evaluar el contenido de compuestos fendlicos en uvas

durante la vendimia ni tampoco para monitorizar la extraccion de estos
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compuestos en los depoésitos de fermentacion, el grupo de Quimica Analitica
Enologica i dels Aliments de la Universitat Rovira i Virgili (URV) consider6

interesante abrir una linea de investigacion dedicada a dicho propésito.

Teniendo en cuenta que en la bibliografia existen diferentes métodos de
extraccion de la uva para el estudio de estos compuestos, se pensé que la
primera etapa del trabajo de investigacion deberia centrarse en el tratamiento
de la muestra (la uva) para desarrollar un método de analisis de rutina

repetitivo, rapido, fiable y que fuese de facil implementaciéon en bodega.

Asi fue como empezé a perfilarse esta Tesis Doctoral que se ha
desarrollado a caballo entre el Laboratorio de Investigacion 323 del Dpto. de
Quimica Analitica y Quimica Organica y en la Finca y Bodega Experimental
“Mas dels Frares” (en el término municipal de Constanti, en Tarragona),
pertenecientes a la Facultad de Enologia de Tarragona de la Universitat Rovira i

Virgili.

La memoria de esta Tesis Doctoral esta estructurada de manera que los
distintos capitulos (exceptuando el Capitulo II) muestran una primera parte
introductoria, a continuacién la descripciéon de la parte experimental donde se
detalla y discute el proceso que ha dado lugar a los trabajos publicados, los
cuales se recogen en los Anexos 1-5, al final de la Tesis, y por ultimo las
conclusiones a las que ha dado lugar los estudios realizados en cada capitulo.
Asimismo, en el Anexo 6 se pueden encontrar las contribuciones a los

congresos a las que ha dado lugar toda la investigacion.

El Capitulo II proporciona una vision general de los compuestos
fenolicos responsables del color de la uva y el vino y los factores que mas
condicionan su presencia y proporcion en este mismo. El capitulo se inicia con
la clasificacion de los compuestos fendlicos y una descripcion de éstos,
incluyendo su localizacién en las diferentes partes de la baya, asi como el
proceso de sintesis y factores que lo favorecen y la evolucién que presentan a

la largo de la maduracién de la uva.

El capitulo contintia con la descripcion de los factores mas influyentes

en el proceso de extraccion de los compuestos fendlicos de la uva durante la
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vinificacion en tinto, la evolucién que sufren estos compuestos a lo largo del
envejecimiento del vino y el papel que desempena el equilibrio entre los
diferentes compuestos fenoélicos (antocianos y taninos) en la estabilidad de su

color a lo largo del tiempo.

El Capitulo III comienza con una parte tedrica introductoria donde se
presenta una revision bibliografica de los métodos de pre-tratamiento de la uva
para la cuantificacion de los compuestos fendlicos, asi como las
determinaciones analiticas basadas en la espectrofotometria UV-Vis para
evaluar sus parametros fendlicos y cromaticos para el seguimiento de su

madurez fenodlica.

La segunda parte del Capitulo III constituye la parte experimental. En €1
se detalla en primer lugar el estudio de comparaciéon de tres de los métodos
mas utilizados por el sector enolégico con el fin de conocer sus propiedades, y
de si era posible establecer correspondencias entre ellos mediante regresion
lineal, con el fin de establecer equivalencias que permitiesen transformar los
resultados proporcionados por laboratorios que emplean diferentes

metodologias.

El siguiente estudio se centr6 en evaluar las variables mas
determinantes en la extraccion eficaz de los compuestos fenélicos de interés
para poner a punto un método de extraccion de la uva que fuera rapido,
preciso y fiable para poder ser implantado en bodega. También se realizé un
estudio de conservaciéon de muestras derivado de la necesidad de mantener las

propiedades de las uvas intactas hasta su analisis.

Tras optimizar el método de extracciéon con el que determinar el
contenido fendlico de la uva, el ultimo estudio recogido en el Capitulo III se
centré en evaluar la capacidad predictiva del método de extracciéon optimizado
de las propiedades cromaticas y composicion fenélica del vino obtenido
mediante las correlaciones obtenidas entre los extractos de uva y sus

correspondientes vinos.

El Capitulo IV comienza con una parte teérica introductoria donde se

presenta el método de analisis rapido basado en la espectroscopia de infrarrojo
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con transformada de Fourier (FT-MIR), las técnicas quimiométricas empleadas
en el tratamiento de datos, asi como una revision bibliografica sobre el empleo

de la técnica FT-MIR en el analisis de uvas y vinos.

La segunda parte del Capitulo IV constituye la parte experimental.
Comienza con el estudio donde se detalla el desarrollo de modelos de
calibracion multivariante, basados en la regresion PLS entre la respuesta de la
espectroscopia FT-MIR y la respuesta de la espectrofotometria UV-Vis como
técnica de referencia, que permiten el seguimiento de la madurez fendlica
mediante la cuantificacion de los compuestos fenolicos en extractos de uva de

forma rapida y fiable.

El segundo estudio del Capitulo IV consistié6 en emplear la técnica FT-
MIR empleada en el seguimiento de la madurez fenodlica para monitorizar la
extraccion de los compuestos fenodlicos procedentes de la uva durante la

vinificacién en tinto.

Para acabar, en el Capitulo V se recogen las conclusiones generales a las
que se ha llegado a partir de los resultados obtenidos durante la

experimentacion realizada.

1.2 Objetivos

El mercado actual del vino tinto de alta calidad demanda vinos de
mucho color y cuerpo, sin resultar demasiado duros y astringentes. Para
producir este tipo de vino es necesario que la uva presente los adecuados
niveles de madurez y calidad, por tanto, estos criterios son lo que deben

emplearse para determinar la fecha de la vendimia.

Los compuestos fenodlicos son los responsables del color del vino y
también contribuyen a su estructura y a la estabilizacién del color durante su
almacenamiento. Si las uvas no alcanzan un adecuado grado de madurez

fenolica, los vinos acostumbran a ser poco coloreados y demasiado duros.

11
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Se hace necesario, por tanto, realizar un seguimiento del estado de
madurez fenélica de las uvas durante su desarrollo para decidir el momento

optimo de vendimia.

Durante los ultimos afios se han descrito diversas metodologias para la
determinacion de la madurez fenélica. No obstante, todas estas metodologias
proporcionan resultados que no siempre reflejan lo que después ocurrira
durante la vinificacién. La fase de extraccion es crucial, ya que en ella se
pretende reproducir de forma acelerada el proceso de solubilizacion de los
compuestos fenoélicos que tendra lugar en el depésito de fermentacion. Este es
probablemente el factor determinante de todas las metodologias, ya que no se
trata de extraer todo aquello que la uva contiene, sino de extraer sélo lo que el
futuro vino tendra. Por lo tanto, la fiabilidad del método de extraccion
adoptado en los controles de maduracion fenodlica de la uva depende

sobremanera del resultado que obtengamos en los vinos finales.

La concentracion de los compuestos fenélicos en el vino depende no sélo
de la materia prima, la uva, sino también del modelo de vinificacion que
apliquemos. De ahi el interés de encontrar métodos rapidos que permitan
valorar en tiempo real el contenido fenodlico de la uva, y seguir la extracciéon de

los compuestos fendlicos durante la vinificacion.

Respecto a la técnica analitica, la tradicionalmente empleada en bodega
para determinar estos compuestos es la espectrofotométrica, basada en las
medidas de absorbancia de la muestra a longitudes de onda especificas. Esta
técnica es rapida y sencilla, pero resulta dificil de automatizar cuando se
precisa analizar un elevado numero de muestras, por el tratamiento que

requiere la muestra.

En los ultimos tiempos, el uso de técnicas espectroscépicas como la
espectroscopia de infrarrojo medio con transformada de Fourier (FT-MIR), ha
emergido como una poderosa herramienta analitica no destructiva que permite
realizar analisis de multiples compuestos en un elevado numero de muestras

de una manera rapida y automatizada.
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La espectroscopia infrarroja requiere el empleo conjunto de técnicas
quimiométricas de calibracion multivariante para el tratamiento de los datos.
El método de calibracion multivariante mas utilizado es el de regresion por

minimos cuadrados parciales (PLS).

Aunque existen bodegas que ya emplean equipos FT-MIR en sus
laboratorios para la cuantificacion de diversos parametros en la uva y el vino,
los modelos de calibraciéon comerciales proporcionados para la cuantificacion

de los compuestos fenodlicos no resultan satisfactorios.

Esto se debe a que las muestras empleadas en la construccién de esos
modelos proceden de variedades de uva y regiones viticolas concretas, que
otorgan caracteristicas propias a la matriz de la muestra, y que no tienen por

qué ser similares a las de nuestras muestras.

Por tanto es preciso desarrollar nuevos modelos de calibracién utilizando
un numero suficiente de muestras representativas como para asegurar que el
método contemplara la variabilidad tipica de las muestras que se pretenden
analizar. Conviene destacar que para la calibracién de un equipo FT-MIR no se
pueden preparar soluciones de patrones comerciales puros, ya que la matriz

de estos diferiria de las de las muestras a analizar.

A parte del control de maduracién, para las bodegas es de vital
importancia controlar las fermentaciones que transcurren en los depdsitos,
con el objetivo de comprobar que se desarrollan satisfactoriamente y poder
establecer el final de la extraccién de los compuestos fenélicos. Este aspecto es
importante porque si se prolonga la etapa de maceraciéon durante demasiado
tiempo puede producirse un aumento de la acidez volatil, del amargor y de los
aromas herbaceos. Ademas, el conocimiento de la composicion fenoélica del

vino permite determinar su calidad y capacidad para envejecer.

A partir de todas estas premisas, los objetivos del presente trabajo de

investigacion fueron:

1. Desarrollar un método de andlisis de la uva para determinar su madurez
fenolica de manera que se dispusiera de una herramienta que permitiera

establecer la fecha de vendimia con mas criterio.
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2. Aplicar la técnica FT-MIR para reproducir los valores de los parametros
de madurez fenodlica determinados con el método desarrollado anteriormente.
De este modo se podria disponer de una técnica rapida para hacer el

seguimiento de este parametro.

3. Estudiar la posibilidad de predecir los parametros fenélicos del vino a
partir de los parametros fenolicos medidos en la uva a través de la técnica

rapida FT-MIR.
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CAPITULO 1I

El color de la uva tinta y el vino
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El color es una de las propiedades organolépticas mas importantes del
vino. En consecuencia, influye de manera decisiva en la aceptacion del
producto por parte del consumidor. El color del vino depende de varios
factores como son el estado de maduraciéon de las uvas con que se ha
elaborado, de las técnicas enolégicas empleadas, de su estado de conservacion,
tiempo de crianza, etc. Por todo ello, el color es uno de los parametros mas

determinantes a la hora de caracterizar un vino tinto.

II.1 La composicion fendlica de las uvas tintas

Los compuestos fenodlicos presentes en la uva tinta representan una
amplia familia de moléculas que desempefian un importante papel en enologia,
por su contribucién en los atributos sensoriales del vino tinto, como el color,
las propiedades gustativas (cuerpo, astringencia, y amargor), y su capacidad

de envejecimiento (1).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se
caracterizan por tener un anillo fendlico al que se unen sustituyentes de
diferente naturaleza quimica. Su reactividad se debe al caracter acido de la

funcion fendlica y al caracter nucleofilico del anillo (2).

Los compuestos fendlicos se clasifican en dos grandes grupos:
flavonoides y no flavonoides. Se hace esta distincién en funcién de si derivan o

no de la estructura del anillo de flavano (Figura II.1).

Figura II.1. Anillo de flavano
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un oxigeno y unidos por una cadena de tres atomos de carbono que suele

El anillo de flavano posee dos anillos bencénicos (A y C) agrupados con

cerrarse formando el ciclo del pirano (B).

presentes en el racimo de uva, divididas en dos grandes grupos en funcién de

su estructura quimica: flavonoides y no flavonoides. En la Figura I.2 se

La Tabla II.1 muestra las diferentes familias de compuestos fenélicos

muestra su distribucion en las diferentes partes del racimo.

Tabla II. 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos presentes en la uva

No Flavonoides Flavonoides
Acidos fenélicos Flavonoles
- Acidos benzoicos
Ko A Flavononoles y Flavonas
- Acidos cinamicos
Antocianos
Estilbenos
Flavanoles
- Catequinas
- Taninos
condensados
-Procianidinas
-Prodelfinidinas

Acidos fenélicos Raspon

Estilbenos
Flavanoles
Antocianos
Flavanonoles
Flavanoles
Flavonas

Flavanoles Pedicelo

Azucar
Acido tartarico
Acido malico
Aromas Pulpa

) Hollejo
Acidos fendlicos

Pepita

Figura I1.2. Localizacién de los diferentes compuestos fendlicos en el racimo
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Los acidos fenodlicos se pueden encontrar tanto en las pieles como en la
pulpa (3), pero desde el punto de vista cuantitativo y organoléptico estos

compuestos no son relevantes.

La presencia de los estilbenos se limita a las pieles (4) y aunque desde el
punto de vista organoléptico no son significativos, debido a su potencial
anticarcinogénico y efectos neuroprotectores, se les atribuye un papel

importante en la salud humana (5).

Los flavonoles son los responsables del color amarillo de las pieles de las
variedades blancas, por lo que se encuentran fundamentalmente en las pieles

(6), aunque también se han detectado en la pulpa (7).

Los antocianos son los pigmentos responsables del color purpura de la
piel de las uvas tintas y naturalmente del color del vino tinto, por lo que se
localizan en la piel de la baya (8), aunque excepcionalmente también pueden
encontrarse en la pulpa de las variedades tintoreras (9), siendo éstas muy

ricas en color.

Los flavanoles se encuentran repartidos en las partes sélidas de la uva:
piel, pepitas y raspon (10-13), mientras que los flavanonoles y flavonas se han

identificado en la piel de la uva blanca (14) y en el raspén (13).

Finalmente, merecen especial distincién los antocianos y los taninos
condensados, por ser los compuestos mas relevantes en relacion al color del
vino tinto y a su estabilidad durante su envejecimiento. Ademas, los taninos
también son responsables de las sensaciones gustativas del vino. Por ello, el
estudio de ambos tipos de compuestos presenta mucha importancia para el

sector enologico.

II.1.1 Antocianos

Los antocianos -del griego anthos (flor) y kyanos (azul)- reciben este
nombre cuando estan bajo la forma heterdsida (unidos por enlace glucosidico
en posicion 3 a una molécula de glucosa), que es la que se encuentra en las

uvas de las variedades tintas de Vitis vinifera. Sin embargo, cuando estan bajo
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forma libre (aglicona) (15) se denominan antocianinas, aunque éstas son

formas inestables.

Se distinguen cinco tipos de moléculas de antocianinas, en funcion de

los sustituyentes R; y Ry (Figura II.3). En el género Vitis el antociano

mayoritario es la malvidina-3-glucésido (16-18). En otras especies del mismo

género, como Vitis rupestris o Vitis riparia, los antocianos se encuentran como

diglucoésidos, con moléculas de glucosa en las posiciones 3y 5.

OH Antocianinas R: R2

Cianidina OH H
OH
Peonidina OCHs H
R>
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs OH
OH Malvidina OCHs OCHs

Figura I1.3. Estructura quimica de los antocianos de Vitis vinifera

Existe otra categoria de antocianos en la uva, denominada antocianos

acilados, que se caracterizan porque en ellos la molécula de glucosa esta

esterificada por un acido fendlico, generalmente cafeico o p-cumarico (19)

(Figura 11.4).

OMe

'/LJOH

. B |
HO"“H—./&“ Ox"‘- /JQQ\._/(A\“‘

P ;[ ~" “OMe
U f | OH

OH CL/ HCH,0H

| o— O-CO-CH=CH N\ /

)—OH

Figura 1.4 Estructura del p-cumarato-3-monoglucésido de malvidina
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En el vino la complejidad de la composiciéon antocidnica aumenta aun
mas debido a la combinacién de los antocianos con ciertas moléculas, como el
acido acético, el piruvico, el vinilfenol, el acetaldehido, los vinilflavanoles, etc.,
que se producen durante la fermentacion y crianza en barricas (20,21). Esta
variabilidad estructural permite discriminar variedades por su perfil

antocianico (22,23), asi como la caracterizacion de determinados vinos (24-26).

En la uva, los antocianos se encuentran en cantidades entre 500 y 3000
mg/Kg (27), en el vino rosado entre 35y 160 mg/L (28) y en el vino tinto entre
300 y 800 mg/L (29,30), aunque puede ser incluso menor, en funcién de la

variedad (31,32).

Los antocianos son compuestos solubles en agua localizados en las
vacuolas de las células de la piel de las variedades tintas. A medida que las
uvas maduran, los antocianos ocupan un mayor espacio dentro de la vacuola,
incrementando su tamano, en detrimento del citoplasma. En los casos
excepcionales de las variedades tintoreras, estos compuestos también estan
presentes en la pulpa, dando variedades muy ricas en color. Cabe decir, que
los antocianos también estan presentes en las hojas, en especial al final de la
etapa de crecimiento, cuando las hojas se vuelven rojas antes de su caida (33),
y que como es ldgico, estos compuestos estan ausentes en las variedades de

uva blanca.

Si consideramos que la piel de uva esta constituida por entre 5y 6 capas
celulares, estos pigmentos se sitian en las vacuolas de las células localizadas
en la hipodermis, entre la 1* y 4? capa de cé€lulas (34), de manera que se
produce un gradiente de concentracion positiva desde el exterior hacia el

interior de las uvas (Figura I1.5).

Existen estudios sobre dénde se origina la sintesis de los antocianos (35-
37) segun los cuales ésta se inicia dentro de unas vesiculas esféricas
denominadas antocianoplastos situadas en el citoplasma. Una vez que se
forman los antocianos dentro de los antocianoplastos, éstas vesiculas
aumentan su tamano y durante la maduracién, los antocianos migran hacia la

vacuola, donde se acumulan, volviéndola mas pigmentada.
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Epidermis

Hipodermis

Pulpa

Figura IL.5. Seccion transversal de la piel de la uva tinta (a) y
estructura esquemdtica de los tejidos de la piel (b)

I1.1.2 Taninos

Los taninos representan una compleja familia dentro de los flavanoles
(31), y esta compuesta por cuatro tipos principales: galotaninos, elagitaninos,
taninos complejos y taninos condensados (38). La Figura II.6 muestra la

clasificacion de los taninos que existen en la naturaleza.

Taninos

|

Taninos hidrolizables

|

Galotaninos
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Figura I1.6. Clasificacion de los taninos (38)
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Los galotaninos y elagitaninos conforman el grupo de los taninos
hidrolizables y se pueden encontrar en los vinos de crianza debido a que su
origen es la propia madera de las barricas. Estos taninos son polimeros de
unidades de acido galico o elagico esterificado con glucosa y presentan la

caracteristica de hidrolizarse anadiendo acido, agua caliente o tanasas.

Sin embargo, hay elagitaninos que no son hidrolizables debido a una
uniéon C-C adicional entre su unidad de catequina con un resto glucosidico
unido a otra unidad de galotanino o elagitanino. A este tipo de taninos se les
denomina taninos complejos (38), por no entrar dentro de las otras

clasificaciones.

Desde el punto de vista enolégico, los mas importantes son los taninos
condensados, ya que provienen de la uva. Se encuentran distribuidos en las
partes sdlidas (piel, pepitas y raspon) en elevadas concentraciones y
desempenan un papel importante en las propiedades organolépticas del vino
tinto, como la estabilidad del color y las propiedades gustativas relativas al

cuerpo y a la astringencia.

Los taninos condensados son un grupo heterogéneo de compuestos
formado por la condensaciéon de dos o mas unidades de flavanol, unidos entre
si mediante enlaces carbono-carbono. De acuerdo al namero de unidades de
flavanol elementales que entran a formar parte de su estructura, se suele
distinguir entre taninos oligémeros (hasta cinco unidades) y polimeros (mas de

cinco unidades).

Los taninos condensados integran, junto con las formas isoméricas de la
catequina, la familia de los flavanoles (31). En la Figura II.7 se muestra la

estructura quimica de los monémeros de flavanol.

La familia quimica de los taninos condensados comprende dos tipos de

compuestos: las procianidinas y prodelfinidinas.

Las procianidinas son polimeros de flavanol que derivan de la catequina
y la epicatequina, y reciben este nombre debido a que en medio fuertemente

acido se hidrolizan para dar lugar a cianidina.
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De manera similar, las prodelfinidinas son los polimeros de flavanol que
derivan de la galocatequina y la epigalocatequina, y reciben este nombre

porque se hidrolizan a delfinidina en medio acido.

R=H == (+)-Catequina
R=0H =% (1) Galocatequina

{(-)-Catequina
H =% () Galocatequina

HHE

2

R=H =@ (.)-Epicatequina | R=H === (+)-Epicatequina
R=0H ==# () Epigalocatequina | R=0H ==l (+)-Epigalocatequina

Figura I.7. Estructura quimica de los monémeros de flavanol (39)

En la polimerizacion de los flavanoles, se produce una condensacion
oxidativa entre el carbono C4 del heterociclo y el carbono C8 o C6 de otra
unidad adyacente. A este tipo de polimeros, cuyos monémeros se unen
mediante un solo enlace se les denominan polimeros de tipo B. Asi, las
procianidinas dimeras B1l, B2, B3 y B4 (Figura I1.8) se caracterizan por

presentar enlaces C4-C8 y son las mas comunes en las uvas.

La procianidina B1 se localiza en la piel de la uva, mientras que las B3 y
B4 se hallan en las semillas. Sin embargo, la procianidina B2 es la mas

abundante tanto en pieles como en pepitas (40,41).

En lo que a las procianidinas dimeras unidas por enlaces C4-C6
respecta, aunque no son tan abundantes como las anteriores, podemos

encontrar en las uvas la B5, B6, B7 y B8 (Figura I1.9).
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HO

R, R;
Procianidina B1 OH H
Procianidina B2 H OH
Procianidina B3 OH H
Procianidina B4 H OH

Figura I1.8. Estructura de las Procianidinas B1-B4

OH
HO 0 <I
il OH
& on
H §
HO @ OH
R,
Ry . Ry H Q
HO HO
OH OH
R] RZ
Procianidina B5 H OH
Procianidina B6 OH H
Procianidina B7 OH H
Procianidina B8 H OH

Figura I1.9. Estructura de las Procianidinas B4-B8
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Por otro lado, los polimeros de tipo A presentan un enlace éter adicional
entre las posiciones C2-O-C7, como las procianidinas Al y A2 (Figura II.10) o
C2-0-C5, aunque en la uva este tipo de estructuras se encuentra en menor

proporcion que las de tipo B (42).

Procianidina A1 Procianidina A2

Epicatequina-(23-0O-7, 4-8)-catequina Epicatequina-(23-O-7, 48-8)-epicatequina

Figura I1.10. Estructura de las Procianidinas Al y A2

Cabe decir que la mayoria de autores incluyen dentro del término
procianidinas todos los taninos condensados, es decir, tanto las procianidinas
como las prodelfinidinas. Para evitar esta confusion, en el texto de la presente
Tesis Doctoral se emplea el término “taninos condensados”, ya que mas amplio

que el de procianidinas.

En las uvas, se hace una distinciéon entre los taninos de las pieles y los
taninos de las pepitas (12). Se ha observado que los taninos condensados
procedentes de la piel y las pepitas difieren en tamano, tipo de unidades que
los conforman y propiedades sensoriales. En general, los taninos de las pepitas
son mas cortos y tienen un alto porcentaje de subunidades galoidadas
(esterificadas con acido galico) debido a la mayor presencia de subunidades de
epigalocatequina (11). Los taninos de las pieles son generalmente mayores y
presentan una proporcién significativa de subunidades de epigalocatequina

trihidroxilada (12).
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Tanto los monémeros de flavanol como los taninos condensados
presentan una clara tendencia a la polimerizacion. El grado de polimerizacion
medio es del orden de 10 en las semillas (11) y de 30 en los hollejos (12), si

bien el grado de polimerizacion medio en el vino se sitia alrededor de 7 (43).

Respecto a los niveles de astringencia y amargor que aporta un tanino
condensado, éstos vienen determinados por su tamarno (44). Asi, tal y como se
muestra en la Figura II.11, cuando el grado de polimerizacién de un tanino
llega a valores cercanos a diez unidades de flavanol, se consigue la mayor
astringencia, mientras que cuando la polimerizacion esta alrededor de cuatro

unidades, se obtienen los taninos mas amargos (45).

Intensidad

Gusto Amargo
.

1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9 10 1
Grado de Polimerizacién

Figura II.11. Relacién entre el grado de polimerizacion
de los taninos con el amargor y la astringencia (45)

En lo que concierne a la localizacién de los taninos condensados en las
pepitas (Figura II.12), éstos se distribuyen entre los tres tejidos marcados con
asterisco (*): la epidermis, una parte amplia del tegumento externo, y la capa

interna del tegumento interno (46).

Cuticula

Epidermis (*)

DDDD D D D Tegumento
DDDDD D D o
OO OOOD Tegumento
OO0 OOOD interno ()

D G | G | o i )

CJC 30000 I JC I JC JC ) Albumen
D G G | G O G
Figura I.12. Estructura esquemcdtica de los tejidos de las pepitas

29



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragoso Garci
Dh 715372 (qQPTO 1T

Desde la perspectiva de elaboraciéon del vino, tener en cuenta esta
localizacién es importante, porque los compuestos de la epidermis y del
tegumento externo se extraen parcialmente durante el proceso de maceracion,

cuando el etanol disuelve la capa cerosa de la cuticula (47).

En la Figura II.13 se muestra esquematicamente la localizacién de los
taninos en la piel de la uva, la cual también contiene acidos fenolicos y
flavanoles en las células vacuolares. Los acidos fenoles son los compuestos

fenolicos mayoritarios de la pulpa.

Taninos condensados
ligados a los
polisacaridos de la
pared celular

Taninos condensados
ligados al tonoplasto
(mambrana vacuolar)

Epidermis

Taninos condensados
dentro de la vacuola
de una célula de la

hipodermis cercana a

la epidermis . .
Hipodermis

Taninos condensados
dentro de la vacuola
de una célula del
mesocarpio cercana a
la pulpa

Mesocarpio

Pulpa

Figura II.13. Localizacion esquemdtica de los taninos en las pieles

En cuanto a los taninos condensados de las pieles, hay que distinguir

entre tres tipos:

1. Los taninos condensados presentes en las vacuolas de algunas células.
Estos aparecen en forma de granulos en las células de la hipodermis, préxima
a la epidermis, y como granulaciones difusas en las células internas del

mesocarpio, hacia la pulpa.
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2. Los taninos condensados fuertemente enlazados al tonoplasto, que es la

membrana proteofosfolipidica que delimita la vacuola. Estos taninos se

encuentran formando un depésito continuo, pero pueden presentarse bajo la

forma de unidades granulares separadas.

3. Los taninos condensados ligados a los polisacaridos de la pared celular

(de celulosa-pectina) a través de enlaces glucosidicos. Este complejo tanino-

polisacarido tiene un efecto positivo en las cualidades organolépticas de los

vinos, ya que aumentan su untuosidad y volumen en boca (32).

I1.1.3 Sintesis de los compuestos fendlicos

La sintesis de los compuestos fendlicos es una consecuencia colateral de

la formacion y acumulaciéon de azucares en la uva (1,49) (Figura II.14).
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Figura II.14. Esquema de la sintesis de los compuestos fenélicos
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La sintesis de los compuestos fenélicos comienza con la molécula de L-
fenilalanina (50), la cual es sintetizada por la planta a partir del acido
siquimico (51). La fenilalanina es transformada en acido cinamico gracias a la
accion de la enzima fenilalanina-amonioliasa (PAL) que, eliminando amonio de

la fenilalanina y tirosina, forma los primeros compuestos fenolicos (52).

La enzima PAL esta localizada exclusivamente en las células del hollejo y
de algunos tejidos de pepitas, lo que explica la acumulacién de los polifenoles
en estas partes del grano de uva. Durante la fase de crecimiento de la uva
(periodo herbaceo), la actividad de la enzima PAL esta orientada (a través de
los fitorreguladores auxinas, giberelinas y citoquininas) a estimular la sintesis
de proteinas necesarias en el crecimiento vegetativo de la planta (6rganos
verdes). En el envero, el crecimiento vegetativo se detiene y la enzima PAL
cambia de funcién (por accién del fitorregulador acido abcisico) hacia la

sintesis de compuestos fenoélicos, que se prolonga durante toda la maduracioén.

II.1.4 Factores viticolas que influyen en la sintesis de los
compuestos fenédlicos

Los factores viticolas mas influyentes en la sintesis de los compuestos
fenolicos de las uvas son los que influyen en la actividad de la enzima PAL y
son: la luz, la temperatura y las condiciones del terreno, como la fertilidad y

agua disponible.

La luz es indispensable para la activacion de la PAL, por lo que el
numero de horas de insolacién tendra, sin duda, gran importancia sobre la

sintesis de compuestos fenolicos.

También se incrementa la actividad de la enzima PAL al aumentar la
temperatura hasta un limite maximo de 35°C, obteniéndose asi uvas con

mayor concentraciéon de compuestos fenélicos (50-52).

Por otro lado, si el terreno presenta abundante disponibilidad de
nitrégeno y agua, se desactiva el acido abcisico (ABA), orientando la enzima
PAL hacia la sintesis de proteinas y crecimiento vegetativo y bloqueando la via

de sintesis de los compuestos fenélicos y de maduracion fenolica. De ahi que
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las cepas mas frondosas posean las uvas menos coloreadas. Por este motivo
deben limitarse los abonados y riegos con el objetivo de obtener un equilibrio

entre produccion y calidad del producto.

Existe un estudio particularmente interesante en lo que se refiere al
efecto del estrés hidrico sobre la sintesis de antocianos (18). En dicho estudio,
realizado sobre cepas de la variedad Merlot, se observa como este factor
viticola modifica de manera notable el metabolismo secundario y la expresion
de los genes que dirigen la sintesis de los diferentes tipos de antocianos en la
etapa de maduraciéon. Asi, el estrés hidrico no sélo provoca un aumento
significativo del contenido antocianico total (del 37-57%), sino que también
influye en la composiciéon antocianica que determina el color de las uvas,
dirigiendo la ruta de sintesis de los antocianos hacia estructuras que
presentan un color mas azulado: Malvidina-3-glucésido, Delfinidina-3-

glucosido y Petunidina-3-glucoésido.

I1.1.5 Evolucion de los antocianos y taninos durante la maduracion
de la uva

Desde el envero hasta la maduracion, el contenido fendlico de la piel
aumenta. En la Figura II.15, se muestra la evolucion de los antocianos y

taninos durante la maduracion de la uva tinta.

— Antocianos
\ Taninos de hollejos

Taninos de pepitas
— Max. Azucar/Acidez

Concentracion

Envero Madurez Tiempo

Figura II.15. Evolucién de los compuestos fendlicos durante la
maduracion de la uva tinta (1)
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La evolucién de los antocianos es ascendente y se describe en tres
etapas: una fase inicial de acumulacion rapida, sucedida por una acumulacion
lenta hasta llegar a un maximo (que generalmente coincide con el valor mas
alto de la relacion azucar/acidez), tras el cual, disminuye (27,53). Este
descenso de la concentracion se produce cuando las uvas maduran demasiado

(etapa de sobremaduracion) y los antocianos comienzan a descomponerse.

Por otra parte, la concentracion de monémeros de flavanol (catequina y
epicatequina) de las pepitas, asi como de los dimeros de flavanol, las
procianidinas B1, B2, B3 y B4 (B2 y B4 son las predominantes en las pepitas)
aumenta en el envero, que es el momento de maxima concentracion. Le sigue
una etapa de marcado descenso hasta cerca de la maduracién, y, en ese
momento, permanece relativamente constante (54,55). El descenso de
concentracion de los monémeros y dimeros de flavanol, que puede explicarse
por fenémenos de oxidacion (56,57) y de sintesis de pigmentos polimeros (58),
hace aumentar el grado medio de polimerizaciéon en las pepitas durante la
maduracion (57, 59). Asi pues, en general, los taninos condensados contenidos
en las pepitas sufren un progresivo descenso desde el envero hasta la
maduraciéon porque se incrementa su grado de polimerizacion, aunque

disminuye su extractabilidad debido a la lignificacién de las pepitas (41).

Respecto a las procianidinas de las pieles (B1, B3 y B4), éstas tienen
una evolucion similar a las de las pepitas, de manera que la concentraciéon
aumenta en los primeros dias de la maduraciéon y va seguida de un descenso
progresivo (54) debido a reacciones de polimerizacion. Consecuentemente, la
presencia de taninos condensados en los hollejos aumenta durante la
maduracion, aunque su acumulacién es mas lenta y su maximo se alcanza
algunos dias después que el de los antocianos, por lo que la evolucién de estos
compuestos y el maximo alcanzado no siempre coincide. Los taninos
condensados de las pieles presentan estructuras complejas, polimerizandose
con proteinas y polisacaridos de las paredes celulares del hollejo que, como se
ha dicho anteriormente y comunicando al vino sensaciones muy apreciadas de

untuosidad y volumen en boca (1).
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El balance global de taninos condensados en la uva indica que las
concentraciones son altas en el envero, pero van decreciendo los taninos
procedentes de las pepitas y aumentando los de las pieles a lo largo de la
maduracion, hasta permanecer casi constante en el momento préximo a la
vendimia. Este comportamiento también esta relacionado con la evolucion de

la extractabilidad de pieles y pepitas a lo largo de la maduracion.

Asi pues, se puede constatar que el hecho de retrasar la vendimia y, por
tanto, aumentar el nivel de maduracién de la uva, produce un incremento de
la sensacién de volumen en boca y cuerpo (39). Por el contrario, disminuye la
astringencia y el sabor amargo. Dicho de otra manera, los vinos obtenidos de
uva verde son cortos en boca, con poco volumen y cuerpo y, sin embargo,
astringentes y amargos. Los vinos de uva madura seran menos astringentes

que los de uva verde y tendran mas color.

Es por tanto obvio, que el correcto grado de maduracion es vital para la
elaboraciéon de vinos de calidad. En el caso ideal, la maduracion fenélica y
tecnolégica tienen lugar simultaneamente, pero en la realidad, no siempre

ocurre asi.

En la uva verde no solo existe una baja concentraciéon de compuestos
fenodlicos, sino que tanto la capa ceroide (pruina) que recubre la superficie de
la uva (capa externa de la piel) como la cara interna de la piel, que esta
cubjerta por una capa de células de la pulpa muy gruesa, dificultan la
solubilizacion de los compuestos fenélicos por ambas caras. Por tanto, los
compuestos fendlicos seran de dificil extracciéon y dara lugar a vinos poco

coloreados, estructurados y astringentes.

A medida que la uva madura, la capa de células de la pulpa unida a la
cara interna de la piel se vuelve mas fina, permitiendo una mayor extraccion
de  compuestos  fendlicos, antocianos y  taninos  condensados
fundamentalmente, por la cara interna de la piel. Ademas, por otra parte, el
incremento de la concentraciéon de etanol que se produce en la fermentacion
solubiliza la pruina que recubre la uva y hace posible que también se produzca

la extraccion por la cara externa de la piel.
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Respecto a la extraccion de los compuestos fendlicos de las semillas, hay
que recordar que, con la madurez, éstas endurecen su superficie con una
cuticula y una envoltura lignificada (Figura II.16) que dificultara la extraccién

en ausencia de etanol (60).

(7) Madurez éptima

Figura II. 16 Evolucion del color de las pepitas a lo largo de la maduracion de la uva

II.2 La composicion fendlica del vino tinto

I1.2.1 Extraccion de los compuestos fenédlicos durante el proceso
de vinificacion en tinto

La vinificacién es el conjunto de operaciones puestas en practica para
transformar el mosto resultante del estrujado de los racimos en vino y, en el
caso de la uva tinta, implica tres fenémenos principales: la fermentacion

alcoholica, la maceracioén y la fermentacién malolactica.

Cuando la uva entra a la bodega, se despalilla para eliminar el raspén y
se estruja para aumentar la superficie de contacto entre el mosto y las partes
solidas de la uva, lo que facilita la maceracion. El mosto es trasladado a los
tanques de fermentaciéon donde de inmediato se procede a agregar anhidrido
sulfuroso, que actiia como antioxidante y antimicrobiano. A esta etapa, previa
a la fermentacioén, se la denomina maceracion pre-fermentativa, por lo que se

desarrolla en medio acuoso y a temperaturas moderadas (39).

A continuacién, se inocula la levadura comercial, teniendo lugar
simultaneamente la fermentacién alcohodlica y la maceracion. La maceracién
que transcurre en paralelo con la fermentaciéon se la denomina maceracion
durante la fermentacién y ambos fenémenos condicionan la cinética de

extraccion de los compuestos fenélicos.
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Durante el proceso de fermentacién, que suele desarrollarse entre 22°C y
30°C, las levaduras transforman los aziicares en etanol y diéxido de carbono,
junto con otros productos (31). El progresivo aumento de la concentracién de
etanol, junto con el de la temperatura, facilita una mayor extracciéon de los

compuestos fenolicos de pieles y pepitas.

Este hecho se debe a que el etanol actia sobre las membranas celulares
y vacuolares de las células de las pieles mediante la desorganizacion de su
estructura creando orificios que permiten que las moléculas situadas en las
vacuolas atraviesen las paredes celulares. De esta manera, los antocianos y
taninos libres poco polimerizados son extraidos al comienzo de la vinificacion,
mientras que los pigmentos polimeros y las proantocianidinas con mayor
grado de polimerizaciéon, o proantocianidinas wunidas a proteinas o
polisacaridos de las paredes celulares se extraen al final de la vinificacion,

cuando el etanol ha degradado las membranas celulares de las pieles (48).

La presencia de etanol también conlleva el aumento de la extraccion de
los taninos de las pepitas. Esto se explica porque la capa formada por acidos
grasos y otros lipidos cuticulares (ceras) que recubre la superficie de las
semillas son insolubles en fase acuosa. Esta capa actia como una barrera
para la difusion de los taninos cuando el medio es acuoso (al comienzo de la
fermentacion), pero, durante el transcurso de la fermentacién, se acelera la

solubilizacion de estas sustancias en etanol (34).

Desde que finaliza la fermentacion (desaparicion de todos los aziicares
del medio comprobada por la estabilizacién de la densidad) hasta que se decide
descubar tiene lugar la maceracion post-fermentativa en medio etanodlico. Su
duracion dependera de la decision del endlogo, ya que si se prolonga en exceso
esta etapa pueden aparecer defectos como la oxidaciéon de los compuestos
fenolicos (entre ellos los antocianos), un aumento del amargor, de aromas

herbaceos y de acidez volatil (61).

La Figura II.17 muestra la cinética de extraccion de los compuestos

fenolicos durante estas etapas.

Acabada la fermentacién y maceracion, se procede a descubar el vino
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para separar las pieles y las pepitas. El vaciado de los depositos se realiza
mediante el escurrido del vino (sangrado). A continuacién se procede a prensar
los orujos para obtener el denominado vino de prensa (supone el 15% del

volumen total del vino obtenido).

A

Maceracién Maceracién durante la Maceracion
prefermentativa fermentacién alcohdlica postfermentativa

Intensidad
colorante
Taninos
de la piel
Antocianos
Taninos de
la semillas
Polisacaridos

Figura II.17.Cinética de extraccion de los compuestos fendlico

durante la fermentacién/maceracion (39)

Cuando el vino es destinado a crianza, las primeras fracciones del vino
de prensa se suelen mezclar con el vino sangrado para que le aporte mas

cuerpo (ya que es mas rico en compuestos fenolicos) y estabilice su color (32).

Para terminar, tiene lugar la fermentacién malolactica, que supone la
transformacion del acido malico procedente de la uva en acido lactico por parte
de las bacterias lacticas localizadas en la piel de la uva. Los efectos que la
fermentaciéon malolactica produce sobre los vinos son deseables en el caso de
los tintos destinados a crianza, ya que produce una disminucién de la acidez
total del vino (con la desaparicion del acido malico) y de las sensaciones
gustativas asperas y astringentes, y la aparicion del acido lactico, que es mas
suave, y de manoproteinas liberadas tras la autolisis de las levaduras y otros
polisacaridos procedentes de las bacterias lacticas (31) que incrementan las

sensaciones de suavidad y untuosidad.

La fermentacion malolactica también modifica el aroma del vino,
disminuyendo los aromas varietales (primarios) y los generados durante la
fermentacion alcohdlica (secundarios), mientras que lo enriquece en diacetilo

por degradacion del acido citrico. Este compuesto caracteristico de la
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fermentacion malolactica presenta olor a mantequilla y contribuye

positivamente al aroma del vino (32).

Entre los inconvenientes que provoca la fermentacién malolactica esta la
pérdida de color del vino debida al aumento del pH, que modifica el equilibrio
entre las diferentes formas de los antocianos, como se vera mas adelante. Al
aumentar el pH, una pequena parte de los cationes flavilio (rojo) se desplaza a

bases quinona (azul) y carbinol (incoloras).

I1.2.2 Practicas enolégicas durante la vinificacion en tinto que
influyen en la extraccion de los compuestos fendlicos

La extraccion de los compuestos fendlicos de la uva esta condicionada
indudablemente por el grado de madurez de la uva (apartado II.1.5). Sin
embargo, las practicas enologicas empleadas durante la vinificacion pueden

favorecer atin mas la disolucion de los compuestos fenélicos en el vino.

I1.2.2.1 Tiempo de maceracion

Los criterios para decidir el tiempo de maceracion deben fundamentarse
en el tipo de vino que deseamos elaborar, la variedad de uva, en el estado
sanitario y en su nivel de madurez fenélica (62). La Figura II.18 muestra el

efecto del tiempo de maceracion sobre las sensaciones gustativas del vino.

La maceracion corta es empleada para obtener vinos jévenes, ya que con
pocos dias de maceracion se consigue una correcta extraccion del color y de

aromas afrutados y se evita obtener vinos muy tanicos (39, 63, 64).

Por el contrario, si deseamos obtener vinos de crianza, las maceraciones
deberan ser mas largas, ya que de este modo se consigue incrementar la
extraccién de antocianos, taninos, polisacaridos y proteinas para dar al vino la

estructura necesaria y garantizar un color elevado y estable en el tiempo.

Alargando las maceraciones se consiguen vinos con altos contenidos de
catequina y taninos, que pueden unirse a los antocianos y estabilizar el color

frente a una variaciéon de pH o decoloracién con SO (64).
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Figura IL18. Influencia del tiempo de maceracion sobre las
sensaciones gustativas del vino (39)

Ademas, la extension de la maceracion produce un aumento progresivo
de los taninos procedentes de las pepitas, llegando a ser los predominantes en
la composicién tanica del vino (40, 65). Por ello, podemos decir que, alargando
la maceracion, el equilibrio gustativo del vino evoluciona muy positivamente,
siempre y cuando la uva esté sana y bien madura. Como muestra la Figura
I1.18, alargando la maceracion se incrementa el volumen en boca y la

persistencia del vino.

Por lo tanto, dependiendo del tipo de uva y vino a elaborar, se hace
necesario un modo de trabajar distinto, puesto que para la elaboracién de
vinos de crianza de alta calidad es indispensable realizar maceraciones largas
con uvas maduras. Por el contrario, si la uva posee insuficiente madurez
fenolica no conviene alargar la maceracion, ya que se corre el riesgo de obtener

vinos muy duros, amargos y herbaceos.

Por otra parte, tiempos de maceraciones excesivamente largos pueden
deteriorar la calidad sensorial del vino. Al prolongar innecesariamente la
maceracion, puede aumentar la acidez volatil considerablemente y el sombrero
comienza a desprender olor a acido acético y acetato de etilo, echando a perder

las caracteristicas sensoriales buscadas. Para evitar el desastre, se debe
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proceder a descubar el vino en cuanto se detecte un punto de inflexion en su

calidad sensorial.

El namero de dias en los que se consigue la maxima extraccion de color
varia entre los 4-16 dias (66), en funciéon de la variedad de uva de que se trate.
La concentracién de antocianos aumenta progresivamente durante los 4-6
primeros dias de maceracion, para después estabilizarse. La concentracion de
taninos de las pieles también se estabiliza tras los 4-6 dias de maceracion,
aunque la de las pepitas continda aumentando hasta los diez dias (65).
Alrededor del décimo dia, la concentracién total de polifenoles alcanza su

maximo (64, 67, 68).

I1.2.2.2 Temperatura de fermentacién

La temperatura de fermentacion es también muy influyente en la
disolucion de los compuestos fendlicos, ya que favorece su difusion (69).
Temperaturas del orden de los 28-30°C producen una 6ptima extracciéon y
polimerizaciéon de los antocianos, deseable para obtener vinos tintos de mucho
color para crianza (70, 71), mientras que temperaturas del orden de 20-25°C
se utilizan para producir vinos tintos frescos, afrutados (72). Por esta razon, se
han desarrollado técnicas que permiten variar la temperatura a las que tiene

lugar la fermentacion.

La maceracién carboénica es una técnica prefermentativa que emplea
nieve carbonica para bajar la temperatura de la uva hasta los 4°C y evitar que
fermente inmediatamente. Durante la maceraciéon carboénica, pieles y pepitas
se maceran durante 1 6 2 dias a una temperatura entre 15-20°C con el
proposito de aumentar la extraccion de los compuestos fenolicos en fase
acuosa. Asi se consigue que la fermentacion comience con un alto nivel de
antocianos y flavanoles poco polimerizados (de pequefio tamafio) disueltos ya

en el medio.

Esta practica incrementa significativamente el color, la concentraciéon de
antocianos y compuestos fenoélicos totales (39) en ausencia de etanol, por lo
que es muy adecuada para uva poco madura, ya que no se corre el riesgo de

extraer demasiado tanino de las semillas. Ademas, al enfriar el mosto se
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reduce la acciéon de las polifenoloxidasas que puedan deteriorar el color del
vino. Mas tarde, durante la fermentacion, el etanol degradara las pieles y se

extraeran los compuestos fenélicos de mayor tamano, los mas polimerizados.

Existe otra técnica prefermentativa denominada termovinificacion, que
consiste en calentar la pasta de vendimia hasta los 70°C durante 30-60
minutos para producir una mayor solubilizacion de los compuestos fendélicos.
Los vinos obtenidos por termovinificacién presentan un color mas intenso que
los vinos tradicionales, aunque contienen menos antocianos y mas
compuestos polimeros. Hay que ser prudentes en la utilizacion de esta técnica,
ya que comporta el riesgo de obtener vinos astringentes con aromas herbaceos.
Ademas, los antocianos a partir de los 40°C se degradan (73), por lo que soélo
se suele emplear en los casos en los que la uva presente problemas de
podredumbre, ya que la fuerte temperatura desactiva la enzima lacasa

generada por la Botrytis cinerea (39).

Otra técnica parecida a la termovinificacion es la denominada
maceracion final en caliente. Esta técnica consiste en calentar a 35-40°C la
cuba una vez que la fermentaciéon alcohdlica ha finalizado. Este sistema de
vinificaciéon permite también incrementar la extraccion de los compuestos
fenolicos y mejorar el color del vino, aunque una sobreextraccion puede dar

lugar a un vino astringente y herbaceo (74).

11.2.2.3 Uso de enzimas

Otra practica enolégica empleada para aumentar la extracciéon de color
es la utilizacién de enzimas pectoliticos. Ello se debe a que estos enzimas, al
hidrolizar las pectinas de las paredes de las células de la capa de la pulpa
proxima a la piel (mesocarpio), favorecen la extraccion de antocianos,
proporcionando un aumento de color y una disminucién del tiempo de

maceracion (75, 76).

Los preparados actuales contienen, ademas de la actividad pectolitica,
otras como glicosidasas, proteasas, hemicelulasas y celulasas, que refuerzan la
accion de las pectinasas. Con estos preparados se ha conseguido elaborar

vinos de mejor color, contenido tanico y calidad (77), ya que no sélo los
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antocianos van a ser extraidos de las pieles, sino también taninos ligados a las
paredes celulares como resultado de la accion de celulasas y hemicelulasas.
Estos taninos pueden ayudar a estabilizar el color del vino y a incrementar la

sensacion de volumen en boca.

I1.2.2.4 Rotura del sombrero

Las diversas operaciones destinadas a romper el sombrero (pieles y
pepitas compactadas), formado en la superficie del depoésito por el arrastre de
particulas en suspension mediante el CO, desprendido en la fermentacion,
proporcionan una mayor extracciéon de color y de compuestos fenoélicos. Estas
operaciones sumergen las pieles y pepitas con el mosto en fermentacion una o

dos veces al dia para aumentar la superficie de contacto.

A mayor numero de bazuqueos, mayor extraccion de color (39). Sin
embargo hay que ser prudentes en su aplicacion, puesto que estas practicas
también implican una aireacién del vino que puede favorecer el crecimiento de

bacterias acéticas y provocar su picado.

I11.2.2.5 Anhidrido sulfuroso

A las temperaturas a las que normalmente tienen lugar las
fermentaciones en tinto, el anhidrido sulfuroso no afecta excesivamente a la
extracciéon de compuestos fendlicos. Sin embargo, a bajas temperaturas (por
debajo de los 12°C), como las que existen en las maceraciones carbénicas, una
concentracion superior de anhidrido sulfuroso rompe las células de los hollejos

y produce una extraccion mayor de color (78).

El anhidrido sulfuroso también afecta el color del vino a través de la

decoloracion reversible de los antocianos, protegiéndolos de la oxidacion.

I1.2.3 Propiedades quimicas de los antocianos

Se ha incluido este apartado porque constituye el fundamento sobre el

que se basan los métodos de analisis mas utilizados por las bodegas para
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determinar la concentraciéon de estos compuestos, y que se revisaran en el
Capitulo III.

I1.2.3.1 En funcién del pH

En el vino, los antocianos presentan un equilibrio entre diferentes

formas quimicas en funcién del pH (39) (Figura II.19).

Forma A+ o catién flavilio
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Figura I.19. Equilibrios entre las formas estructurales de los
antocianos en funcion del pH (39)

A un pH bajo (< 2.0) los antocianos se encuentran mayoritariamente en
forma de catién flavilio (A*), de color rojo. Sin embargo, es una estructura poco
estable y evoluciona rapidamente. Al aumentar el pH, como puede ocurrir tras
la fermentacion malolactica (pH>3.5), el catién flavilio desaparece rapidamente
por desprotonacion de los grupos hidroxilo de las posiciones 5, 7, y 4’ para dar
lugar a varias formas coloreadas denominadas bases quinonas (AO). Estas
estructuras, que aun mantienen la alternancia de los dobles enlaces,
presentan coloracion azulada, con maximos de absorcion a longitudes de onda

proximas a 620 nm.
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Este equilibrio se establece de forma muy rapida (tiempos del orden de
milisegundos), pero en medios acuosos las bases quinonas formadas son muy
inestables, ya que no estan favorecidas termodinamicamente. Sélo predominan
a corto plazo y por ello los equilibrios se desplazan rapidamente hacia la

formacion de bases hidratadas.

Al pH del vino (2.8-4.0), se produce la hidratacion del catiéon flavilio,
dando lugar a la formacién de pseudobases carbinol (AOH) incoloras. La
destruccion de la alternancia de dobles enlaces produce una pérdida de color.
Las reacciones de hidratacibn son mucho mas lentas que las de
desprotonacién y pueden tardar varios segundos o incluso algunos minutos en
equilibrarse. Sin embargo, las bases carbinol (AOH) estan mas favorecidas
termodinamicamente que las bases quinona (AO) y son las que prevalecen a

largo plazo.

A pH basico se forma rapidamente la base quinona (AO), azul, pero es
inestable, por lo que a pH basico predominan las formas carbinol (incolora) y
calcona (amarilla). La presencia de luz y el aumento de la temperatura,
produce que la pseudobase carbinol se abra y se transforme en la forma
calcona. Las calconas pueden ser neutras e incoloras o estar como formas

ionizadas (cis o trans) con una coloraciéon amarilla palida.

La reversion de la forma calcona a la forma flavilio (A*) al disminuir el pH
se produce de forma mucho mas lenta en el caso de la trans que en la cis,
incluso las formas trans no son reversibles si se oxidan para dar acidos

fenolicos (benzoicos y cinamicos), que son incoloros (79).

En condiciones de temperatura moderada y en medios algo acidos, el
equilibrio tarda varias horas en establecerse, pero, de lo contrario, éste se
establece rapidamente. Asi, en ausencia de sustituyentes del heterociclo, se
favorece la formacién de las estructuras tipo calcona, sobre todo si las
temperaturas de conservacion son elevadas. Es por ello que, para preservar el
color de los vinos, éstos se conservan protegidos de la luz (en botellas oscuras),
a temperaturas moderadas y previniéndolos de fuertes oxigenaciones
(sulfitados). Como veremos a continuacién, el bisulfito (HSO3?) y los taninos

protegen a los antocianos, evitando que se den las reacciones anteriores.
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La estabilidad de los antocianos no sélo se ve amenaza por los cambios
de pH, sino que también ésta depende de la estructura y concentracion de los
mismos, asi como la presencia de agentes para combinarse, como el bisulfito u
otros sustituyentes (80). La Figura II.20 muestra el porcentaje de cada una de
las formas antocianicas a diferente pH (81). En teoria, al pH del vino (entre 3 y
4), la mayoria de los antocianos deberian estar bajo la forma carbinol (AOH),
incolora. Ademas deberia haber la misma proporcién de antocianos A* (rojo) y

AO (azul). Sin embargo, esto en la practica no ocurre.
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Figura II.20. Porcentaje de cada una de las formas antocidnicas:flavilio
(A*), carbinol (AOH), quinona (AO) y calcona (C) a diferente pH (81)

Basicamente hay tres fenémenos que modifican este equilibrio: la
copigmentacion, las combinaciones de los antocianos con los taninos y la
formacion de antocianos polimeros, que se abordaran a continuacion. Estos
fenomenos protegen el color del vino tinto, modificando la intensidad y la
tonalidad.

I1.2.3.2 En presencia de anhidrido sulfuroso

La presencia de anhidrido sulfuroso en los vinos tintos produce una
decoloracion de los antocianos. Los iones bisulfito (HSOs) son capaces de
formar compuestos de adicion con los antocianos, uniéndose sobre las
posiciones 2 6 4 del cation flavilio (A*) y dando lugar a la formaciéon de un

aducto incoloro, que es estable al pH del vino (Figura I1.21).
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Figura I.21. Reaccion entre el bisulfito y los antocianos

La reaccion ocasiona la decoloracién de los antocianos pero también les
aporta estabilidad, ya que el complejo es menos sensible a los procesos de

hidratacion y polimerizacion, al tener ocupadas las posiciones reactivas.

Esta reaccion es reversible en grado variable, dependiendo de la
naturaleza del antociano y del pH. El aducto se vuelve a disociar a la sal de

flavilio original y SO- libre cuando el medio se acidifica (pH = 1).

Aquellos compuestos que tienen la posiciéon 2 6 4 ocupada no pueden
unirse al HSOs, por ello los pigmentos derivados de antocianos que se forman
en el vino durante su envejecimiento que posean la posiciéon 2 6 4 ocupada

seran, total o parcialmente, resistentes a la accion del bisulfito.

Los antocianos 3,5-diglucésidos presentan mayor facilidad para unirse

al bisulfito que los correspondientes monoglucésidos.

I1.2.4 Evolucion de los compuestos fenélicos en el vino a lo largo
de su elaboracion y envejecimiento

Durante el proceso de elaboracién del vino tienen lugar distintas
reacciones que implican a los compuestos fenoélicos y que afectan al color y a
las caracteristicas sensoriales del producto, ademas de a su capacidad para
envejecer. Asi, existen estudios que demuestran que mientras tras un afo en
botella, se degrada el 50% de los antocianos libres (82) y, tras dos afos de

envejecimiento en botella, este porcentaje aumenta hasta el 80% de antocianos
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libres y el 40% de los taninos, aunque que el contenido fendlico total no sufre
cambios significativos (83). Esto sugiere que durante el envejecimiento del vino
los compuestos fenoélicos sufren transformaciones importantes que dotan a los

vinos envejecidos de una compleja composicion fendélica.

I1.2.4.1 Reacciones enzimaticas

Las reacciones enzimaticas, en su mayoria catalizadas por las enzimas
polifenoloxidasas (PPO), comienzan en el estrujado, cuando se dana la
estructura de la célula en presencia de oxigeno. Afecta sobre todo a mostos,
produciendo el pardeamiento de los compuestos fenolicos. Este tipo de

reacciones cobran mas importancia en los vinos blancos que en los tintos.

Los compuestos fenoélicos involucrados en reacciones de oxidacion
enzimatica son sé6lo aquellos capaces de ser sustratos de la polifenoloxidasa
(PPO). El mejor sustrato de la PPO lo constituyen los acidos cinamicos, entre
ellos el acido caftarico, que lo convierte en ortoquinona. Por el contrario,
catequinas, taninos y antocianos son pobres sustratos de la PPO y no pueden
reaccionar con ella directamente debido a su impedimento estérico (31). Sin
embargo, pueden reaccionar con la ortoquinona del acido caftarico formada
enzimaticamente a través de reacciones acopladas de oxidacion y

condensacion nucledfila.

Las ortoquinonas secundarias generadas por este fenémeno reaccionan
espontaneamente con moléculas nucledfilas del mosto para formar distintos
aductos que pueden incorporarse a nuevas reacciones de degradacion (84), lo

que produce la pérdida de compuestos fenoélicos.

En la Figura II.22 se recoge un esquema de las principales vias de

reaccion seguidas por la ortoquinona del acido caftarico.

Las ortoquinonas del acido caftarico pueden reaccionar con el glutation
(via 1 de la Figura II.22), para dar lugar a un compuesto incoloro denominado
“producto de reaccion de la uva” (GRP, Grape Reaction Product). La formacion
de GRP es muy rapida y, mientras en el mosto haya cantidades suficientes de

glutation, éste va a constituir la principal via de reaccién de la ortoquinona,
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evitando la oxidacion de los compuestos fenodlicos. En el mosto, donde se
observa un gran pardeamiento, se encuentran generalmente cantidades bajas
de glutation y compuestos similares. De este modo, la relacion entre
contenidos de glutation y de acido caftarico del mosto esta relacionada con su

capacidad para pardear.

GRP Acido caftarico Acido ascérbico
Glutatién
Q 0, | ppoO )
: Acido
Orto-quinona del
GRP d dehidroascorbico
(

acido caftarico

2) Flavanoles
0 PPO
2)
Orto-quinona — —
de Acido caftarico Orto-quinonas
GRP de los flavanoles
3) 3)
) ) Productos de Hidroaui
Hidroquinona condensacion idroguinona

Figura II.22 Reacciones de las quinonas del dcido caftdarico en el mosto
*GRP = Grape reaction products

A partir de las ortoquinonas formadas en las reacciones de oxidacién, se
pueden formar productos de condensacion (via 3 de la Figura 11.22), que, a su
vez, pueden también transformarse en nuevas quinonas (85). A medida que
aumenta el grado de condensacion, la coloracion de los compuestos cambia
hacia tonos pardos y se vuelve mas resistente a la decoloracion por bisulfito;
paralelamente se observa la formacién de un precipitado marrén, debido a la
menor solubilidad de los polimeros y a la formacién de enlaces con proteinas y

polisacaridos.

Los antocianos también pueden ser oxidados directamente por
peroxidasas y lacasas con la consecuente decoloracion. La enzima lacasa

(generada por Botrytis cinerea), en general parece ser mas resistente a las
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condiciones de vinificacion que la enzima PPO y su presencia suele ser un gran

problema con respecto a la calidad del vino.

I1.2.4.2 Interacciones quimicas

Durante la vinificacién y envejecimiento del vino se producen diferentes
interacciones y reacciones quimicas, que ejercen una gran influencia sobre el
color, la estabilidad del color, el cuerpo y la astringencia del vino. De entre
estas destacan las de copigmentacion, las de estabilizacion, las de
polimerizacioén de taninos y las de cicloadicién de antocianos. De todas ellas se

hace un pequerio resumen a continuacion.

Copigmentacion

La copigmentacion se trata de un tipo de interaccion molecular que
puede producirse entre los antocianos y otros compuestos que los acompanan
en sus medios naturales contribuyendo al mantenimiento del color rojo en los
vinos tintos jovenes. Los iones flavilio (A*) y las bases quinénicas (AOH) de los
antocianos presentan una estructura practicamente plana, capaz de asociarse
de forma no covalente con otros compuestos que posean también una parte
plana y polarizable. Se forman, asi, complejos de apilamiento vertical (tipo
“sandwich”) mantenidos por enlaces de baja energia (Van der Waals,
interacciones hidrofébicas), que se estabilizan por disposicion de las moléculas
de azucar en la parte externa, entre las cuales se establecen uniones por

puentes de hidrogeno (Figura I1.23).

| copigmento |
AN p— e
@ | copigmento | <>
[ antociano | .
| copigmento | @

Figura I1.23. Esquema de los complejos de copigmentacion

@ N\
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Dentro de estas agrupaciones, compuestas por un numero de capas
variables entre 2 a 10, se genera un entorno hidrofébico que impide que las
moléculas de agua accedan al interior de estos complejos. De este modo, se
protegen los antocianos de la hidratacion, evitando la formacién de bases
carbinol (AOH) incoloras y, por tanto, la decoloracién, haciendo que los

equilibrios se desplacen hacia las formas coloreadas de los antocianos.

Los copigmentos que pueden interaccionar con los antocianos son tan
variados como los acidos fendlicos, flavonoides, flavonas, aminoacidos, acidos
organicos, nucleétidos, polisacaridos y metales, asi como otras moléculas de
antocianos (86). Los flavonoles forman los principales copigmentos. Por el
contrario, los flavanoles son los copigmentos menos efectivos (debido a que no
poseen estructura plana), excepto la (-) epicatequina que debido a su

estructura practicamente plana se combina facilmente con los antocianos (87).

Hay distintos factores que se sabe que influyen sobre el proceso de
copigmentacion, entre ellos destacan el pH, el etanol, la temperatura, la
estructura molecular de los copigmentos y la proporcién entre antocianos y

copigmentos (29).

El pH o6ptimo para la copigmentacion se situa entre 3 y 5, dependiendo
del par pigmento-copigmento. Los efectos de la copigmentacién son mas
facilmente observables a pH ligeramente acido o neutro por ser el rango de pH

donde predominan las formas incoloras de los antocianos.

La copigmentacion esta ligada a la presencia de agua como disolvente,
ya que para que el efecto tenga lugar es necesario que exista un medio
organizado, como la estructura de red que adoptan las moléculas de agua al
unirse por puentes de hidrégeno. De este modo, el efecto de la copigmentacion
disminuye a medida que aumenta la concentraciéon de etanol en el vino, el cual
provoca la destruccion parcial de la red de moléculas de agua. A pesar de ello,
el efecto de la copigmentacion se sigue observando en el vino, ya que su

componente mayoritario es el agua.

El aumento de la temperatura rompe las interacciones hidrofébicas y

reduce la estabilidad de los complejos de copigmentacién, haciendo que parte
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de los iones flavilio (A*) quede libre y disponible para su hidrataciéon y
consecuente decoloracion. El efecto de la temperatura esta ligado al estado de
organizacion del agua. El aumento de la temperatura provoca perturbaciones
parciales en la estructura reticular del agua, lo que reduce el namero de
puentes de hidrégeno en la capa de solvatacion y disminuye la eficacia del

proceso de copigmentacion.

Tanto el copigmento como la estructura y concentracion del antociano
son esenciales para describir los cambios de color en términos de intensidad
colorante o tonalidad (29). A mayor concentracién de antocianos vy
copigmentos, mas favorecida estara la copigmentacién. La estructura del
antociano formara copigmentos mas estables a mayor grado de glicosilacion y

acilacion, puesto que estara mas impedido el acceso a las moléculas de agua.

Los copigmentos son los responsables de la coloracién caracteristica de
las uvas tintas, presentando un color intenso y azulado que no se corresponde

con el del vino elaborado.

Ello es debido a que parte de de los antocianos estan copigmentados en
el hollejo, rompiéndose esta estructura cuando la uva se airea en el estrujado
(la oxidacion disocia los copigmentos). En los vinos tintos jévenes, donde existe
un ambiente mas reductor, los copigmentos se forman de nuevo y pueden ser
responsables de un 40% de la intensidad del color, asi como de su tonalidad
violacea, perdiéndose este efecto cuando se produce la oxigenaciéon durante la
crianza en barrica (32). La copigmentacion produce un aumento de la
absorbancia que se traduce en un incremento del color (efecto hipercrémico),
asi como un desplazamiento del maximo de absorbancia hacia una tonalidad
de color purpura y azul (efecto batocrémico) (88). Ambos efectos se

representan en la Figura I1.24.

El incremento en la intensidad y estabilidad del color, resultante de la
copigmentacion, es debido a un cambio en el efecto de la hidratacion sobre las
formas flavilio (A*) o bases quindnicas (AO), que son atrapadas por los

copigmentos en los complejos antociano-copigmento.
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Figura II.24. Efecto hipercromico y batocrémico producido por la
copigmentacion. A) Antociano libre, B) Antociano copigmentado

El efecto hipercréomico (aumento de la absorbancia) es mayor cuando la
concentracion de copigmentos y de antocianos aumenta. También es mas
pronunciado este efecto cuando el tamafo del tanino y el grado de glicosilacion
del antociano es mayor, porque se pueden establecer mayor numero de

interacciones débiles.

Por el contrario, el etanol reduce el efecto batocrémico y el
hipercrémico (89), ya que impide que se establezcan puentes de hidrégeno
entre las moléculas de copigmentos. Asi se explica que la intensidad colorante
del vino tras la fermentacién alcohdlica disminuya, y no porque se deba a la

pérdida de materia colorante.

La copigmentacion no sigue la ley de Lambert-Beer, la absorbancia que
se produce no es proporcional a la concentracion del copigmento. Si un
antociano esta copigmentado y se diluye con agua, su intensidad colorante
baja mucho mas de lo que cabria esperar. Esta es la manera de evaluar si un
compuesto coloreado lo es por reaccion quimica o por copigmentacion,
comparando la absorbancia inicial y la final tras realizar una dilucién. Si el
descenso de la intensidad colorante no es proporcional a la dilucion realizada,

el color del compuesto se debe fundamentalmente a la copigmentacion.

La copigmentacion es de gran interés porque parece que contribuye
significativamente al color de los vinos tintos jovenes, y podria ser el primer

paso en la formacién de nuevos pigmentos en los vinos de crianza (90).
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Reacciones de estabilizacion

Durante el proceso de envejecimiento del vino, la concentracion de
antocianos libres va disminuyendo hasta incluso desaparecer, sin que el color
rojo del vino se pierda en la misma proporcién. Esta disminuciéon se debe a

reacciones de estabilizacion.

Las reacciones de estabilizacion tienen, la mayoria de las veces, su
origen en la formacién de combinaciones entre antocianos y taninos, estos

ultimos a través de una unidad flavanol.

Los antocianos libres son inestables y deben estar combinados con
taninos u otros compuestos del vino para formar pigmentos estables, que

estabilicen y prolonguen el color de los vinos con el tiempo.

Las estructuras formadas entre antocianos y taninos se pueden
clasificar en dos grupos respecto a sus vias de formacion (89): unién directa

antociano-tanino o tanino-antociano y la unién mediada por acetaldehido.

Union directa antociano-tanino/tanino-antociano: estas reacciones
participan en la transformacion de los antocianos del vino a pigmentos mas
estables (91).

Entre las reacciones directas entre antociano-tanino se encuentran los
pigmentos T-A* y A*T, unidos por las posiciones C4 del antociano y las
posiciones C8 o C6 de los taninos, asi como los compuestos incoloros A-(O)-T,
que contienen un enlace éter adicional entre el C2 del antociano y el grupo

hidroxilo del C7 del tanino.

Las estructuras T-A* se originan de la adicién nucleéfila de un antociano
en forma hemiacetalica (AOH) sobre el carbocation del tanino (T¥), seguido de

la deshidratacion del aducto resultante T-AOH.

Esto se produce porque los taninos, en un medio acido como el vino,
pueden hidrolizarse formando un carbocation que reacciona con los

antocianos bajo la forma hemiacetalica (AOH) (92), produciendo un complejo
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incoloro que se colorea seguidamente de rojo anaranjado después de su

deshidratacion.

Esta condensacion se ve favorecida por la ausencia de oxigeno y la
temperatura, lo que explica la evolucién del color de los vinos almacenados en

ambientes reductores a temperatura ambiente, como depdsitos o botellas.

Las estructuras A*-T se forman por el ataque nucledfilo de la posicion C8
o C6 de los taninos sobre la posicion electréfila C4 del antociano en forma de
catién flavilio (A*), formando un flaveno incoloro intermedio A-(O)-T, el cual,
posteriormente, se puede colorear de rojo (A*-T) en presencia de oxigeno (93),

estableciéndose un estado de equilibrio entre ambas formas.

En el vino este tipo de reaccion estaria limitada por la pequena
proporcion en que se encuentra la forma cationica del antociano (A*) debido a
la existencia de un pH insuficientemente acido. Aunque se han postulado
diversas estructuras para los productos formados en esta reaccion, hasta el

momento soélo se ha identificado un dimero incoloro antociano-catequina (94).

El color que presentan los pigmentos A*-T y T-A* es similar al de los

antocianos originales (95), mientras que los pigmentos A-(O)-T son incoloros.

Los compuestos A*-T son resistentes a la decoloracién por SO., mientras
que los aductos T-A* son susceptibles a la decoloracion por SO, y a la

hidratacion.

Tanto los pigmentos tanino-antociano como el aducto incoloro A-(O)-T se
han podido detectar en vinos (96), aunque no se han podido distinguir entre
los derivados T-A* y A*T. Sin embargo, los antocianos dimeros si se han
podido caracterizar (mediante espectrometria de masas). Consisten en una
unidad catiénica flavilio (A*) y la otra unidad esta como antociano hidratado,
hemiacetal (AOH). La existencia de tales estructuras derivadas de reacciones
directas entre moléculas de antocianos confirma que reaccionan como

nucleoéfilos y electrofilos en el vino.

Unién antociano-tanino mediada por acetaldehido: el otro tipo de reaccion

entre ambos compuestos consiste en la unién mediante acetaldehido.
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El acetaldehido es un producto que se forma durante la fermentacion

alcoholica y, en etapas posteriores, también por la oxidacién del etanol (97).

Es necesario un pH acido para que el acetaldehido sea capaz de formar

el cation necesario para que la condensacion tenga lugar (98).

Estas reacciones implican la protonacion del acetaldehido, que en forma
de carbocation, reacciona con la posicién C6 o C8 del tanino (99) y tras la
deshidratacion, el aducto acetaldehido-tanino reacciona con el antociano.
Como resultado se forman los pigmentos antociano-etil-tanino (A*-Et-T) y
antociano-etil-antociano (A*-Et-AOH), en el caso en que el acetaldehido
reaccione con un antociano hidrata (AOH), estos ultimos descubiertos

recientemente (100).

Estos pigmentos son de tonalidad mas violacea que los antocianos
originales, tienen un color mas estable que los antocianos libres frente a los
cambios de pH y también son parcialmente resistentes a la decoloracion por

hidratacion y bisulfito.
Reacciones de polimerizacion de los taninos

Por su parte, los taninos pueden polimerizar de forma directa formando
un carbocatiéon en medio acido que reacciona con otro tanino o con cualquier

otra molécula presente en el medio (39).

Estas reacciones son reversibles, por lo que las moléculas van
reaccionando siguiendo el mismo mecanismo y llevando a cabo un proceso
de ruptura y recombinacion que a lo largo del tiempo produce un
incremento de la polimerizacion (31, 92). La configuracion espacial que
tendran los taninos mediante este tipo de uniones sera la de un polimero
lineal mas largo. Este tipo de polimerizaciéon no requiere la presencia de
oxigeno, por lo que puede tener lugar en el depodsito, en la barrica y en la

botella.

Este tipo de polimerizacion que tiene lugar en el vino dara lugar a

moléculas cada vez mas grandes, lo que se traducira inicialmente en un

56



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia

DL:T-1532-2011 El color de la uva tinta y el vino

incremento de la astringencia, una disminucion del sabor amargo y en un
incremento del color amarillo del vino. No obstante hay que tener en
cuenta que si se alcanza cierto grado de polimerizacion, las moléculas se

vuelven insolubles y pueden precipitar (98).

Otro posible mecanismo de polimerizaciéon de los taninos es mediante la
formacion de semiquinonas (39), las cuales forman un enlace estable mediante
un mecanismo de tipo radicalario, dando lugar a la unién colateral de dos
moléculas de tanino (1). Este tipo de reacciéon requiere la participaciéon del

oxigeno como sustrato y la presencia de hierro o cobre como catalizadores.

El otro posible mecanismo de polimerizacién de los taninos proviene de
la participacién del acetaldehido protonado, que en forma de carbocation,
reacciona con la posiciéon C6 o C8 del tanino y tras la deshidratacion, el aducto
acetaldehido-tanino reacciona con otro tanino, uniendo dos taninos mediante
puente de etilo (39). Los polimeros tanino-etil-tanino (T-Et-T) resultantes son

incoloros.

Las uniones por puentes de etilo pueden romperse, dejando libre un
tanino-etilo, el cual puede reaccionar de forma similar con otra molécula de
tanino presente en el medio. Las estructuras obtenidas mediante puentes de
etilo estan sujetas a procesos de ruptura y recombinacién que se traducira,

con el tiempo, en un incremento del grado de polimerizacién de los taninos.

Los dos tultimos mecanismos de polimerizacion (mediados por
semiquinonas y acetaldehido) dan lugar a uniones colaterales de taninos, de
tal manera que su configuracién espacial resultante sera la de dos polimeros

lineales unidos mediante enlace covalente o puente de etilo.

Ambos tipos de mecanismo de polimerizacién cruzada daran lugar a una
disminucién de la astringencia, ya que decrece el namero de grupos hidroxilo
que pueden reaccionar con las proteinas salivales, debido a que éstas son
macromoléculas y por tanto no podran interaccionar con los grupos OH
internos de las nuevas cadenas colaterales de las procianidinas. Estos dos

tipos de polimerizacién también pueden dar lugar a la precipitacion cuando el
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tamano del polimero sea muy elevado, lo que indirectamente produce un

cambio de color en el vino (98).

Al requerirse oxigeno, estos tipos de polimerizacién tendran lugar en el
trasiego de los vinos, en la crianza en barrica o durante la microoxigencion

llevada a cabo en depoésitos.

Reacciones de cicloadicion de los antocianos

El ultimo grupo de pigmentos derivados de los antocianos que se pueden
encontrar en el vino corresponde a los piranoantocianos (101, 102), formados
por reaccion de los antocianos originales de la uva con metabolitos producidos
por las levaduras durante la fermentacion (102). Se trata de otro tipo de
reaccion de las formas cationicas de los antocianos (A+), resultante en la

formacion de un segundo anillo de pirano.

El mecanismo implica a las posiciones pobres en electrones C4 y grupo
hidroxilo del C5 de los antocianos, y a los compuestos que poseen un doble
enlace polarizable. La estructura de estos pigmentos deriva de la cicloadicion
de un resto vinifenol generado por las levaduras sobre la malvidina-3-
glucdsido o sobre su éster con acido p-cumarico, dando lugar a un anillo

tiranico adicional en la estructura antocianica.

El acido piravico conduce a la mayoria de los piranoantocianos que se
encuentran actualmente en el vino, como los carboxi-piranoantocianos (R =

COOH), denominadas comunmente vitisinas A (102).

También el acetaldehido proporciona piranoantocianos, denominados
vitisinas B (R =H) (103, 104). Cuando los taninos estan presentes junto con
antocianos y acetaldehido, pueden encontrarse flavanil-piranoantocianos (R =

monomero de flavanol hasta tretamero)(105-107).

Se pueden generar siguiendo dos tipos de reacciones: tanto por reaccion
entre antocianos y dimeros de flavanol unidos por puente de etilo o por
reaccion entre piranoantocianos y flavanoles. Ademas, se producen reacciones

adicionales de los carboxi-piranoantocianos con los flavanoles y el
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acetaldehido produce pigmentos azules basados en uniones entre flavanol y

piranoantocianos a través de puentes vinilo (108).

La familia de los piranoantocianos se caracteriza por presentar maximos
de absorcion a longitudes de onda maxima menores en el espectro visible
(desplazadas hipsocromicamente) con respecto a las de sus antocianos
precursores, lo que les confiere un color mas anaranjado. Se trata de
pigmentos quimicamente mas estables que poseen un color mas resistente a
los cambios de pH y a la decoloracion por SO; que los antocianos (debido a la
sustitucion del flavilio C4), lo que unido a su tonalidad rojo-anaranjada,
similar a la que adquiere el vino tinto durante su envejecimiento, hace pensar
que podrian jugar un papel crucial en los cambios de color que se producen en

el vino tinto de crianza.

Se han caracterizado parcialmente por espectrometria de masas
pigmentos con estructuras mas complejas que consisten en unidades de
malvidina-3-glucésido y flavanol por diferentes tipos de uniones (Figura II.25),

incluyendo uniones directas, por puentes etilo y enlaces tipo A.
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Figura I1.25. Posibles mecanismos de formacién de piranoantocianos
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La mayor estabilidad de su color se atribuye a la sustitucion de la
posiciéon C4 del antociano, lo que dificulta la reaccién de hidratacién, que lleva
a la formacién de pseudobases incoloras; de este modo, el predominio de la
forma flavilio se extiende hasta valores de pH mas elevados y la base quinoidal

pasa a ser la otra forma dominante a medida que aumenta el pH.

Ademas, algunos de estos compuestos también contienen una fraccion
de piranoantocianos. Por tanto, la amplia diversidad de estructuras formadas
en el vino se traduce en una gran variedad de propiedades, contribuyendo a

diferenciar y caracterizar los vinos.

I1.2.5 Importancia de la proporcion del contenido de antocianos y
taninos sobre la capacidad de envejecimiento de un vino tinto

Las proporciones relativas de antocianos y taninos tienen mucha
importancia en los cambios de la composicién fenélica que ocurren durante el
envejecimiento del vino (39), y por tanto, determinan su capacidad para ser
destinado a crianza. En la Tabla II.2 se presentan los intervalos habituales y
las concentraciones aconsejables de antocianos y taninos que debe tener un

vino tinto jéven para poder ser destinado a crianza (39).

Tabla I1.2. Valores habituales y concentraciones aconsejables de un vino tinto jéoven
para ser destinado a crianza

Intervalo habitual | Valor 6ptimo | Minimo aconsejable

Antocianos (mg/L) 200-1200 > 800 400

Taninos (g/L) 1-5 >3 2

Como se puede ver, para que un vino tinto pueda ser envejecido, la
concentraciéon de antocianos 6ptima debe ser mayor de 800 mg/L, mientras

que la de taninos debe superar los 3 g/L.

Sus proporciones relativas dirigen la selectividad entre los tres tipos de

productos que se pueden formar por reaccion:
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. los que contienen unidades de tanino (T) y antocianos (A): T-A*, AT y T-
Et-A.

. los que contienen s6lo unidades de tanino (T): T-T y T-Et-T.

. los que sélo contienen unidades de antociano (A): A*-AOH y A*-Et-AOH.

Cuando la concentracién de antocianos es muy superior a la de taninos
(A>>T), se espera que aumente la cantidad de antocianos polimeros (A*A) con
respecto a otros, aunque también pueden tener lugar las reacciones de
condensacion con los taninos (73). La polimerizacién de taninos entre si no se
vera favorecida, debido a su baja concentraciéon. También se puede producir la
combinacién entre antocianos y taninos pero sin que todos los antocianos
lleguen a combinarse. Por lo tanto, los antocianos que no estén protegidos con
SO, se oxidaran, evolucionando irreversiblemente hacia fenoles incoloros,
produciéndose una importante destruccion del color rojo. Este vino no sera

apto para crianza.

Cuando la concentraciéon de antocianos sea inferior a la de taninos
(A<<T), también podran tener lugar todas las reacciones, pero habra una que
predomine sobre las demas. Todos los antocianos disponibles podran ser
combinados con taninos, pero los taninos que se encuentran en exceso
podrian polimerizar directamente o a través del acetaldehido, aumentando el
color amarillo del vino y la astringencia. Este vino tampoco es apto para

envejecer.

La situaciéon ideal para un vino se dara cuando se obtenga una
concentracion de antocianos y taninos equivalente (A=) en las primeras
etapas de la vinificacién, donde todas las reacciones sean igualmente
probables y todas las clases de productos (TA*, TT y A*A) se pueden formar
potencialmente en los vinos. En este caso, se favorecen las reacciones de
combinacién entre ambos compuestos y, por tanto, la estabilizacion del color
rojo y una disminucion de la astringencia. Este tipo de vino es muy adecuado

para crianza.
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Debido a la importancia del adecuado balance entre la concentracion
de antocianos y taninos que tiene para la estabilidad del color del vino
tinto durante la crianza, es necesario conocer su contenido desde la
materia prima (durante la maduracién en el vifledo), asi como a lo largo de
la vinificaciéon para la toma de las decisiones mas oportunas que ayuden a

alcanzar el equilibrio y la armonia deseada.
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II1.1 Indices de madurez de la uva

Para producir vinos tintos de calidad, el grado de madurez de la uva
juega un papel decisivo. Por ello, cada afo se analiza la composicion de las
uvas durante la maduracién a fin de determinar la fecha de vendimia mas
apropiada considerando las cambiantes condiciones climaticas. Sin embargo,
el criterio seguido para estimar el estado de madurez 6ptimo es multivariado y

complejo, lo cual da lugar al uso de diferentes indices (1).

En el viniedo, los técnicos suelen realizar un analisis organoléptico de los
granos de uva mediante la impresion visual, tactil, gustativa e incluso olfativa
que producen. A medida que se acerca el momento de vendimia se produce
una pérdida de la rigidez del racimo, el raspén se lignifica, se facilita el
desprendimiento del grano de uva del escobajo, se produce una facil
separacion de las semillas de la pulpa, asi como de la pulpa del hollejo cuando
se aprietan las bayas entre los dedos. Ademas, aumenta el peso del racimo y
cambia su color, disminuye la firmeza de pulpa y hollejo y aumenta el

rendimiento del mosto. Las uvas tienen sabor azucarado y suave.

Sin embargo, estos indices de madurez generales por si solos no revelan
de un modo claro y determinante el estado de maduraciéon de la uva, de ahi
que suelen complementar a los indices de madurez tecnolégica y fendlica,

que son los mas empleados por los productores de vino.

El concepto de madurez tecnolégica hace referencia al balance entre
azucares y acidos del mosto (2-5), cuya ratio aumenta conforme avanza la
maduracion. Si bien este indice, por si mismo, puede ser perfectamente valido
para fijar la fecha de vendimia en la elaboracién de vinos blancos, para el caso
de los vinos tintos debe determinarse también la madurez fendlica de las uvas
(2), que es una medida del contenido de antocianos y taninos presentes en las

uvas asi como de la extractabilidad de éstos durante la vinificacion.

Como se coment6 en el Capitulo II, antocianos y taninos ejercen una
gran influencia sobre el color del vino y su estabilidad a lo largo de la crianza.
Asi, las uvas mas maduras tendran mayor concentracion de antocianos y

taninos, ya que, ademas de aumentar la concentraciéon de estos compuestos
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durante la maduracion, se produce un incremento de la extractabilidad de las
pieles. Sin embargo, el contenido en antocianos, tras alcanzar un maximo,

comienza a disminuir en la etapa de sobremaduracion (6).

Aunque lo ideal seria que las uvas tintas alcanzaran la madurez
tecnolégica y la madurez fendlica siempre de manera simultanea, la realidad

puede ser muy distinta (1, 5) tal y como muestra la Figura III.1.

Antocianos

A

— Maduracioén fendlica adecuada

R
,.——\ — Maduracién fenélica precoz

_ Maduracion fenélica tardia

Maduracion fenélica excesivamente tardia

Envero Madurez tecnologica
Tiempo

Figura III. 1. Acumulacién de antocianos en el transcurso de la maduracién de la uva
(1)

Asi, aunque en algunos casos la variedad se adecuia perfectamente al
terruno y ambas maduraciones se alcanzan al unisono (linea azul), a menudo

se dan otras situaciones.

Por un lado, podemos encontrarnos con una maduracién precoz de los
compuestos fenolicos si la maduracién fendlica tiene lugar antes de que se
haya llegado a la madurez tecnolégica ideal (linea morada). La solucién a este
problema pasaria por vendimiar antes de alcanzar la madurez tecnolégica y
corregir en bodega el grado alcohoélico probable. Este comportamiento nos
indica una incorrecta adaptacion de la variedad a las condiciones

edafoclimaticas.

El caso opuesto se presenta cuando la maduracion de los compuestos
fenolicos es tardia (linea verde). Ante esta situacion, para alcanzar una
correcta maduracion de las semillas y de las pieles se necesita que la uva

permanezca mas tiempo en la cepa y esto conlleva una cierta sobremaduracion
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de la pulpa, provocando que se incremente el grado alochélico mas de lo
deseado. Una situacién extrema de este tipo de maduracién (linea naranja)
implicaria la obtencién de uvas no aptas para la elaboracién de vinos tintos de
calidad.

II1.2 La madurez fenodlica

La madurez fendlica es un concepto que abarca no sélo la concentracion
de compuestos fendlicos presentes en la uva tinta, en particular de antocianos
y taninos, sino también su estructura y capacidad de ser extraidos durante la
vinificacion. Diversos autores definen la madurez fendlica como la madurez

optima de las uvas para la elaboracion de vinos tintos de alta calidad (1,5).

Sin embargo, aunque una elevada concentracién de antocianos y
taninos en la piel de la uva pueda conferir mucho color al vino y que propicie
que éste sea estable en el tiempo, para poder decir que se ha llegado a una
madurez fendlica 6ptima es necesario que las células del la piel también estén
lo suficientemente degradadas para que los antocianos y taninos sean

extraidos facilmente durante la vinificacion.

Se puede registrar un potencial de extraccién variable en funcién de las
diferentes condiciones de maduracion debidas al tipo de clima, suelo y

variedad de uva (7,8).

En el viniedo, es posible obtener una idea aproximada de la degradacion
de las células de la piel mediante el examen visual del color tras aplastar una
uva entre el pulgar y el dedo indice. Sin embargo, existen métodos de
laboratorio que permiten evaluar la madurez fendlica de una manera mas

objetiva que este examen tactil.

Los métodos analiticos que se utilizan para determinar la madurez
fenolica tienen dos puntos criticos: el proceso de extraccién de los compuestos
fenolicos y la aplicacion de la instrumentacién tras un adecuado proceso de

calibrado.
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La extraccion de los compuestos fenolicos es crucial, ya que de ella se
pretende extraer, de forma rapida, informacién sobre la solubilizacién de los
compuestos fendlicos que tendra lugar en la vinificaciéon. Este es,
probablemente, el factor determinante de todas las metodologias empleadas

para determinar el momento 6ptimo de madurez fenolica.

III.2.1 Métodos para determinar el contenido fenélico de las uvas

La mayoria de los métodos que se han planteado en los ultimos afos
para controlar la maduracién fendlica estan basados en la obtenciéon de un
extracto de uvas, que contenga una fraccién representativa de los compuestos
fenolicos presentes en la uva, por maceracion en un disolvente. En este
extracto se suele medir el contenido de antocianos, de taninos, de compuestos
fenolicos totales en ocasiones expresado en forma de indice (IPT), asi como
parametros referidos al color, con el fin de fijar la fecha de vendimia mas

apropiada.

Una muestra del interés que ha suscitado este problema es el gran
numero de métodos propuestos por diversos autores y que se recogen en la
Tabla III.1 de manera resumida. En ésta se especifica el tipo de muestreo, la
parte de la baya utilizada, el tratamiento de la muestra, asi como las

condiciones de extraccién de los compuestos fendlicos.

Las metodologias propuestas se pueden dividir en dos grandes grupos:
los que analizan la uva entera, para lo cual se tritura finamente la uva (con o
sin trituracién de las pepitas) hasta obtener una pasta homogénea que
favorezca la extraccion; y por otra parte, aquellos que analizan pieles y pepitas
por separado, ya sean estas ultimas enteras o trituradas. La trituracion parcial
de las pepitas se consigue con una batidora, la trituracién total con un equipo
homogeneizador de alta velocidad (Ultra-Turrax®), y se mantienen intactas con

licuadora.

Sin embargo, a la hora de elegir un método de tratamiento de la muestra
para poder ser utilizado como método de analisis de rutina en una bodega,

debe buscarse un método sencillo, repetitivo, rapido y fiable.
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Tabla III. 1. Metodologias para evaluar el contenido fendlico de la uva tinta (Continuacién)

_Smﬂ.wamp N Trituracion Procedimiento de extraccion Tiempo T= Vol. extracto Pa . etros Referencias
analizado bayas constante analizados
Batidora . o
UFT 200 g 2 min, vel. NF 35 g en cubeta de cristal de 35 ml - 20-25°C no PMT (38)
Licuadora : : : o
UFT 200 g 30 s, vel. NF Microondas (300 w., 5 min) 5 min. 100°C no AT, CFT (39)
Licuadora 80-100 ml triturado/1 ml sol. A + 4 ml sol. B + . o
UFT 1RZ 1 5 min, 3600 rpm 40 ml Hz0, agitacién 900 rpm 2 min 80°C no CP, IMF (17, 40)
Batidora 100 g/100 ml sol. (EtOH 70%, pH 2.0) o si (500 ml con
UFT NF 2 min, vel. NF Re-ext. con 125 ml sol. noche 4:C sol.) AT (1)
Ultra-Turrax 60 ml metanol: HC1 12M (99:1), 4h + si (200 ml con
UFT 100 1 min. vel. NF 60 ml metanol: HC1 12M (99:1), 12h + 20h 20-25°C metanol) AT, CFT (42)
’ : 60 ml metanol: HC1 12M (99:1), 4h
Ultra-Turrax 5 B
UFT/UCT 50 30's, 24000 rpm 1g/10 ml EtOH 50% 1h 20-25°C no AT, CFT (43-48)
UFT 500 g Licuadora 45 g/225 ml HCI 0.18M anadidos a la licuadora Imin  20-25°C no AT, CFT 49, 50)
1 min, vel. baja
Ultra-Turrax R . i I
UCT 50 30's, 24000 rpm 20 g/20 ml EtOH 50%:HCI 0.1M (50:50) 5 min 40°C no AT, CFT (51)
PV 20 Kg - - - 20-25°C no Coordenadas CIELAB (52)
Prototipo . - s : o
PV 4 Kg homogeneizador Mosto tras centrifugacion (vel. NF) 7 min. 20-25°C no AT, CFT, IC (53)
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Tabla III. 1. Metodologias para evaluar el contenido fenélico de la uva tinta (Continuacion)

Material

Ne

Vol. extracto

Parametros

. Trituracion Procedimiento de extraccion Tiempo T 5 Referencias
analizado bayas constante analizados
B Pieles enteras 90 uvas/150 ml sol. (EtOH 12% + 2 g/L o
FFE 280 bitartrato potasico + 100 mg/L SO3) 5h 27:C no AT, CFT, TC (66)
PCE NF - 10 g/ 25 ml HsT 0.75% (x 20) 20 min 25°C no AT, CFT (67)
Equipo NF o si (200 g con
PFT 100 1 min, vel. NF 30 ml H20 + 40 ml EtOH 12% + 5 g/L H-T, pH 3.6 2h 30°C H20) AT, CFT (68, 69)
60 ml metanol:HCI 12M (99:1), 4h, 25°C + .
PFT 100 Hc Emé:ﬂmsz 60 ml metanol:HCI 12M (99:1) ,12h, 25°C + 18h 25°C St Bom Ec AT, CFT (42)
min, vel. 60 ml metanol:HCI 12M (99:1), 4h, 25°C con metano
Ultra-Turrax 100 ml acetona. Re-ext: 100 ml H2O:acetona (30:70) 5 si (100 ml con
PFT 128 ¢ ty vel. NF hasta pérdida de color NF 20-25°C HCI 0.01%) AT (70
PFT 90 NF Proporcién 100g piel/400 ml metanol:HCI 12M (99:1) 24h 4°C no AT, CFT, IC, To (71)
40 ml sol. (metanol + acido férmico 5%), 30 min, 20- o si (100 ml con
PFT 50 NF 25°C. Re-extraccion con 40 ml sol., 1h, 20-25°C 1.5h 20-25°C sol.) AT, CFT, TC, Cat., IC, To (72, 73)
Ultra-Turrax 20 discos piel de 5 mm diametro/100 ml sol.(metanol o si (100 ml con
PCT 300 305, 24000 rpm 50% + HCI 1%, pH 1.0) 30s  20-25°C sol) AT. CFT (74, 75)
PCT 5-15 Licuadora 40 ml (metanol + HC1 0.1%) anadidos a la licuadora 1 min  20-25°C no AT (76)
1 min, vel. NF
Ultra-Turrax o . .
PCT 50 . 400 ml (metanol + HC1 0.1%) anadido a la licuadora 2 min 20-25°C no AT (77)
2 min, vel. NF
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Tabla III. 1. Metodologias para evaluar el contenido fendlico de la uva tinta (Continuacién)

_Smﬁ.m rial Ne Trituracion Procedimiento de extraccion Tiempo T2 Vol. extracto wmﬂmﬂgwﬁdm Referencias
analizado bayas constante analizados
CFT: Pieles/pepitas 50 uvas/125 ml sol. (EtOH12% +
Na2S205 (2 g/L), pH 3.2, 4h, 20-25°C si (250 ml con AT AE. CET. CFE. TC
P&Pp FE 50 B CFE: Pieles/pepitas 50 uvas/(peso 50 uvas) x 0.8 ml 48h 20-30°C m_\m%oro.mwmsowﬁq Cat., IC, To (87, 88)
sol. pH 3.2 + Na2S20s (40 mg/L) + Na Ns (50 mg/L),
48h, 30°C
Pieles/ 450 ml sol. EtOH 15%, pH 2.45 (x3: 12 5h con
agit., 22 15h, sin agit., 32 24h sin agit.), 20-25°C. (x2
misma sol. 100°C). Enrase hasta 500 ml con sol. .
P&Pp FE 200 ; 44h memo ﬁww%:ﬁwww AT, CFT (61. 62, 89)
Pepitas/ 150 ml sol. EtOH 15%, pH 2.45 (x3: 12 5h con )
agit., 22 15h, sin agit., 32 24h sin agit.), 20-25°C.(x2
misma sol. 100°C). Enrase hasta 200 ml con sol.
0/ [ - i - i.
P&Pp FE 100 B mﬁO.E 96% + HCl 2% (vol NF), 5-7h pieles y 6-8 dias 8 dias  20-25°C o AT, TC 90)
pepitas
Si (300 ml
P&Pp FE 200 g B wm&o ml sol. (EtOH 12%, 5 g/L, H2T 100 mg/L SOz, pH 5 dias 30°C ?Qmw. 250 ml AT, CFT, TC, Cat. (50, 91, 92)
2. pepitas con
sol.)
. o o Si (100 ml
P&Pp FE 20 - 20 ml acetona 70%. Evaporacion acetona 38°C. noche 20-25°C con H0) TC (93)
Acetona: H,O:HCI 12M (70:30:0.1) + NaCl + éter 5 .
P&Pp FE NF - petréleo + éter etilico + EtOAc (vol NF) NF 20-25°C no AT, AF, TC, Cat, Epic. (94)
Pieles/ pepitas: vol. equivalente mosto uvas de sol.
o -
P&Pp FE 100 B EtOH 12% + 5 g/L HoT, pH 3.4, ultrasonidos (agua 9dias 20-25°C o IMC30, AT30, ATE, ©5)

helada), 2h
Pieles/ pepitas: vol. equivalente mosto uvas de sol.
EtOH 12% + 5 g/L HoT, pH 3.4, 9 dias, 20-25°C

IDA%, IDT%.
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Tabla III. 1. Metodologias para evaluar el contenido fendlico de la uva tinta (Continuacién)

Material Ne Vol. extracto Parametros

analizado bayas Trituracion Procedimiento de extraccion Tiempo T2 constante analizados Referencias
PpFT NF &ﬂ%%%@%wmm 0.5 g/20 ml EtOH 50% 200 goc Bmoﬂ o A (103)
PPFT g Molinillo de cafe 0.5/ 20 ml EtOH 50% 200 gowc mm%ﬂﬂwﬁs CFT (104)
PpFT NF EOEMMMM %M café 240 mg/10 ml metanol:H2O (4:1), ultrasonidos 1h < 30°C no Cat. (105)
PpSecT g Motinillo de cafe 100g/500 ml EtOH 100% 24h  20-25°C no TC (106)
PpDesgT NF NF 50 g/150 ml EtOAc:H20 (17:3) 5h 60-70°C no TC, Cat. (107)
PpDesgT NF NF 100g/150 ml acetona:H2O:acido acético (90:9.5:0.5) 8h 60-80°C no CFT, TC, Cat. (108)
PpDesgT np  Molinillodecafe )66, /900 mi acetona:H0:4cido acético (90:9.5:0.5) 8h 60°C no CFT (109)

t NF

t.: tiempo; vel.: velocidad; Tp: tamano de particula; NF: no facilitado; EtOH: etanol; H2T: acido tartarico; EtOAc: acetato de etilo; UFT: uva fresca triturada;
UCT: uva congelada triturada; PV: pasta de vendimia; PFE: pieles frescas enteras; PCE: pieles congeladas enteras; PFT: pieles frescas trituradas; PCT: pieles
congeladas trituradas; PCLT: pieles congeladas y liofilizadas trituradas; P&PpFE: pieles y pepitas frescas enteras analizadas por separado; PFT&PpFE: pieles
frescas trituradas y pepitas frescas enteras; U-PpFT&PpFE: Uvas sin pepitas frescas trituradas y pepitas frescas enteras; P&PpCLT: pieles y pepitas congeladas
y liofilizadas trituradas analizadas por separado; PCLT&PpDesgT: pieles congeladas y liofilizadas trituradas y pepitas desgrasadas trituradas; PpFT: pepitas
frescas trituradas; PpSecT: pepitas desecadas trituradas; PpDesgT: pepitas desgrasadas trituradas; AT: antocianos totales; AE: antocianos extraibles; AL:
antocianos libres; AF: acidos fenoélicos; CFT: compuestos fenolicos totales; CFE: compuestos fendlicos extraibles; TC: taninos condensados; TP: taninos-
polisacaridos, TA; taninos-antocianos; Cat: catequinas, Epic.: epicatequinas; IC: intensidad colorante; To: tonalidad; EA% extractabilidad celular; MP%
madurez fendlica de las pepitas; PMT: tendencia de la madurez fenoélica; CP: color probable; IMF: indice de madurez fenélica; IMC30: indice de madurez celular
a los 30 min; AE30: antocianos extraidos a los 30 min; ATE: antocianos totales extraidos; IDA%: indice de difusiéon de los antocianos; IDT%: indice de difusion
de los taninos.
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III.2.1.1 Métodos que analizan la uva entera

Las bodegas, que deben llevar a cabo controles de maduracién de la uva
tinta durante toda la campana estival, suelen utilizar este tipo de métodos

para analizar la uva por su rapida y sencilla preparacion.

Entre ellos, los mas directos son aquellos que no utilizan ningun tipo de
disolvente y eluden la etapa de extraccién, como el método CASV (32), donde
se tritura la uva entera en una licuadora y se analiza el mosto obtenido tras
centrifugacion, o el de Iniguez (53), donde se analiza el mosto centrifugado de
la pasta de vendimia. En esta misma linea encontramos los métodos de Franco
e Iniguez (52) y Celotti et al. (38), en los que analizan el color en el triturado de

uva.

Mattivi et al. (49, 50) proponen un método rapido basado en la
trituracion de la pasta de uva estrujada y desecada anadiendo medio acido a la
licuadora. Sin embargo, no se considera un método de extraccion entendido
como una maceracion, ya que se trata de una solubilizaciéon de 1 minuto de

duracién a temperatura ambiente.

Uno de los métodos mas recientes es el de Celotti et al. (39), que ademas
es un método muy rapido, simple y que tampoco requiere reactivos ni equipos
sofisticados. Este método consiste en colocar las uvas en una bandeja e
introducirla en un microondas convencional durante 5 minutos a 300w de

potencia.

La radiaciéon microondas provoca un movimiento de rotaciéon en los
enlaces de las moléculas de agua de dentro de las uvas, generando friccién y
elevando la temperatura del agua hasta transformarse en vapor. El vapor
aumenta la presién dentro de la baya y causa la explosion de las células de la
piel, de manera que se facilita la liberacion de la materia fendlica. A
continuacion, las uvas se sacan del microondas, se trituran en una licuadora y

el triturado centrifuga cuando alcanza la temperatura ambiente.

Respecto a los métodos que si contemplan una fase de extraccién con
disolventes, la primera propuesta fue desarrollada por Glories y Augustin (9) y,

aun hoy en dia, sigue siendo el método mas empleado por los enélogos (7,9-
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25). Segun el procedimiento descrito, se emplean dos soluciones acidas a
diferente pH para macerar fracciones de triturado obtenido con licuadora, una
al pH del mosto/vino (pH 3.2) y la otra fuertemente acida (pH 1.0), a
temperatura ambiente y durante 4 horas, con el fin de conocer el porcentaje de
compuestos fenolicos de la uva que se extraen durante la vinificacion. Asi,
mientras que la solucion a pH 1.0 disuelve la totalidad de los compuestos
fenolicos de las pieles debido a que la alta acidez degrada las membranas de
las células de la piel liberando su contenido fenélico, la de pH 3.2 sélo disuelve
los facilmente extraibles, que son los que pasaran al vino durante la

vinificacion.

Existen diferentes adaptaciones del método de Glories, como el de Nadal
(26), que emplea también una solucién a pH 1.0 para extraer totalmente los
compuestos fenolicos, pero la soluciéon empleada para estimar los compuestos
fenolicos extraibles esta ajustada a pH 3.6 en lugar de 3.2, ya que lo han
adaptado al pH de los vinos que se obtienen en su region. A diferencia del
método de Glories, el de Nadal dura 1 hora, lo que acorta considerablemente el

tiempo de analisis.

Existen otros métodos que en lugar de emplear dos soluciones acidas de
diferente pH, emplean una unica solucién extractante acida con un contenido
etanolico similar al del vino, como es el caso del método ITV (27-30), con el fin
de cuantificar el contenido fenodlico de las pieles y las pepitas de manera
objetiva. La fraccion acida degrada las membranas de las células de la piel y
ayuda a extraer los antocianos y taninos de las pieles. La fraccién etandlica,
por su parte, facilita la extracciéon de los taninos de las pepitas porque disuelve
la capa cerosa que las recubre (1), ya que éstas se mantienen intactas tras

triturarlas con licuadora.

Por otro lado, hay métodos de extraccion que emplean una mayor
concentracion de etanol del que se puede encontrar en el vino con el fin de
extraer totalmente los compuestos fenolicos contenidos en la piel y pepitas de
la uva, como es el método AWRI (43-48), que emplea etanol al 50%. Ademas,
estos autores emplean un equipo homogeneizador Ultra-Turrax®, que tritura

las pieles y pepitas hasta obtener particulas muy pequenas, facilitando la
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extraccion de los compuestos fendlicos y pudiendo fijar la extraccién en el

tiempo razonable de 1 hora.

Si bien el método AWRI se desarrolla a temperatura ambiente, otros
autores, como Bourzeix et al. (35), emplean etanol concentrado (95%) en una
crioextraccion desarrollada a -24°C durante toda la noche. A esta temperatura

se protege la integridad de los compuestos fenélicos en disolucién.

El método desarrollado por Vanini et al. (41) emplea etanol en una
elevada concentracion (70%) a pH 2.0 para llevar a cabo una maceracioén a

baja temperatura (4°C) durante toda la noche.

Por su parte, la metodologia propuesta por Jensen et al. (51) utiliza una
solucion etanodlica (25%) acida, pero en lugar de emplear baja temperatura, la
extraccion tiene lugar a 40°C y dura tan sélo 5 minutos, por lo que resulta un

método bastante rapido.

Otros autores optan por la utilizaciéon de disolventes diferentes al etanol
para la extraccion de los compuestos fenélicos, como el metanol, ya sea solo

(36, 42, 55) o combinado con medio acido (37, 42, 54-56).

Por ultimo, existen otro tipo de métodos que combinan conjuntamente
un disolvente acido con el empleo de altas temperaturas (termoextraccion),
entre 70°C y 80°C, que degradan las membranas de las células de la piel y

solubilizan los compuestos fenélicos contenidos en ellas (17, 34, 40).

Aunque, como se ha mostrado, existen numerosos métodos de
extraccion para analizar la uva entera, no todos han tenido el mismo éxito en
su aplicacion en el sector. Concretamente, los mas utilizados son el método de
Glories, el método ITV, el método AWRI y el método Cromoenos® por lo que, a
continuacion, se describen de manera mas detallada. Cabe sefnalar que en la
presente Tesis Doctoral fueron los tres primeros lo que se emplearon para
realizar los distintos estudios, dado que el método Cromoenos® requiere una
licencia de uso que, a nuestro entender, limita su aplicacién en todas las

bodegas.
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Método de Glories

N de bayas: 100-200
Trituracion: licuadora, 2 min, velocidad baja (1)
Extraccion:
e 50 g triturado/50 ml sol. pH 1.0 (HC1 0.1M)
e 50 g triturado/50 ml sol. pH 3.2 (5 g/L dcido tartarico, ajuste de pH con
NaOH 0.1M)
Tiempo de extraccion: 4h

Temperatura de extraccion: 20-25°C

Entre las metodologias que analizan la uva entera, muy probablemente,
la mas utilizada por los endlogos sea la de Glories (9, 10), por ser el que
determina la riqueza fenolica de las uvas en términos de antocianos y taninos,
pero también porque proporciona una idea de la capacidad que presentan
estos compuestos de ser extraidos. Ademas facilita informacién sobre el papel

que tienen las semillas en el aporte fendlico al vino tras la maceracion.

El método emplea dos soluciones acidas para extraer los compuestos
fenolicos de la uva triturada en dos fracciones, de manera que en una se
produzca una extraccion suave, al pH del mosto/vino (pH 3.2) y en la otra una
extraccion mas agresiva a pH muy acido (pH 1.0). Estas soluciones de
diferente pH producen una eficacia de extracciéon de los compuestos fendlicos
distinta. La solucién a pH 3.2 reproduce las condiciones industriales de la
maceracion pre-fermentativa para conocer los compuestos fenélicos facilmente
extraibles durante la vinificacién, ya que es en medio acuoso donde se
disuelven mas facilmente los antocianos y taninos libres poco polimerizados

procedentes de la piel (5).

Por su parte, el medio fuertemente acido, a pH 1.0, altera la membrana
fosfolipida de las células de la piel, rompiendo las uniones entre proteinas y
liberando el contenido de las vacuolas. Esto hace que se produzca la

extraccion total de antocianos y taninos.
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El procedimiento del método, resumido en el recuadro anterior, consiste
en triturar 200 uvas y tomar dos fracciones de 50 g del triturado: una se
macera con 50 ml de solucién tampoén a pH 3.2 y la otra con 50 ml de solucién
acida a pH 1.0 durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, ambos macerados
se centrifugan y a los extractos obtenidos se les mide el contenido antocianico
mediante lectura de la absorbancia a 520 nm, tras decoloraciéon con

metabisulfito (110).

La diferencia entre ambos resultados es un reflejo del grado de fragilidad
de la membrana celular de las pieles y, por tanto, de la madurez fendlica de la
uva, la cual influira en la capacidad de extraccién de los antocianos. Segun
Glories, la fecha 6ptima de vendimia deberia ser 10 dias después de obtener el

maximo de antocianos extraibles (111).

Finalmente, se miden los compuestos fenolicos totales en el extracto a
pH 3.2, mediante lectura de la absorbancia a 280 nm (112). De esta manera,
se definen dos indices de madurez fendlica: la extractabilidad celular, también
llamada extractabilidad antocianica (EA%) y la madurez fendélica de las pepitas

(MP%).

Estos indices de madurez fenoélica se calculan de la siguiente manera:

A —-A
EA% = M -100 Ec. IIL. 1
pH1.0

40
(Azso(pﬁsz) “FD )_ (ApHSQ ’ j
100

MP % = 1000
(Azso(pﬁsz) ’ FD)

Ec. III1.2

donde,

Apni.o = Antocianos totales (mg/L)

Apns.2 = Antocianos extraibles (mg/L)

(A2s0 (pu3.2) - FD) = Compuestos fendlicos totales facilmente extraibles (IPT)
FD = factor de dilucién
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(Apm ) 40} = Taninos de la piel estimados a partir de los antocianos extraibles (g/L)
~ 1000

40

-——— | = Taninos de las pepitas (g/L)
pH3.2 1000)

(Azso(pHJ,z) ’ FD)_ (A

Los compuestos fendlicos facilmente extraibles corresponden a la suma
de los antocianos de las pieles, de los taninos de las pieles y de los taninos de
las pepitas. Asumiendo una extractabilidad similar para antocianos y taninos,

es posible establecer que:
Agso pHs.2) - FD = Antocianos piel + Taninos piel = Apus.2 - Ec.III.3

Por tanto, o es la ratio entre los compuestos fendlicos facilmente
extraibles (Asso pus.2) ¥ los antocianos facilmente extraibles (Apus2), que se
corresponden con los taninos de la piel. Por tanto, los taninos de las pieles
pueden calcularse a partir del contenido de antocianos facilmente extraibles

(Apus.2), multiplicando por 40.

Experimentalmente, el valor de la constante o puede variar entre
variedades y anos. El valor de 0=40 es una media proporcionada por Glories,

tras el analisis de diversas variedades de uva en Burdeos (12).

A modo de ejemplo, los valores de o pueden oscilar entre 32 y 36, en el
caso de Merlot, y de 40 a 45, en el caso de Cabernet sauvignon, por lo que se
considera que 40 es una media representativa de todas las variedades, aunque

resulta incierta (113).

El valor de la constante o no se puede aplicar globalmente en todo el
mundo, ya que las variedades y condiciones ambientales pueden hacerlo

fluctuar bastante.

Por ello, otros autores han corregido este factor, como es el caso de
Cagnasso et al. (7), por considerar que la constante «=40 resultaba demasiado
baja para las variedad de uva que estudiaban, la Nebbiolo, la cual es rica en

taninos. En su lugar, a se sustituy6 por 70.
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Respecto a los indices de madurez fendlica, la extractabilidad
antocianica representa el porcentaje de antocianos que no seran extraidos
durante la vinificacién, y por tanto, quedaran retenidos en las pieles. Una baja
extractabilidad significa que los antocianos se extraen facilmente y esto ocurre
a medida que la uva va madurando y la piel se va haciendo cada vez mas
fragil. Segun Glories (12), este parametro puede oscilar entre el 70% y el 20% a
lo largo de la maduracién, presentando el valor mas bajo en el momento de la

vendimia.

Por su parte, la madurez fendlica de las pepitas representa el porcentaje
de taninos aportados por las pepitas, y ayuda también a evaluar el nivel de
maduracion de la uva. Este dato se obtiene mediante la diferencia entre los
compuestos fenolicos extraibles y los taninos de las pieles, y estos ultimos a su
vez se han obtenido indirectamente a través de los resultados de los

antocianos extraibles.

El contenido tanico de las pepitas disminuye progresivamente durante la
maduracion debido al proceso de polimerizacion que tiene lugar y, en
consecuencia, disminuye la sensacion de astringencia. Su valor puede oscilar
entre el 60% y el 10% desde el comienzo hasta el final de la maduracion, segun

Glories (12).

A continuacién (Tabla III.2) se presenta una comparacion llevada a cabo
por los autores entre los indices de madurez fendlica de algunas variedades
pertenecientes a diferentes regiones de Francia y Espana en el momento de la

vendimia (113).

En el momento de la vendimia es recomendable que el contenido total de
antocianos, Apni.o, sea mayor de 1000 mg/L y que los valores de EA% y MP%
sean inferiores al 30% (5). Sin embargo, no siempre es posible conseguirlo,
puesto que estos valores dependen no sélo del potencial fenodlico de cada
variedad de uva, sino también de las condiciones edafoclimaticas particulares
de la zona viticola. Asi pues, se debe ajustar la vinificaciéon al nivel de

maduracion fendlica de la materia prima (12).

93



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragoso Gaxci
DL: T—1532—2§(ipﬁlﬁo m

Tabla II.2. Indices de madurez fendlica de variedades cultivadas en
diferentes regiones viticolas de Francia y Espana en el momento de la

vendimia (113)
ApHi.0 EA% MP%
Merlot

Graves 1549 63.5 14.5

Pomerol 2399 45.5 23

Médoc 1995 46.5 25
Entre-deux-mers 867 71.5 48.2

Cabernet sauvignon

Médoc 1 1850 52 54

Médoc 2 1587 58 51

Médoc 3 1972 53.5 50

Médoc 4 1674 61.5 37

Tempranillo

Rioja 1 1375 53 40

Rioja 2 1204 65 36

Rioja 3 1130 62.5 41

Rioja 4 1109 67 34

La validez de este método para determinar la madurez fenélica de la uva
fue determinada evaluando la correlacion existente entre los resultados

obtenidos en uvas y en sus correspondientes vinos (113).

A partir de este estudio, se pudieron establecer correspondencias entre
los parametros de madurez fendlica de la uva y la calidad del vino, permitiendo
predecir el contenido fendlico del vino a partir de los resultados de madurez

fenolica de la uva mediante el uso de las siguientes expresiones:
Antocianos totales en el vino (mg/L)= 0.7 - Apus2 + 130 Ec.lll.4
Taninos pepitas en el vino (%) = 1.1 - MP% + 5 Ec.III.5

Por tanto, se pueden emplear los resultados del método para evaluar la
madurez fenodlica de la uva a fin de conducir las vinificaciones en funcién de

los vinos que se pretende elaborar.

El principal inconveniente que presenta esta metodologia es el largo

tiempo que requiere la extraccion y la necesidad de preparar y analizar dos
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extractos por cada muestra de uva en estudio. Por otra parte, los datos
relativos a la concentraciéon de taninos en las pieles y pepitas se obtienen
indirectamente y, como se ha comentado anteriormente, el endlogo debe
aplicar un valor de o adecuado a su cultivo en particular, si no podria obtener

resultados de los indices de madurez fendlica erroneos.

Método ITV

N2 de bayas: 100
Trituracion: licuadora, 2 min, velocidad baja
Extraccion: 50 g triturado/85 ml HC1 0.1% + 15 ml EtOH 96%

Tiempo de extraccion: 1-2h

Temperatura de extraccion: 20-25°C

Otro de los métodos de extraccion sugeridos para evaluar la madurez
fenolica es el adoptado por el Institut Technique de la Vigne et du Vin en
Francia y conocido como el método ITV Standard. Este fue desarrollado por
Lamadon (27) y mas tarde optimizado por Cayla et al. para reducir el tiempo de
maceracion (30). En él se evalua el contenido fenélico de la uva entera a partir
de una extraccion parcial del contenido fendlico de la baya utilizando una
solucién etanodlica acidificada. Los parametros que se analizan para observar el
potencial fenolico de la uva son los antocianos totales (114) y los compuestos

fenolicos totales (IPT) (112).

Para determinar el momento en el que la uva alcanza la madurez
fenolica, se realiza la observacion de la evoluciéon del contenido de antocianos
totales en una grafica construida a lo largo de lo controles de maduracion.
Cuando se observa un descenso inmediatamente posterior al pico maximo de
concentraciéon de antocianos totales, se establece que es el momento idéneo
para vendimiar, ya que se ha llegado a la etapa de sobremaduracién. La uva
cosechada tras este maximo, que puede darse entre las siguientes 2 semanas,
produce los vinos mejor puntuados por un panel de cata experto. Este método
es sencillo, repetitivo y viable para ser aplicado en bodega, dado que emplea

menos tiempo para la maceraciéon que el de Glories.
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Sin embargo, la fecha de la vendimia se establece a partir de las majores
notas de cata de los vinos obtenidos anos atras pero todavia no se ha podido
establecer una relaciéon directa entre el contenido fenolico de las uvas y sus
correspondientes vinos, por lo que su capacidad de prediccion de la

composicién del vino final sigue pendiente de verificar.

Método AWRI

N de bayas: 50

Trituraciéon: Homogeneizador Ultra-Turrax®, 30 s, velocidad madx. (24000
r.p.m.)

Extraccion: 1 g triturado/ 10 ml EtOH 50%

Tiempo de extraccion: 1h

Temperatura de extraccion: 20-25°C

Otro de los métodos de rutina que analiza la uva entera es el adoptado
por el Australian Wine Research Institute (AWRI), desarrollado por Iland et al.
(43, 44).

Este método se basa en la maceracion del triturado de uva en un medio
altamente etandlico (etanol 50%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Asi
se consigue una extraccién total de los compuestos fenélicos. El método es
especialmente eficaz en la extraccién de los taninos de las semillas, pero
también de los antocianos, puesto que el precipitado queda practicamente sin

color.

El potencial fenodlico de la uva se mide a través del contenido en
compuestos fenolicos totales y antocianos totales por dilucion 1:25 del extracto
con HCl 1M (44). También se determinan los taninos, mediante su

precipitacion con metilcelulosa (47, 48).

La ventaja de este método es que, al ser un método que extrae los
compuestos fendlicos en su totalidad, desde el punto de vista analitico es
bastante repetitivo. Ahora bien, desde el punto de vista enolégico resulta un

método de extraccion tan agresivo que no pueden apreciarse diferencias en el
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contenido fenoélico de la uva en las ultimas etapas de maduracién, lo que no
sirve de ayuda al endlogo para decidir el momento mas adecuado para

vendimiar.

Por otra parte, hay que decir que la validez de este método para
determinar la composiciéon del vino obtenido a partir de los datos del contenido

fenoélico de la uva no se ha determinado con ensayos de vinificacion.

Una modificacion del método AWRI es el propuesto por Jensen et al.
(51), que emplea una solucion etanodlica acida mezclando un volumen de
etanol 50% con otro de HCI 0.1M, para obtener finalmente una concentracion
de etanol del 25%. Ademas, reduce el tiempo de maceraciéon hasta los 5
minutos calentando la muestra a 40°C. Se analizan los compuestos fendlicos
totales y antocianos totales por dilucién 1:25 del extracto con HC1 1M (44).
También se determinan los taninos, mediante su precipitacion con

metilcelulosa (47, 48).

El buen funcionamiento de esta variante del método AWRI se ha
verificado mediante ensayos de vinificaciéon (115). Sin embargo, hay que
destacar que para establecer correlaciones entre los extractos de las uvas y
sus vinos correpondientes se emplearon uvas maduras que fueron congeladas
tras el muestreo sin comprobar el efecto de este método de conservaciéon sobre
las muestras, por lo que la extractabilidad de los compuestos fenélicos y la

robustez de los modelos de predicciéon podrian haberse visto afectadas.

Método Cromoenos®

Peso de bayas: 1Kg

Trituracion: licuadora, 1.5 min, 3600 r.p.m.

Extraccion: 80-100 ml triturado/1 ml sol. A (enzimas pectoliticos) + 4 ml sol.
B (medio dacido) + 40 ml H20, 900 r.p.m.

Tiempo de extraccion: 2 min

Temperatura de extraccion: 80°C
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El método Cromoenos®, desarrollado y patentado en 2003 por la
empresa Bioenos, S.L. (40), se basa en una termoextraccién combinada con la
adicion de unos reactivos proporcionados por la empresa que favorecen la
extraccion de los compuestos fendlicos del triturado. Este método de
extracciéon es bastante rapido comparado con los anteriores, ya que apenas

dura un par de minutos.

Segun el protocolo del método, hay que triturar las uvas para obtener
una pasta homogénea, de la que se toman aproximadamente 100 ml y a la que

se le anaden consecutivamente los diferentes reactivos.

Para aumentar el rendimiento de la extraccion, la pasta se calienta en
un barfo de agua a 80°C durante 2 minutos bajo agitacion. A continuacion, se
toma un pequeno volumen de pasta (1-2 ml) y, tras centrifugarlo, el
sobrenadante se diluye 1:100 con una solucién de HCI 2% y se miden las

absorbancias a 520 y 280 nm.

A partir de estas medidas se definen los parametros D520 y D280, que
corresponden a la lectura de la absorbancia a 520 nm y 280 nm,

respectivamente. Se multiplica por 100 en ambos casos.

Con este método se evaliia el Indice de Madurez Fendlica (IMF) de las
uvas y el Color Probable (CP) del vino. El IMF se define como la ratio entre
D280/D520, y conforme su valor se aproxima a 1.5-1.2 durante la

maduracion, indica que estamos en el mayor potencial fenélico de la uva (116).

El CP de las uvas se determina mediante la introduccién en el software
facilitado por la empresa de los datos relativos a la variedad de uva, D520,
D280 y otros parametros de madurez tecnolégica como el peso de 100 uvas,

grado alcoholico probable (GAP), acidez total y pH del mosto.

El color probable de las uvas se correlaciona bastante bien con la
intensidad colorante (IC) del vino obtenido tras la fermentaciéon malolactica y el
embotellado, ofreciendo un coeficiente de determinacion (R2) superior a 0.99
(116).
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El método Cromoenos® es un método sencillo y rapido, lo que unido a
su comprobada capacidad para predecir el color del vino final mediante
ensayos de vinificacion de diferentes variedades de uva en toda Espana, lo
convierten en un método muy atractivo para ser usado en las bodegas de

nuestro pais.

Sin embargo, uno de los inconvenientes que plantea este método es la
desconfianza que puede producir el empleo de una temperatura tan elevada

sobre la estabilidad de los compuestos fenélicos que se van a analizar.

En otros ensayos donde se ha estudiado el empleo de diferentes
temperaturas en la extraccion de los compuestos fenélicos de macerados de
uvas trituradas (117, 118), se ha observado que aunque el aumento de la
temperatura favorece la extraccion de los compuestos fendlicos, a
temperaturas superiores a 55°C se favorece la oxidaciéon de los compuestos
fenolicos, afectando a su estabilidad, por lo que la temperatura no puede

incrementarse indefinidamente.

Ademas, otra de las desventajas que presenta este método es la
exigencia de adquirir la licencia de uso, junto con los equipos y reactivos

necesarios, a través de un unico proveedor, lo que encarece su coste.

III.2.1.2 Métodos que analizan las diferentes partes de la uva

Los métodos que analizan pieles y pepitas por separado han sido
desarrollados en centros de investigacion pero, por lo general, no se aplican en

bodega por resultar tediosos y largos.

Se pueden distinguir dos grandes grupos dentro de esta familia de
métodos: los que analizan las pieles y pepitas enteras, y los que trituran

ambas fracciones antes de macerar.

Dentro de las metodologias que mantienen integras las pieles y pepitas
se encuentran aquellos que emplean medios con una elevada concentraciéon de

etanol y acido (64, 86, 90) y los que emplean un vino sintético con una
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concentracion de etanol, SO, y pH similar al que podemos encontrar en un

vino real (8, 50, 87-89, 91, 95, 96) .

En el método propuesto por Torchio et al. (23), se da la circunstancia de
que las pieles se trituran finamente con un homogeneizador Ultra-Turrax®, y
las pepitas se analizan sin triturar empleando el mismo vino sintético en

ambos casos.

Los métodos denominados Angers (33, 57) y Roson (34) maceran
unicamente las pieles enteras de la uva usando como medio de extraccién un
vino sintético, pero mientras que el método de Roson se desarrolla a 35°C
durante 6 horas, el de Angers se acorta a 3 horas subiendo la temperatura a
70°C. Por otro lado, el método de Delgado et al. (58) macera las pieles enteras
en un vino sintético empleando un tiempo y temperatura intermedios, 4 horas

a 50°C.

También en la metodologia propuesta por Margheri et al. (98), la piel
junto con la pulpa se tritura en un mortero tras separar las pepitas y las dos

fracciones pero en este caso éstas se extraen empleando metanol acidificado.

Existen, sin embargo, trabajos realizados por otros autores que han
optado por emplear otros disolventes como la acetona como medio de
extraccion de los compuestos fenoélicos de pieles y pepitas enteras (93, 94, 97)
y también encontramos estudios en los que combinan el uso de alcohol y
acetona, como el de Roson y Moutonet (99), que proponen triturar las pieles y
pepitas tras ser congeladas y liofilizadas y macerarlas en un medio compuesto
por metanol y HCI, aunque después se hace una nueva extraccién con

acetona.

En lo que respecta a los métodos que tras congelar y liofilizar las pieles
optan por triturarlas, existen variantes que las maceran en medios con unos
niveles de etanol y de pH similares al del vino (66, 100) y otros que las
maceran en un medio altamente etanolico y acido (62) o bien en un medio
etanodlico y moderadamente acido, como el de Mateus et al. (80), que emplea

etanol al 50% y pH 4.0.
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Otros disolventes empleados en la maceracion de pieles trituradas son el
metanol (64, 78, 79, 81, 83, 84), metanol combinado con acido férmico (82,
102), metanol y HCI1 (0.1%) (76, 77, 85) o acetona (70, 101).

Como ya se ha dicho, también las pepitas han sido el objeto de estudio
de varios autores, siendo trituradas, en algunos casos, antes de la etapa de
extraccion. Los métodos de extraccion se pueden agrupar entre los que
maceran las pepitas trituradas directamente y los que las someten a una etapa

previa de desgrasado para eliminar la cuticula cerosa que las recubre.

Los medios de extraccion utilizados para macerar el triturado de las
pepitas sin desgrasar abarcan el etanol puro (106), etanol al 50% combinado
con una temperatura de 80°C (termoextraccién) (103, 104) o una solucién
metanolica (105), esta ultima comparada con una extraccion llevada a cabo

mediante CO, supercritico.

Entre los métodos que desgrasan previamente las pepitas trituradas
existe un método que emplea para la extraccion una soluciéon compuesta por
acetato de etilo y agua en diferente proporcion (107) y otro en el que se
emplean sucesivamente dos disoluciones compuestas por acetona: agua: acido
acético y metanol: agua: acido acético (108), pero ambos emplean una elevada

temperatura (> 60°C).

III.3 Determinaciones espectrofotométricas en el analisis del
color y de los compuestos fendlicos

El color es la primera cualidad que se percibe de un vino y en cierta
manera prejuzga y condiciona su analisis sensorial global. Por ello, es de gran
ayuda para las bodegas definir, de manera objetiva, dicho color y valorarlo

segun sus componentes.

A continuacién se abordan las metodologias comunmente empleadas
para esta evaluacion basada en determinaciones parametrizadas, y que
también son aplicables en el analisis de los extractos de uva obtenidos en los

controles de maduracion.
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II1.3.1 Parametros cromaticos

Los métodos de medida del color se basan en la medida de la
absorbancia que presentan los vinos (y extractos) en el espectro visible, la cual
expresa el porcentaje de luz que ha sido transmitida por una muestra cuando

sobre ella incide una radiacién a una determinada longitud de onda.

II1.3.1.1 Intensidad colorante

La intensidad colorante (IC) se define como la cantidad de color y
depende de la concentracion de las sustancias colorantes presente en la

muestra que se esta analizando (119).

Ciertas longitudes de onda son particularmente indicativas del color de
los vinos tintos. Asi, a 420 nm se mide la cantidad de amarillo, a 520 nm la

cantidad de rojo y a 620 nm la cantidad de azul.

El valor de la intensidad colorante (IC) de la muestra se determina
espectrofotométricamente mediante la suma de las absorbancias a estas
longitudes de onda utilizando cubetas de 1 mm de paso 6ptico, aunque el
resultado se corrige para ser referido a cubetas de 10 mm, y se expresa en

unidades de absorbancia (u.a.).

IC (u.a.) = (As20 + As20 + As20) Ec.lll.6

No se realiza la medida en cubetas de 10 mm para no salir de la escala
cuando se analizan vinos tintos. De esta manera se obtienen absorbancias
medibles, del érden de 0.1-0.8. El hecho de medir en este tipo de cubeta, con
un camino 6ptico 10 veces menor que una cubeta evita tener que diluir el vino
para poder hacer la lectura dentro de un rango de absorbancias adecuado, lo
cual afectaria al pH de la muestra y con €l al equilibrio de los antocianos y al

color.

Los vinos tintos jovenes poseen un color rojo intenso con tonos
violaceos, presentando a 520 nm (rojo-purpura) un valor maximo de
absorbancia, caracteristico de los antocianos coloreados rojos, ya sean libres o

combinados con los taninos, en las condiciones naturales del vino. Ademas, a
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620 nm, donde se registra el color azul, el valor de la absorbancia es también
relativamente importante. En cambio, cuando el vino envejece durante la
crianza, el color evoluciona hacia colores teja o anaranjados, reduciéndose el
valor de absorcién a 520 nm y 620 nm, al mismo tiempo que aumenta la

absorbancia a 420 nm, donde se mide el color amarillo.

En la Figura III.2 se muestra la diferencia entre los espectros de un vino
tinto joven, un vino envejecido de 10 aflos y un vino totalmente oxidado de 60

anos.

—  \/INO jOVEN (0j0 intenso con
matices azulados

——————— \fino de 10 afios (rojo teja)

_______ Vino de 60 afos (amarilla)

Absorbancia

.
1]
1l
' -
v '
] 1l
' 1l

1
300 400 500 600 700 % (nm)
420 520 620
amarillo rojo azul

L 1

Figura III.2. Espectro de absorcion visible de los vinos tintos (120)

Hay que tener en cuenta también que las maceraciones largas producen
una disminuciéon de la IC de los vinos por la pérdida de antocianos
monomeéricos, ya que éstos polimerizan con otras moléculas, como los taninos

(121).

Los endlogos consideran que un valor normal de IC es 1/5 del IPT antes

de la fermentacion malolacticay 1/8 tras ella (122).

Las normas que regulan la produccién y caracteristicas de ciertos vinos
dictaminan los valores de este parametro en funciéon del tiempo de crianza
(123, 124), lo que proporciona una idea de la informacién que puede aportar la

medida del mismo.
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II1.3.1.2 Tonalidad

La tonalidad, también llamada matiz, indica la importancia relativa del
amarillo sobre el rojo y ésta crece a medida que envejece un vino, por lo tanto
es un indicador de su edad (125). Se calcula mediante el cociente entre las
absorbancias a 420 nm (componente amarilla) y 520 nm (componente roja)

(119). La tonalidad es adimensional:
Tonalidad = A420 / A520 Ec.I11.7

La tonalidad de los vinos tintos jovenes presenta los valores mas bajos
(126), entorno a 0.5-0.6, ya que predominan los tonos rojos y violaceos.
Valores de tonalidad superiores a 0.8 ya indican suficiente envejecimiento. Los
vinos que presentan valores de tonalidad entre 1-1.5 corresponden a vinos

muy envejecidos, donde predominan los tonos anaranjados (127).

II1.3.1.3 Componentes del color

Las componentes amarilla, roja y azul del color se determinan como el
cociente de cada una de ellas respecto a la intensidad de color (IC) expresadas
en tanto por ciento (119). Estos parametros proporcionan una idea de la
importancia relativa de cada uno de los colores que representan en el global de

la muestra.

Componente amarilla (A420%) = (A420/1C) - 100 Ec.II1.8
Componente roja (A520%) = (As20/IC) - 100 Ec.II1.9
Componente azul (A620%) = (As20/1C) - 100 Ec.III.10

II1.3.2 Analisis de los compuestos fenélicos

El color del vino depende directamente de su composicion fendlica, por
lo que resulta muy adecuada su evaluacion a lo largo del proceso de
produccion. Aunque actualmente existen técnicas que permiten identificar y
cuantificar individualmente los componentes fenélicos de un vino, como la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), estas técnicas no son
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practicas en bodega y quedan reservadas unicamente para la investigacion por

su complejidad, coste y elevado tiempo de analisis.

Sin embargo, también es posible realizar analiticas sencillas utilizando
un espectrofotometro para determinar los compuestos fendlicos mas
importantes. A continuacion se describen las metodologias que habitualmente

emplean las bodegas.

II1.3.2.1 Compuestos fendlicos totales

Existen diferentes métodos para determinar los compuestos fendlicos
totales presentes en una muestra de extracto de uva o vino, si bien la mayoria
de los enodlogos suelen referirse al indice de Folin-Ciocalteu (IFC) (1) o al indice

de polifenoles totales (IPT)(112).

. Indice de Folin-Ciocalteu

El fundamento del método de Folin-Ciocalteu se basa en la oxidacion de
los grupos hidroxilo de los compuestos fenélicos en medio basico a través del
reactivo de Folin-Ciocalteu, compuesto por una mezcla de acido fosfotingstico
(HsPW12040), que se reduce produciendo una mezcla de 6xidos azules de

tungsteno (WsOz3) y de molibdeno (MogOaz3) (128, 129).

Para determinar el Indice de Folin-Ciocalteu el procedimiento difiere
ligeramante dependiendo del tipo de vino que se va a analizar: 1 ml de vino
blanco se diluye con 50 ml de agua destilada, se afiaden 5 ml de reactivo de
Folin-Ciocalteu, 20 ml de una solucion de Nax;COs al 20% (p/v) y se enrasa con
agua destilada hasta 100 ml.

En el caso del vino tinto, el procedimiento es el mismo, pero se diluye
previamente la muestra (1:5 6 1:10) con agua destilada y se emplea 1 ml de
esta dilucion. Después de 30 minutos, se mide la absorbancia a 760 nm con
una cubeta de 10 mm, ya que la coloracién azul obtenida por formacién de los
oxidos de tungsteno y molibdeno posee una absorcion maxima a esta longitud

de onda y es proporcional al contenido fendlico total.

105



UNIVERSITAT
CONTROL DE

ESPECTROSCO
Sandra Frag
DL:T-1532-2

ROVIRA I VIRGILI
CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
PIA FT-MIR

Fogp RS 1

El IFC se calcula multiplicando la absorbancia obtenida por el factor de
dilucién, considerando la diluciéon previa de la muestra (1:5 o 1:10) y la

dilucion final en el matraz (130):
IFC (u.a.) = Azeo - 100 - FD EcIll.11

El IFC se expresa en unidades de absorbancia (u.a.) y su valor esta
comprendido entre 10 y 100, aunque los valores mas habituales para vinos
blancos son entre 3 y 5, para rosados entre 5y 10 y entre 20 y 50 para tintos

(131).

Sin embargo, se acostumbra a dar el resultado en mg acido galico/L
mediante el método de patréon externo, interpolando en una recta de calibrado
construida a partir de las absorbancias proporcionadas por soluciones de

patrén de diferente concentracion.

El método de Folin-Ciocalteu fue adoptado por la Organisation
Internationale de la Vigne et du Vin (OIV), el organismo internacional que
certifica determinados procedimientos para el analisis de vinos, como el
procedimiento estandar para el analisis de los compuestos fendlicos totales en
el vino, y ademas es el método oficial de la Unién Europea (132). Sin embargo,
hay que tener en cuenta que en la muestra puede haber sustancias
interferentes (133,134). En el vino, los principales interferentes son el SO, y el
acido ascorbico (129), aunque también el ion ferroso (Fe2*), cisteina y
aminoacidos de proteinas (135). En vinos dulces, mostos y extractos de uva,
ademas hay que tener en cuenta los azucares reductores (glucosa y fructosa)
(136), ya que éstos también se oxidan. En estos casos, es mas recomendable

determinar el contenido fenoélico total a través del IPT.

. Indice de Polifenoles Totales

El fundamento del método del Indice de Polifenoles Totales (IPT) se basa
en que los anillos bencénicos caracteristicos de los compuestos fendlicos de
vinos, mostos y extractos de uva absorben fuertemente la luz ultavioleta, con

un maximo a 280 nm. Las proteinas y aminoacidos también absorben, pero
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dado que estan presentes en muy bajas concentraciones, el error de la medida

que se pueda cometer es muy pequerio (137).

El IPT se determina a partir de la dilucién 1:50 6 1:100 de una muestra
de vino o extracto de uva con agua destilada (1,112). En el caso de mostos y
vinos blancos la diluciéon con agua sera 1:10. Sobre la muestra diluida se
realiza la lectura de la absorbancia a 280 nm con una cubeta de cuarzo de 10
mm. El IPT se calcula multiplicando la absorbancia obtenida por el factor de

dilucioén, y se expresa en unidades de absorbancia (u.a.).
IPT (u.a.) = Agso - FD Ec.Il.12

En un vino blanco o rosado, el valor del IPT oscila entre 5 y 20, en un
clarete entre 25 y 30, en un tinto jéven entre 30 y 50, y en un vino tinto con
cuerpo, por encima de 50 (137). Hay que decir también que, las vendimias
ricas en compuestos fenolicos pueden ser aptas para elaborar vinos tintos de
guarda cuando el IPT alcanza valores entre 60 y 70 (120). También en este
caso, las normas que regulan la producciéon y caracteristicas de ciertos vinos
definen los valores minimos de IPT que debe terner un vino antes del
embotellado para merecer su calificacion (138, 139), lo proporciona una idea

de la informacién que puede aportar la medida de este parametro.

El contenido de polifenoles totales se puede expresar como g/L de tanino

refiriéndolo al tanino extraido de la uva (27):
Taninos (g/L) = IPT - 0.08 Ec.III.13

Sin embargo, también en este caso se acostumbra a dar el resultado de
contenido de polifenoles totales en mg acido galico/L mediante el método de
patréon externo, interpolando en una recta de calibrado preparada en cada

laboratorio.

Por el abundante ntimero de resenas bibliograficas, ambos métodos son
perfectamente validos para el analisis de los compuestos fendlicos totales en
vinos, en mostos o extractos de uva, proporcionando resultados equivalentes

(140). Sin embargo, se suele optar por el IPT porque es mas directo y no
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requiere reactivos, siempre y cuando se disponga de un espectrofotémetro UV-

visible.

Por su parte, una ventaja importante del procedimiento de Folin-
Ciocalteu es que tiene una respuesta bastante similar para diferentes
sustancias fenolicas, siendo adecuado para medir los niveles del contenido
total de sustancias fendlicas (141), circunstancia que no se da en el método de
IPT ya que cada sustancia fenélica tiene una absortividad molar diferente a
280 nm y sus picos de absorcion maxima se producen a una longitud de onda
diferente (142). Por lo tanto, no se pueden establecer comparaciones entre
resultados obtenidos mediante la utilizaciéon de diferentes patrones quimicos,

pero si entre los resultados expresados en unidades de absorbancia (u.a.)(143).

II1.3.2.2 Antocianos totales

Como se ha comentado anteriormente, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) permite un estudio pormenorizado de la fraccién colorante
de una muestra, separando gran variedad de pigmentos y cuantificar cada uno
de ellos. De hecho, existe un método oficial de analisis de los antocianos de la
OIV que permite separar e identificar 9 antocianos en vino tinto y rosado sin
tratamiento previo de la muestra (144) aunque se han descrito muchos mas

para el analisis de vino y uvas (145-153).

Sin embargo, la HPLC presenta ciertos inconvenientes que hacen que la
aplicacién de esta técnica esté muy restringida en bodega, como son el elevado
precio del equipo y de los patrones antocianicos, la preparacion de la muestra

en muchos casos y los elevados tiempos de analisis.

Como alternativa a los métodos cromatograficos, las bodegas emplean
métodos espectrofotométricos para elucidar la composicién antocianica de una
muestra de manera sencilla, ya sea directa o indirectamente, mediante el

calculo de indices.

El parametro mas empleado por enodlogos para conocer la cantidad de
pigmentos presentes en una muestra de vino o extracto de uva es el de

antocianos totales, que engloba los antocianos libres y los antocianos unidos a
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taninos. No existe un método exacto para medir los antocianos totales, por lo

que este valor sélo se puede estimar.

Los métodos quimicos de analisis de los antocianos se basan en las
propiedades especificas de estas moléculas para cambiar de color cuando se
les anade una solucién acida que desplaza el equilibrio entre las diferentes
formas antocianicas hacia la forma flavilio (A*) de color rojo, o por decoloracién

con bisulfito, como ya se ha explicado en el Capitulo II (apartado I1.2.3).

° Métodos de analisis de antocianos totales por variaciéon de pH

El primer método de analisis de los antocianos totales por variacién de
pH fue desarrollado por Puissant y Léon (114). En €l, la concentracion de estos
compuestos se determina a partir de la absorbancia a 520 nm tras la adicién
de una soluciéon acida al vino o extracto de uva para desplazar el pH de la

muestra a pH 1.

El procedimiento del método de Puissant y Léon consiste en diluir la
muestra de vino o extracto de uva 1:20 con HCl 1% p/v (0.1M) y medir la
absorbancia a 520 nm (Asz0) en una cubeta de 10 mm. La concentracién de
antocianos totales se determina interpolando esta absorbancia en una curva
patréon preparada con malvidina-3-glucésido de concentracién conocida o bien

aplicando la ecuacién de Puissant-Léon:
Antocianos totales (mg/L) = Asgo - 22.76* - FD Ec.lll.14

* El valor 22.76 es la inversa de la pendiente de la recta obtenida por los autores
empleando soluciones patrén de malvidina-3-glucésido a diferente concentraciéon para

expresar el resultado en mg/L de muestra.

El segundo método de medida de los antocianos totales basados en la
variacion del pH es el de Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1, 110). En €l la
concentraciéon de estos compuestos se determina por la diferencia entre la
absorbancia a 520 nm de la muestra cuando se encuentra a su pH natural y la
absorbancia de la muestra, medida también a 520 nm, cuando su pH
desciende por debajo de 1. En este caso es necesaria la preparacién de dos

tubos de ensayos a los que se adiciona 1 ml de muestra (ya sea de vino o de
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extracto de uva) y 1 ml de una soluciéon de etanol 96% acidificado con HCl
0.1% (50:50). A la primera muestra se le annaden 10 ml de HC1 2% (pH = 0.7) y
a la segunda 10 ml de soluciéon tampoén a pH 3.5. Se mide la absorbancia a
520 nm de ambas soluciones en una cubeta de 10 mm y se obtiene la

concentracion de antocianos totales mediante la siguiente ecuacion:
Antocianos totales (mg/L) = AAsao - 388* - FD Ec.Ill.15

* El valor 388 es la inversa de la pendiente de la recta de calibrado obtenida por
los autores empleando soluciones patron de malvidina-3-glucésido a diferente

concentracion para expresar el resultado en mg/L de muestra.

El tercer método de este grupo es el conocido como el de Paronetto (154).
Este también requiere la preparacion de dos tubos de ensayo a los que se
adicionan 1 ml de vino o extracto de uva. A uno de los tubos se le anaden 10
ml de HC1 0.1M y al otro 10 ml de soluciéon tampén fosfato-citrato a pH 3.5. Se
mide la absorbancia de ambas soluciones a 520 nm en una cubeta de 10 mm
y la concentracion de antocianos totales se obtiene mediante la siguiente

ecuacion:

Antocianos totales (mg/L) = AAsyo - 375* - FD Ec.Ill.16

* El valor 375 es la inversa de la pendiente de la recta de calibrado obtenida por
los autores empleando soluciones patron de malvidina-3-glucésido a diferente

concentracion para expresar el resultado en mg/L de muestra.

. Método de analisis de antocianos totales por decoloracion con bisulfito

El método de Ribéreau-Gayon y Stonestreet (110) se basa en la
diferencia de color entre una muestra control y otra a la que se anade bisulfito,
de manera que la parte decolorada de la muestra es proporcional al contenido

antocianico.

El procedimiento consiste en mezclar 1 ml de vino o extracto de uva con
1 ml de una soluciéon compuesta por etanol 96% y HCIl 0.1% (50:50). A la
mezcla se le adicionan 20 ml de HCI 2 % y la solucién resultante se divide en

dos alicuotas de 10 ml, repartidas en dos tubos de ensayo. A uno de los tubos
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se anaden 4 ml de agua destilada y al otro 4 ml de una solucién saturada de
Na»S;0s. Después de 10 min, se mide la diferencia entre las absorbancias
medidas a 520 nm en una cubeta de 10 mm de las soluciones de ambos tubos.
La concentracion de antocianos totales se obtiene mediante la siguiente

ecuacion:
AT (mg/L) = AAsyo - 875* Ec. III.17

* El valor 875 es la inversa de la pendiente de la recta de calibrado obtenida por
los autores empleando soluciones patron de malvidina-3-glucésido a diferente

concentracion para expresar el resultado en mg/L de muestra.

II1.3.2.3 Taninos

La cuantificacion y caracterizacion de los taninos sigue siendo uno de
los grandes retos analiticos de la quimica de los productos naturales. Este
desafio deriva del hecho de que los taninos son moléculas anfipaticas, es decir,
poseen extremos hidrofilicos e hidrofébicos, lo que les convierte en moléculas
muy reactivas. Ademas, presentan una amplia variedad de estructuras, con
grupos funcionales muy similares a los de otros compuestos fendlicos
presentes en la matriz de la uva y el vino, como la catequina o acidos fendlicos

(47, 48), lo cual dificulta la selectividad de los métodos de analisis.

Aunque la HPLC es muy titil para solventar el problema, ya que permite
separar y cuantificar este tipo de compuestos (60, 88, 101, 145, 146, 148), tal
y como ya se ha dicho, ésta es una técnica que esta fuera del alcance de la
mayoria de los usuarios de la industria del vino. Por este motivo, en la
presente Tesis Doctoral, nos centraremos en la alternativa que constituyen los

métodos espectrofotométricos.

Actualmente, tal y como se comenta a continuacién, existen diversos
métodos para determinar la cantidad de taninos, ya sea determinando los
taninos condensados procedentes de la uva por un lado y los taninos
hidrolizables procedentes de la barrica de roble por otro lado, o bien de manera

conjunta, como taninos totales.
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Conviene aclarar que todos los métodos de cuantificacién de los taninos
totales se pueden emplear en la cuantificaciéon de los taninos condensados de
la uva, asi como del vino que no ha sido sometido a crianza en barrica, pero

sin embargo, no son selectivos para los taninos hidrolizables.

Entre los métodos de cuantificaciéon de taninos condensados y totales, se
pueden encontrar métodos de analisis indirectos que primero contabilizan el
contenido polifenélico total mediante la oxidacién de los compuestos fendlicos
con reactivo de Folin-Ciocalteu o cloruro férrico (FeCls) (155) y, mas tarde,
anaden una sustancia que precipite los taninos, de manera que la diferencia
de absorbancias a 760 nm se corresponde con la fraccién tanica de la
muestra. Las sustancias precipitantes utilizadas son tan variadas como el
formaldehido (156), el polimero polietilenglicol (157), la polivinilpirrolidona
(PVP) y su forma reticular insoluble, polivinilpolipirrolidona (PVPP) (158), que
son polimeros con mucha afinidad por los taninos. Los inconvenientes que
presentan estos métodos son la falta de especificidad, lo cual implica un
segundo tratamiento que alarga el tiempo de analisis, asi como la generacion

de una cantidad importante de residuos quimicos.

Un procedimiento alternativo para el analisis de los taninos totales y
condensados es el de Moya et al. (159), que se basa en la reducciéon de los
iones Cu?* por parte de los taninos. El exceso de iones Cu2* se reduce a Cu* en
presencia de BCA (4,4'-dicarboxi-2, 2'-biquinoline) dando un complejo
BCA/Cu* de color violeta que presenta un maximo de absorciéon a 558 nm. El
valor de la absorbancia a esta longitud de onda es proporcional a la
concentracion de taninos totales presentes en la muestra. A pesar de que es
un método relativamente rapido, tiene como interferencias el acido tartarico,
porque puede complejar al Cu2+, asi como el acido ascoérbico y el bisulfito,
porque reducen el Cu2*. Ademas, la BCA es un producto irritante, por lo que
seran preferibles otros métodos que empleen reactivos mas cémodos de

manipular.

Otro gran grupo de métodos para la determinaciéon de taninos lo
constituyen aquellos basados en la precipitacion con proteinas como la

seroalbumina bovina (BSA)(155, 160), la gelatina (119), la caseina (161) o la
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ovalmunina (162) y posterior medida colorimétrica. En general, estos métodos
se basan en la capacidad que tienen las proteinas para combinarse mediante
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas con los taninos. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la magnitud de estas interacciones
depende de las condiciones del medio (pH, fuerza iénica o temperatura) (163),
asi como el punto isoeléctrico y conformacion de la proteina (164), lo que hace
que intervengan muchas fuentes de variabilidad en la medida analitica.
Ademas, presentan el inconveniente de que los taninos presentan su maximo
de absorcion a 280 nm, la misma longitud de onda a la que también absorben
la mayoria de proteinas, por lo que han tenido que idearse metodologias para
eliminar esta interferencia. Asi por ejemplo, el precipitado proteina-tanino se
disocia anadiendo medio alcalino y se afnaden sustancias cromoéforas, como la
trietanolamina o el FeCls, que reaccionan con los taninos desplazando el
maximo de absorcién a 510 nm, o con el azul brillante de Remazol, que lo

desplaza a 590 nm (160, 165,-167).

En una variante de este método, se precipitan los taninos con dos
proteinas combinadas: BSA y la enzima fosfatasa alcalina (168). Tras la
precipitacion del tanino con la BSA unida a la enzima, se disocia el precipitado
con un tampoén alcalino para resuspenderlo. Se mide la actividad de la
fosfatasa alcalina con el sustrato enzimatico nitrofenilfosfato y posterior
medida de la absorbancia a 405 nm. La cantidad de la actividad del enzima

sera proporcional a la cantidad de taninos de la muestra.

Cambiando de registro y centrandonos ahora en los métodos propuestos
para medir especificamente los taninos condensados de la uva y el vino,
destaca el de Ribéreau-Gayon y Stonestreet (170). Este se basa en la propiedad
que tienen los taninos condensados, también llamados procianidinas, de
hidrolizarse en antocianidinas en medio acido caliente (HCl1 12M, 100°C, 30
min.). Tras la hidrolisis, se ainade una pequena cantidad de etanol 95% para
solubilizar el color rojo que aparece, y seguidamente se mide la absorbancia a
550 nm para cuantificar las antocianinas como reflejo de la cantidad de
taninos condensados. Cabe decir que existe un meétodo muy parecido que
también se basa en la despolimerizaciéon de los taninos en medio acido

caliente, pero empleando butanol: HCI 12M (95:5) a 95°C durante 40 minutos.
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Tras esto, se produce una coloraciéon roja por generaciéon de las unidades de
antocianidinas, y seguidamente se mide la absorbancia a 550 nm como reflejo

de la cantidad de taninos condensados (171).

No obstante, estos métodos presentan algunas deficiencias. En primer
lugar, la transformacion de los taninos condensados a antocianidinas no es
completa y la generaciéon de color de las antocianidinas depende tanto de la
estructura como del grado de polimerizacion de los taninos (172). En segundo
lugar, son frecuentes las reacciones secundarias durante la transformacion,
que conducen a la formaciéon de polimeros de color teja que absorben
alrededor de 450 nm. Este hecho produce una subestimacién de la cantidad
de taninos condensados, de manera que la aplicacion de estos métodos para

fines cuantitativos es limitada (172).

Otro método a tener en cuenta para la cuantificacion de los taninos
condensados es el de la vainillina (172). El fundamento lo encontramos en la
reaccion de la vainillina en metanol acido con el sustituto meta del anillo
flavandlico para formar un compuesto cromoéforo, cuya absorbancia a 500 nm
es proporcional a la concentracién de taninos condensados. Ademas, permite
cuantificar tanto monoémeros como oligémeros y polimeros siempre que haya
una separacion previa mediante cartuchos de extracciéon en fase sélida (SPE)
C18 y eluciéon con distintos disolventes organicos, aunque esto alargara el
tiempo de analisis. Las interferencias que hay que considerar cuando se utiliza
esta metodologia son las que provocan el acido ascoérbico y, sobretodo, los
antocianos. Estos compuestos en medio acido absorben entre 490-540 nm por

lo que debe hacerse un blanco en ausencia de vainillina (173).

Por ultimo, hay que citar también el método de cuantificacion de taninos
condensados por precipitaciéon con metil-celulosa (47, 48). En este caso la
formacion de puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas entre ambas
sustancias, genera un complejo insoluble de tanino polimérico que termina por
precipitar. La cantidad de taninos condensados se obtiene mediante la
diferencia de la absorbancia a 280 nm de una muestra control y la precipitada

con metil-celulosa, por lo que se considera un método de analisis indirecto.
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Este método no precipita ni monémeros ni dimeros de flavanol,
comenzando a contabilizar los taninos condensados a partir de 3 unidades de

flavanol (47).

Respecto al analisis de los taninos hidrolizables, los cuales incluyen los
galotaninos y elagitaninos procedentes de la madera de las barricas, éstos se

pueden cuantificar especificamente por diversos métodos.

Entre ellos, el método de la rodanina (174) hidroliza los galotaninos en
medio acido caliente (H2SO4 2N, 100°C, 26h), de manera que el acido galico
resultante se analiza con rodanina. Este compuesto reacciona con los grupos
hidroxilo del acido galico para dar un complejo de color rojo, que tiene su
maximo de absorciéon a 520 nm. La cuantificacién de este tipo de taninos se

realiza por el método de patréon externo empleando acido galico.

El color rojo formado sélo lo produce el acido galico, por lo que no se
contabilizan los ésteres de acido galico, acido elagico ni demas compuestos

fenolicos, siendo un método muy especifico para los galotaninos.

Sin embargo, presenta los inconvenientes del largo tiempo de analisis, el
empleo de rodanina, que es una sustancia nociva y que no contabiliza la
fraccion de elagitaninos que compone los taninos hidrolizables. Se debe hacer
un blanco sin hidrolizar para eliminar la fraccion de acido galico libre y
antocianos presentes en la muestra (por tener su maximo de absorciéon a la
misma longitud de onda que el complejo coloreado), por lo que se duplican los

analisis.

El método del nitrito sédico (175), por el contrario, cuantifica
especificamente los elagitaninos. Para ello, hace una hidrélisis acida en
caliente de los elagitaninos (H2SO4 2N, 100°C, 10h), generando acido elagico.
Las moléculas de acido elagico poseen dos atomos de carbono susceptibles de
ser atacados por un electroéfilo, como el NO*, formando un producto nitrosilado

de color rojo que tiene su maximo de absorciéon a 538 nm.
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El inconveniente de este método es su elevado tiempo de analisis, puesto
que la maxima absorbancia se alcanza a los 36 minutos tras haber comenzado

la reaccion, unido al tiempo invertido en la hidrélisis.

Ademas, la reacciéon entre el acido elagico y el nitrito esta favorecida si
hay piridina en el medio, que es una sustancia considerada carcinégena e
introduce un riesgo de toxicidad elevado si este método se emplea
rutinariamente en el analisis de muchas muestras. También en este caso se
debe hacer un blanco sin hidrolizar para eliminar la fraccién de acido elagico

libre y antocianos presentes en la muestra, duplicandose los analisis.

Un método que cuantifica simultaneamente los galotaninos y
elagitaninos del vino es el del yodato potasico (176). La etapa previa es la
metanolisis, que es la reaccion de los taninos hidrolizables con metanol
acidificado (H2SO4 18M, 85°C, 20h) para dar metil-galato. Asi, los ésteres de
acido galico reaccionan con KIOs en presencia de acetona o etanol a 30°C,
produciendo un producto intermedio coloreado con un maximo de absorbancia
a 525 nm, que se determina espectrofotometricamente. Se debe preparar un
blanco para eliminar la fraccion de antocianos presentes en la muestra,
teniendo que realizar analisis por duplicado. Sin embargo, la reaccién entre los
metil-galato y el KIOs tarda 1 hora en producirse, lo que unido al tiempo de la

metanolisis, alarga considerablemente el tiempo de analisis.

Los taninos hidrolizables s6lo los encontraremos en los vinos de crianza,
por lo que los anteriores métodos no son aplicables para medir los taninos

condensados de la uva.

Dado que nuestro estudio se centr6 en el contenido de taninos
condensados procedentes de la uva, se debia escoger un método de

cuantificacién apropiado.

Tras analizar las ventajas e inconvenientes de los diferentes métodos, se
prefiri6 el de precipitacion con metil-celulosa por ser una sustancia
precipitante selectiva, no téxica, que reacciona rapidamente con los taninos
condensados, lo que la convierte en una metodologia facil de implementar en

bodega.
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II1.4 Parte experimental
II1.4.1 Presentacion

El estudio bibliografico efectuado permite establecer las bases sobre las

que se desarrolla la parte experimental de la presente Tesis Doctoral.

Es evidente que la determinaciéon del momento 6ptimo de la vendimia es
un factor clave para la obtencién de vinos tintos de calidad. Tradicionalmente
la fecha de vendimia se ha decidido por el grado de madurez tecnolégica de la
uva, la cual se puede determinar de forma rapida y simple midiendo los
azucares del mosto por refractometria y su acidez total por valoracion con una

solucién patrén alcalina.

Actualmente, en el caso de las variedades tintas, es necesario evaluar,
también, su madurez fenodlica. La madurez fenodlica determina tanto la
concentracion como la extractabilidad de antocianos y taninos, que son los
compuestos responsables del color y propiedades gustativas del vino que
determinan su aptitud para la crianza. Ambos parametros varian a lo largo de

la maduracion de la uva, por lo que es necesario someterlas a control.

Sin embargo, al no existir un método de analisis de la uva tinta oficial y
universalmente aceptado para el seguimiento de la madurez fendlica, las
bodegas y los centros de investigaciéon enolégica aplican métodos diferentes
para llevar a cabo el control de la madurez fenodlica, segin su criterio

particular.

Estos métodos requieren la obtenciéon de extractos de las uvas. Para
obtenerlos, emplean diferentes disolventes, trabajan en distintos rangos de pH
y los tiempos de maceracion tampoco son iguales, dando lugar a una eficacia
de extraccion variable en cada caso. Este hecho impide que las bodegas y los
centros de investigacion enolégica que, como hemos dicho, aplican diferentes
metodologias en los controles de maduracion y que, en teoria, presentan la
misma validez desde el punto de vista enolégico, puedan contrastar sus

resultados de manera directa.
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Asi pues, se decidi6 comenzar el trabajo experimental de la presente
Tesis Doctoral comparando tres de los métodos mas utilizados por el sector
enologico, con el objetivo de establecer correspondencias entre los valores

obtenidos con cada uno de ellos.

Los métodos seleccionados fueron los de Glories y Augustin (9,10),
tradicionalmente empleado por los endlogos, el método adoptado por el
Instituto Australiano de Investigacion del Vino (AWRI) (44) y el método
adoptado por el Instituto Técnico de la Vina y el Vino en Francia (ITV
Estandar)(30). Todos analizan la uva entera triturada, debido a que, para
poder tener una aplicacion real en bodega, se requieren métodos sencillos y

rapidos.

Para llevar a cabo la comparacion entre el contenido fendlico de los
extractos obtenidos con cada una de las tres metodologias, se determinaron
espectrofotométricamente los antocianos totales y los compuestos fendlicos
totales, y con los resultados obtenidos se construyeron modelos de regresion

lineal estableciendo correlaciones dos a dos.

El procedimiento seguido para llevar a acabo este estudio, asi como los
resultados y discusion de los mismos, se recogen en el articulo Comparison of
three extraction methods used to evaluate phenolic ripening in red grapes,
publicado en la revista Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58 (2010)

4071-4076, cuyo original puede encontrarse en el Anexo 1 de la presente Tesis.

De estos tres métodos, habia que escoger uno para emplearlo como
método de rutina en los controles de maduracién fendlica con el que poder

establecer la fecha de vendimia 6ptima.

De entre ellos, el método ITV resultaba el mas atractivo por ser rapido,
directo, preciso y sencillo. Ademas, su capacidad de extraccion de los
compuestos fendlicos permitia observar claramente la evoluciéon del contenido
fenolico de la uva durante la maduracién. Sin embargo, la poca informacién
existente hasta el momento respecto a la influencia de las distintas variables

sobre el rendimiento de la extraccion asi como la falta de parametros analiticos
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de calidad del método, hicieron que el siguiente objetivo fuera la optimizaciéon

del mismo.

Asi pues, se realizaron diferentes ensayos que evaluaran el efecto de las
principales variables que influyen en el rendimiento de extracciéon de los
compuestos fenolicos del triturado de uvay que son el tamano de particula, la
temperatura, tiempo de maceracion, y lavado del residuo de extraccién. Todo
este estudio, junto con los resultados obtenidos, dieron lugar al articulo
Estudio y optimizacion de un método analitico para la estimacion de los
parametros de madurez fendlica de la uva tinta, publicado en la revista
Endlogos, 58 (2009) 38-43, cuyo original puede encontrarse en el Anexo 2 de la

presente Tesis.

Por otra parte, en los ensayos que nos propusimos hacer para el control
de la maduraciéon fendlica se debian muestrear diversas variedades de uva
tinta de la finca experimental “Mas dels Frares” con la que cuenta la Facultad
de Enologia de Tarragona con una frecuencia semanal a lo largo de toda la
campana estival. Esto suponia un volumen de trabajo considerable, por lo que
se tendrian muchas muestras para analizar disponiendo de un tiempo
limitado. Ante esta situacién, surgia la necesidad de conservar las muestras
unos dias hasta su analisis, siendo necesario preservar las caracteristicas de

las muestras durante este tiempo.

Quedaba, pues, por comprobar si el uso de muestras frescas o
conservadas en refrigeracion o congelacion influia sobre el recuento de los
compuestos fenolicos, y por tanto, en la fiabilidad del resultado para establecer
el estado de madurez fenodlica de las uvas, puesto que en la bibliografia se
encontraron resultados contradictorios. Por ello se realiz6 un estudio de
conservacion de uvas y extractos bajo refrigeracion y también bajo
congelacion, a lo largo de 1 ano. Este estudio debia servir para tomar una
decision sobre la conveniencia de aplicar métodos de conservacién sobre las

muestras o no.

Tras optimizar el método de extraccion con el que determinar el
contenido fenodlico de la uva en los controles de maduracién, era necesario

conocer si ademas los extractos eran capaces de predecir la composicion
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fenolica y color de los vinos correspondientes, lo cual seria definitivo para
emplearse como método de rutina en los controles de maduracién fenélica con
el que determinar la fecha de vendimia. Esto se conseguiria si los resultados
aportados por los extractos de uva mostrasen una buena correlacion con los

correspondientes vinos.

Asi pues, se decidi6 continuar el trabajo experimental de la presente
Tesis Doctoral con la obtencién simultanea de extractos a partir del método
anteriormente optimizado y de vinos a partir de microvinificaciones estandar,
empleando las mismas muestras de uva que para el control de maduracién, y
teniendo en cuenta que la cantidad de muestras debia ser suficientemente alta

y representativa como para poder construir buenos modelos predictivos.

Todas las etapas del estudio realizado para construir y validar los
modelos de prediccion de las caracteristicas del vino final se recogen en el
articulo Prediction of red wine colour and phenolic parameters from the analysis
of its grape extract, publicado en la revista International Journal of Food Science
and Technology, cuyo original puede encontrarse en el Anexo 3 de la presente

Tesis.

III.4.2 Materiales y métodos

En este apartado se detallan las muestras empleadas en cada uno de los
tres estudios recogidos en el presente capitulo, dedicando especial atenciéon al
numero de variedades y afiadas utilizadas en cada uno de ellos. Ademas, se
describen los métodos de extraccion de los compuestos fenodlicos empleados

para determinar los distintos parametros estudiados.

Seleccion de las bayas en la parcela

El conocimiento fiable del estado de madurez fendlica de la uva se
consigue mediante la realizaciéon de un muestreo riguroso, que debe hacerse
completamente al azar sobre un elevado numero de puntos para asegurar una
muestra representativa de la vifia, y debe ser siempre idéntico: mismas cepas,
adecuadamente identificadas, muestreadas a primera hora del dia por el

mismo analista.
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El muestreo se realiz6 teniendo en cuenta la variabilidad de la posicion
de la uva en el racimo, del racimo en la cepa y de la cepa en el vifiedo,
considerando también su distinta exposicién solar. Siguiendo esta premisa, se
tomaron muestras de calles centrales, combinando sol y sombra y distintas
partes del racimo (hombros, parte central y puntas), posicionado en distintas

partes de la cepa (Figura III.3).

=

Figura III.3. Esquema del muestreo de uvas en controles de maduracion, teniendo en
cuenta la posicion de la cepa en la vifia, alternando cepas al sol y a la sombra (a), y
la baya dentro del racimo: hombros (b), centro (c) y punta (d)

Los ensayos se prolongaron durante los afios 2006, 2007, 2008 y 2009 y
se emplearon hasta siete variedades de uva tinta (Pinot noir, Merlot,
Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carifiena y Cabernet sauvignon), todas ellas
obtenidas de la finca experimental “Mas dels Frares” perteneciente a la

Facultad de Enologia de Tarragona, que esta situada en Constanti (Tarragona).

A continuacién, las muestras se transportaron inmediatamente al

laboratorio para su analisis en bolsas de plastico dentro de pequefias neveras
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portatiles. En la Figura IIl.4 se muestra un esquema de la finca con las

variedades estudiadas marcadas en rosa.
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Figura III.4. Mapa de la finca experimental “Mas dels Frares”. En rosa las
variedades estudiadas en la presente Tesis

Muestras para la comparacion de tres métodos de extraccion

Las variedades empleadas en este estudio fueron seis: Merlot,
Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carifiena y Cabernet sauvignon, muestreando
cada variedad con una frecuencia semanal desde el final del envero hasta la

vendimia.

El estudio de la comparacion de los tres métodos de extraccion se

extendié durante las campanas de 2006, 2007 y 2008.

En 2006 se aplicaron las metodologias Glories e ITV para obterner los
extractos, en 2007 las de ITV y AWRI, y en 2008 se aplicaron los tres

simultaneamente.

122



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia

iteri ~ ole B 57 i 2] ) [
DLsT-1539-2011 Criterios para determinar la madurez éptima de la uva tinta

El muestreo de cada variedad, realizado siguiendo el muestreo detallado
en el punto anterior, di6 lugar a una muestra constituida por 200 uvas, las
cuales se trituraron hasta obtener una pasta homogénea. Esta pasta se
repartié en diferentes recipientes para ser macerada por duplicado en las

condiciones que cada método establecia.

Muestras para la optimizacion de un método de extraccion

Las variedades empleadas en este estudio fueron siete: Pinot noir,
Merlot, Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carifilena y Cabernet sauvignon,
muestreando cada variedad con una frecuencia semanal desde el final del
envero hasta la vendimia. Este ensayo, que comenzé mucho mas al principio
que el resto, permitié disponer de una variedad adicional, Pinot noir, ya que es

la primera variedad que se vendimia de la finca.

Cada muestra consistié en 200 uvas, tras recogerlas al azar siguiendo el
muestreo detallado en el punto anterior, las cuales se trituraron hasta obtener
una pasta homogénea. La pasta obtenida se repartié en diversos recipientes,
donde fue macerada por duplicado empleando distintos tiempos y

temperaturas.

Debido a la gran cantidad de ensayos realizados en este estudio para
evaluar los distintos parametros que influyen en la extraccion, no se trabajé

con todas las variedades en todos los ensayos.

Asi, para el ensayo de trituracion con diferentes equipos
homogeneizadores se empleé uva de Pinot noir y Tempranillo, por ser

variedades que presentan bayas de tamaro y contenido fenélico muy diferente.

Para el ensayo de tiempo de maceracion se emplearon uvas de Pinot

noir, Tempranillo, Merlot y Syrah.

Para el ensayo con diferentes temperaturas de maceraciéon se empleé la

variedad Tempranillo.
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Para el ensayo de repetitividad de los métodos de Puissant y Léon, y
Ribéreau-Gayon y Stonestreet de medida de antocianos, se emplearon las

variedades de Pinot noir y Syrah.

Para la comparacion de los resultados de antocianos totales
proporcionados con ambas metodologias se emplearon los extractos obtenidos

con las siete variedades.

Finalmente, para el ensayo de conservacion de muestras se hizo un
seguimiento de los extractos obtenidos con cinco variedades (Pinot noir,
Tempranillo, Garnacha, Syrah y Cabernet sauvignon) conservados en
refrigeraciéon y de cuatro variedades (Tempranillo, Syrah, Garnacha y Cabernet

sauvignon) conservados en congelaciéon durante 1 afo.

El estudio de optimizacion del método de extraccion basado en el ITV se
extendié durante los afios 2006 y 2007. En el verano de 2006 se puso a punto
el método de extraccion de la uva, pero no finalizé hasta 2007, que fue cuando

se completo el estudio paralelo de conservacion de las muestras.

Muestras para la correlacién extractos de uva-vinos

Las variedades empleadas en este estudio fueron cinco: Merlot,
Tempranillo, Syrah, Carifiena y Cabernet sauvignon, muestreando cada
variedad en tres momentos de maduracion diferentes: tras el envero, sobre la
mitad de la maduracién y en el momento de la vendimia. En esta ocasion no se
pudo disponer de la variedad Pinot noir por haberse vendimiado
tempranamente para la elaboracién del cava Blanc de noirs de la Facultad de
Enologia de Tarragona ni de la variedad Garnacha, porque las viflas fueron
arrancadas ese afno para su renovacion. El estudio de correlaciéon entre la

composicion fendlica de la uva y el vino tuvo lugar en el afio 2009.

Cada muestra consisti6 en 300 uvas recogidas al azar siguiendo el
muestreo detallado en el punto anterior, de las cuales 100 se destinaron a
determinar los parametros de madurez tecnologica en el mosto y las 200
restantes fueron utilizadas para determinar los parametros de madurez

fenolica en el extracto obtenido (por duplicado) a partir del método optimizado.
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Ademas, se recogieron unos 15 Kg de uva de cada variedad para obtener
las muestras de vino, en el mismo momento que las uvas empleadas en el
control de la madurez fenodlica. Estas muestras consistieron en algunos
racimos cuidadosamente recogidos al azar. Se tomoé un racimo de cada cepa,
de cepas marcadas con anterioridad y expuestas al sol y a la sombra
alternativamente. Todos los racimos fueron recogidos en una caja de 20 Kg de
capacidad y transportados inmediatamente hasta el laboratorio para su

vinificacion (por triplicado).

Reactivos y patrones

Los patrones de malvidina-3-glucésido (pureza= 90%) y (+)-catequina
(pureza= 96%) fueron suministrados por Fluka (Madrid, Espana). El acido
galico monohidratado (99.5%) fue suministrado por Scharlab (Barcelona,
Espana). La metil-celulosa (M-0387) fue suministrada por Sigma Aldrich
(Madrid, Espana).

Las levaduras seleccionadas (AWRI 596) fueron facilitadas por Agrovin
(Ciudad Real, Espana). Los activadores de fermentacion (Actiferm 1y 2) y el
metabisulfito potasico (pureza= 95%), fueron suministradas por Martin Vialatte

Oenologie (Epernay, Francia).

El resto de los productos quimicos utilizados para el estudio eran de

calidad analitica y fueron suministrados por Scharlab (Barcelona, Espana).

Instrumentacion

Las uvas se trataron con un homogeneizador de alta velocidad Ultra-
Turrax T-18® (IKA, Wilmington, EE.UU.) equipado con un eje de rotacion
S18N-19G. En el estudio de optimizaciéon del método ITV, también se empled
una Batidora Taurus® Bapi600 de 10 velocidades para triturar las uvas. La
centrifugacion de las muestras se realizé con una centrifuga Hettich Universal
32R (Tuttlingen, Alemania). La absorbancia de los extractos y vinos se
determiné mediante un espectrofotometro UV-Vis Thermo Spectronic UV-Vis

modelo Helios ¥ (Thermo Electron Corporation, Cambridge, UK).
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Condiciones de maceracion

Cada conjunto de uvas se despalilld6 y homogeneizé (incluidas las
pepitas) con el homogeneizador Ultra-Turrax® a 24000 r.p.m. a temperatura
ambiente, durante aproximadamente 2 minutos, hasta obtener una fina pasta.
Este homogeneizado se sometié6 a una maceraciéon por duplicado de acuerdo
con los siguientes procedimientos, y que se han descrito anteriormente en el

apartado I11.2.1.1:

. Método de Glories

Se maceraron cuatro replicados de 25 g de pasta durante 4 horas a
temperatura ambiente, dos de ellos con 25 ml de la solucién a pH 1.0 y los
otros dos con 25 ml de la solucién a pH 3.2, en vasos de precipitados de 250
ml, con agitacion cada 15 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a
8000 r.p.m. durante 10 minutos. Cada sobrenadante obtenido se decant6 en
un matraz aforado de 50 ml y se enras6é con solucién extractante para

garantizar un volumen final constante y exacto.
. Método AWRI

En dos tubos de centrifuga de plastico se colocaron 2 g de pasta y se

maceraron con 20 ml de etanol 50%.

Los tubos se agitaron en un agitador automatico rotativo a 30 r.p.m.
durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, los tubos se centrifugaron
y los sobrenadantes se decantaron en matraces de 25 ml, los cuales se
enrasaron con la misma solucién extractante para garantizar un volumen final

constante y exacto.

. Meétodo ITV estandar

En dos vasos de precipitados de 250 ml se maceraron 50 g de pasta con
100 ml de una soluciéon hidroalcohélica acida (85 ml de HC1 0.1% + 15 ml de

etanol 96%) durante 1 hora con agitacion manual cada 15 minutos.

Transcurrido este tiempo, los macerados se centrifugaron y los

sobrenadantes se decantaron en matraces de 200 ml, los cuales se enrasaron
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con la misma solucién extractante para garantizar un volumen final constante

y exacto.

Como se puede observar, se introdujo una modificacién en todos los
métodos, que ha consistido en anadir solucién extractante al extracto obtenido
hasta obtener un volumen perfectamente conocido mediante el empleo de
matraces aforados. Asi, el volimen de muestra que se obtuvo con cada método

de extraccion se mantuvo constante.

Microvinificaciones

A continuacién (Figura III.5) se resume graficamente el protocolo de
vinificacion empleado en el estudio de correlacion entre la composicién fenélica

de las uvas y sus correspondientes vinos.

Figura III.5. Esquema de los pasos seguidos en la vinificacién estandar

Como ya se ha indicado, se vinificaron individualmente alrededor de 15

Kg de uva de cada variedad, en tres estadios de maduracién diferentes (desde
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el envero hasta la vendimia). Las uvas se despalillaron a mano y se estrujaron
mediante una estrujadora manual de rodillos de acero inoxidable. A
continuacion, se introdujeron 4 Kg de uva estrujada en recipientes de plastico
de 6L de capacidad (triplicados), a los que se anadieron 0.12 g de K>S,05 por

kilogramo de uva estrujada.

La fermentacion alcohodlica fue llevada a cabo por las levaduras
seleccionadas (AWRI 596), que fueron inoculadas (0.2 g/Kg uva) el mismo dia
del muestreo. Los activadores de fermentacion se anadieron a las 24 horas
después de la inoculaciéon de levaduras (Actiferm 1), y posteriormente, cuando

la densidad del mosto alcanz6 valores entre 1040-1050 g/L (Actiferm 2).

La temperatura del mosto durante la fermentacién se controlé en todo
momento, manteniendo los recipientes de plastico en una sala con control de
temperatura, de manera que ésta no superase los 30°C. Para constatar que la
fermentacion se desarrollaba adecuadamente, diariamente se hacia una
lectura de la densidad del mosto, a fin de comprobar que ésta descendia
progresivamente a medida que las levaduras transformaban los azucares en

etanol.

Cuando la fermentacion alcohdlica terminé (entre el 5° y 7° dia), la
maceracion se extendié hasta el 10° dia. Durante todo este tiempo se realizo
un bazuqueo diario para sumergir el sombrero. Finalmente, los vinos fueron

obtenidos por sangrado y se afiadié K2S205 (0.02g/L) para estabilizarlos.

Determinaciones analiticas

En los estudios que se han desarrollado en este Capitulo III se han
evaluado la composicién fendlica y los parametros cromaticos de los extractos
de uva y vinos, asi como los parametros enolégicos clasicos del mosto de uvas

obtenido.

Composicion fendlica

Los parametros utilizados para seguir la madurez fenodlica de la uva

fueron los compuestos fenolicos totales y los antocianos totales. En el estudio
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de correlacion entre los parametros fendlicos de la uva y el vino, ademas de los
parametros enolégicos anteriores, se midieron los taninos condensados tanto

en los extractos de uva como en los vinos obtenidos.

Cabe decir que las muestras debian estar perfectamente limpidas y
transparentes para proceder con su analisis espectrofotométrico. Esto se
verifico previamente midiendo su absorbancia a 700 nm. Los extractos o vinos

con Azoo superior a 0.01 volvieron a centrifugarse, porque mostraban turbidez.

Analisis de los compuestos fendlicos totales

. Procedimiento

En los extractos de uva obtenidos mediante el método ITV y Glories, asi
como en los vinos obtenidos en los ensayos de microvinificacion, el contenido

de compuestos fendlicos totales se midi6 siguiendo el método del IPT (1, 112).

Dicho método se basa en diluir la muestra en agua destilada (1:50) y a
continuacién medir la absorbancia a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 10

mm, tras realizar un blanco con agua destilada.

Para los extractos de uva obtenidos mediante el método AWRI, el
contenido de los compuestos fendlicos totales se midié siguiendo el método de
Iland et al. (44). Dicho método se basa en diluir la muestra en HCI 1M (1:25) y
a continuacién medir la absorbancia a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 10

mm, tras realizar un blanco con HCI 1M.

o Calibracion y formulas

La cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se realizé a través
del método de patrén externo, mediante la interpolacion de la medida de la
absorbancia a 280 nm de la muestra de extracto o vino en una recta de
calibrado construida con acido galico como patrén y utilizando una matriz

adecuada en cada caso.
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Para obtener la recta de calibrado con la que cuantificar los compuestos
fenolicos totales en los extractos ITV, se prepar6 una soluciéon madre de 8000
mg/L de acido galico empleando como disolvente una solucién hidroalcohélica

acida, compuesta por un 85% de HC1 0.1% y un 15% de etanol 96%.

Por dilucion de esta soluciéon madre se prepararon una serie de
disoluciones patrén de concentracion entre 2 y 20 mg/L. De acuerdo con el
procedimiento, tras dilucion 1:50 con agua destilada de estas disoluciones, se

midi6 la absorbancia a 280 nm y se ajustaron los resultados a una recta.

Esta misma recta fue la empleada para la cuantificacion de los
compuestos fendlicos totales en los vinos obtenidos de los ensayos de
microvinificacion, puesto que el contenido etandlico del extracto ITV es el mas

semejante al del vino.

Para obtener las rectas de calibrado con la que cuantificar los
compuestos fenolicos totales en los extractos de Glories, se prepararon dos
soluciones madre de 8000 mg/L de acido galico, empleando en una de ellas
una soluciéon a pH 1.0 (HC1 0.1 M) como disolvente y en la otra una solucion a

pH 3.2 (5g/L acido tartarico).

Por dilucion de esta solucion madre se prepararon una serie de
disoluciones patron de concentracion entre 2 y 20 mg/L, para a su vez, tras
diluirlas 1:50 con agua destilada, medir la absorbancia a 280 nm y ajustar los

resultados a una recta.

Para construir la recta de calibrado con la que cuantificar los
compuestos fenolicos totales en los extractos obtenidos por el método AWRI se
prepar6é una solucion madre de 4000 mg/L de acido galico empleando como

disolvente etanol 50%.

Por dilucion de ésta se obtuvieron soluciones patrén comprendidas entre
2 y 25 mg/L. Tras dilucién 1:25 con HCl 1M se midi6 su absorbancia a 280

nm y se ajustaron los resultados a una recta.
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La Tabla Ill.4 recoge los parametros de calibracion de las rectas de
calibrado de los compuestos fendlicos totales construidas para cada medio de

extraccion.

Tabla 1I1.4. Parametros de calibracion de las rectas de calibrado de los compuestos
fendlicos totales construidas para cada disolucién

Medio Soluciones Rango Pendiente Intercepto R2 LOL
extraccion patron (mg/L) *xI1.C) *xI1.C) (%)
AWRI 6 2.9-23.6 0.0501 £0.0004 0.0070 £0.0054 1.000 99.72
1TV 6 2.2-18.0 0.0495 £ 0.0003 -0.0002 + 0.0036 1.000 99.77
(Cglgrieg) 6 2.1-17.0  0.0501 +£0.0004 0.0018 +0.0038 1.000 99.73
Glories 6 2.2-17.8  0.0459 £ 0.0006  0.0020 + 0.0068 1.000 99.51
(pH 3.2)
* I.C., intervalo de confianza, considerando un nivel de significancia (o) = 0.05; R2,

coeficiente de determinacion; LOL (%), linealidad del modelo de regresion. Se calcula como
100-RSD, siendo RSD la desviacion estandar relativa de la pendiente de la recta.

Las formulas que se han empleado para la cuantificacion de los

compuestos fenolicos totales (CFT) en mg/Kg de uva, son:

o Ay +0.0002) FD -V,
ITV: CFT(mgacidogdlicol Kguva)= 00455 ) 12 Ec.III.18
. A,y —0.0018 | FD -V,
Glories pH 1.0: CFT(mg acido galico /Kguva)z( 250 J : Ec.IIL.19
0.0501 M,
A,gy —0.0020 ) FD -V,
Glories pH 3.2: CFT(mgdcidoga'lico/Kguva)z( 28(;) 0459 J ; : Ec.III.20
Ec.III.21

Ay —0.0070J FD -V,
M

t

AWRL: CFT(mgdcido gilico IKguva)=
(mgacido galico guva)( 0.0501

donde FD es el factor de dilucion empleado en la medida de la
absorbancia (50 en el caso de ITV y Glories, 25 en el de AWRI), V. el volumen
de extracto obtenido, expresado en mililitros (nosotros empleamos 200 en el

caso de ITV, 50 en el de Glories y 25 en el de AWRI) y M; es la masa de
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triturado empleada en la maceraciéon, expresada en gramos (nosotros

empleamos 50 en el caso de ITV, 25 en el de Glories y 2 en el de AWRI).

Para la cuantificacion de los CFT en los vinos, sélo se considero el factor
de dilucién (FD) empleado en la medida de la absorbancia, de manera que el

resultado se expres6 en mg/L de acido galico.

Analisis de los antocianos totales

. Procedimiento

Los métodos empleados para la medida de los antocianos totales se
basan en la propiedad que tienen los antocianos de desplazar su equilibrio
hacia la forma flavilio e intensificar su color cuando se anade una solucién

acida con la que alcanzar un pH por debajo de 1.0.

Para los extractos de uva obtenidos mediante el método ITV y Glories, el
contenido de antocianos totales se midié siguiendo el método de Puissant y
Léon (114,126), descrito anteriormente en el apartado II1.3.2.2. Los antocianos
totales en los vinos obtenidos en el ensayo de microvinificacién, también se
analizaron a partir de esta metodologia. Dicho método se basa en diluir la
muestra en HCI 0.1M (1:25) y a continuaciéon medir la absorbancia a 520 nm

en una cubeta de 10 mm, tras realizar un blanco con HCI1 0.1M.

Para los extractos de uva obtenidos mediante el método AWRI, el
contenido de los antocianos totales se midi6 siguiendo el método de Iland et al.
(44). Dicho meétodo se basa en diluir la muestra en HCl 1M (1:25) y a
continuacion medir la absorbancia a 520 nm en una cubeta de 10 mm, tras

realizar un blanco con HC1 1M.

o Calibracion y formulas

La cuantificacion de los antocianos totales se realizé a través del método
de patrén externo, mediante interpolacion de la medida de la absorbancia a
520 nm de la muestra de extracto o vino en una recta de calibrado construida

para cada matriz.
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Para obtener la recta de calibrado con la que cuantificar los antocianos
totales en los extractos ITV, se preparé una solucién madre de 2000 mg/L de
malvidina-3-glucésido  empleando como  disolvente una  solucién
hidroalcohélica acida, compuesta por un 85% de HCI 0.1% y un 15% de etanol
96%. Por dilucion de esta solucion madre se obtuvieron soluciones patrén
entre 2 y 20 mg/L. Tras dilucién 1:25 con HCIl 0.1M de cada una de ellas, se

midi6 la absorbancia a 520 nm y se ajustaron los resultados a una recta.

Esta misma recta fue la empleada para la cuantificacion de los
antocianos totales en los vinos obtenidos de los ensayos de microvinificacion,
puesto que el contenido etandlico del extracto ITV es el mas semejante al del

vino.

Para obtener la recta de calibrado con la que cuantificar los antocianos
totales en los extractos de Glories, se prepar6 esta vez una unica solucién
madre de 2000 mg/L de malvidina-3-glucésido, empleando una solucién a pH
1.0 (HC1 0.1M). A partir de esta solucion madre se obtuvieron soluciones
patrén entre 2 y 20 mg/L. Tras dilucién 1:25 con HCI 0.1M, de cada una de
ellas, se midi6 su absorbancia a 520 nm y se ajustaron los resultados a una

recta.

En este caso no se preparé la solucion de Glories a pH 3.2 puesto que
posteriormente se realiza dilucion 1:25 con HCl 0.1M, obteniéndose en la
medida espectrofotométrica un pH muy similar al de la solucién preparada a
pH 1.0, independientemente del pH del disolvente empleado en la disolucion
del patréon de malvidina-3-glucésido. Asi se evité consumir innecesariamente

patréon de malvidina-3-glucésido (se comercializa en cantidades de 1mg).

Para construir la recta de calibrado con la que cuantificar los antocianos
totales en los extractos obtenidos por el método AWRI se prepar6 una solucion
madre de 2000 mg/L de malvidina-3-glucésido empleando como disolvente
etanol 50%, a partir de la cual se obtuvieron soluciones patrén comprendidas
entre 2 y 25 mg/L. Tras dilucion 1:25 con HCI 1M, se midi6 la absorbancia a

520 nm y se ajustaron los resultados a una recta.
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La Tabla II.5 recoge los parametros de calibracién de las rectas de

calibrado de los antocianos totales construidas para cada medio de extraccion.

Tabla III.5. Parametros de calibracion de las rectas de calibrado de los antocianos
totales construidas para cada disolucion

e xtl\l/fz(cii(i)én Soll)gsigﬁes (lfj gn/gf) Pendiente + (I.C.) Intercepto * (I.C.) R2 I(‘Oz %‘
AWRI 6 2.4-20.0 0.0641 £0.0005 0.0392 +0.0063 1.000 99.70
ITv 6 2.4-20.0 0.0635 +0.0007 0.0430 +£+0.0086 1.000 99.58
Glories 6 2.4-20.0 0.0617 £0.0003 0.0061 +0.0035 1.000 99.82
* I.C., intervalo de confianza, considerando un nivel de significancia (o) = 0.05; R2,

coeficiente de determinacion; LOL (%), linealidad del modelo de regresion. Se calcula como
100-RSD, siendo RSD la desviacion estandar relativa de la pendiente de la recta.

Las formulas que se han empleado para la cuantificacion de los

antocianos totales (AT) en mg/Kg de uva, son:

ITV:

Glories pH 1.0 y
pH 3.2:

AWRI:

520

0.0635

M,

t

A, —0.0430) FD -V
AT (mg M3G/Kguva)= . <

Ay, —0.0061J FD -V,
0.0617 M

AT (mg M3G/Kguva) :£

t

Ay —0.0392J FD -V,
0.0641 M

t

AT(mgM3G/Kguva):£

donde, FD es el factor de dilucion empleado en la

Ec.III.22

Ec.III.23

Ec.II1.24

medida de la

absorbancia (nosotros empleamos 25 en todos los casos), V. el volumen de

extracto obtenido, expresado en mililitros (nosotros empleamos 200 en el caso

de ITV, 50 en el de Glories y 25 en el de AWRI) y M, es la masa de triturado

empleada en la maceracion, expresada en gramos (nosotros empleamos 50 en

el caso de ITV, 25 en el de Glories y 2 en el de AWRI).
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Para la cuantificacién de los AT en los vinos, sélo se consideré el factor
de dilucién (FD) empleado en la medida de la absorbancia, de manera que el

resultado se expres6 en mg/L de malvidina-3-glucésido.

Analisis de los taninos condensados

La medida de los taninos condensados en este Capitulo III se emple6
unicamente en el estudio de correlacion entre la composicién fenélica de la uva
y el vino, por lo que s6lo se determinaron en los extractos ITV y en los vinos

obtenidos por microvinificacion.
o Procedimiento

La medida de estos compuestos fendlicos se llevé a cabo a través de la
diferencia entre las absorbancias a 280 nm de un blanco de extracto o vino y
la misma muestra a la que se han precipitado los taninos con metil-celulosa
(47, 48). Ambas soluciones se preparan en tubos de ensayo de 10 ml, a los que

se anaden los reactivos mostrados en la Tabla III.6:

Tabla III.6. Reactivos empleados en el método de cuantificacién de taninos
condensados por el método de precipitacién con metil-celulosa

Blanco Muestra a precipitar
Muestra 1 ml 1ml
Metil-celulosa0.04% p/v - 3 ml
Solucion saturada de (NH4)2SOa4 2 ml 2 ml
H20 destilada 7 ml 4 ml

Ambas soluciones se dejan reposar 10 minutos y después se centrifuga
la solucién que contiene la metil-celulosa (8000 r.p.m.; 5 min) para aislar el
precipitado. Tras esto, el sobrenadante de la muestra y el control se traspasan
a una cubeta de cuarzo de 10 mm para realizar la medida, tras llevar a cabo

un blanco instrumental con agua destilada.
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o Calibracion y formulas

La cuantificacion de los taninos condensados se realizé mediante el
método de patron externo, por interpolacion de la diferencia de las medidas de
la absorbancia a 280 nm antes y después de la precipitacion con metil-
celulosa de los extractos o vinos en una recta de calibrado construida con
soluciones patron de (+)-catequina y empleando el disolvente que emplea el

método ITV.

Para obtener la recta de calibrado con la que cuantificar los taninos
condensados en los extractos ITV y en los vinos, se preparé una solucion
madre de 2500 mg/L de (+)-catequina empleando como disolvente una
solucién hidroalcoholica acida, compuesta por un 85% de HCI1 0.1% y un 15%
de etanol 96%, a partir de la cual se obtienen disoluciones comprendidas entre
15 y 80 mg/L. Tras aplicar la dilucion que aplica el método de analisis
anteriormente descrito, se miden las absorbancias de las soluciones patron

ajustando los resultados obtenidos a una recta.

Esta misma recta fue empleada para la cuantificacién de los taninos
condensados en los vinos obtenidos de los ensayos de microvinificacion,
puesto que el contenido etanolico del extracto ITV es muy semejante al del

vino.

La Tabla III.7 recoge los parametros de calibracion de la recta de
calibrado de los taninos condensados construida para el medio de extraccion

que emplea el método ITV:

Tabla III.7. Parametros de calibracion de la recta de calibrado de los taninos
condensados construida para la disolucion ITV

Medio Soluciones Rango Pendiente + Intercepto * R2 LOL
extraccion  estandar (mg/L) (I.C.) (I.C.) (%)
ITv 6 19.2-76.9 0.0136 £0.0001 0.0041 £0.0061 1.000 99.61
* I.C., intervalo de confianza, considerando un nivel de significancia (o) = 0.05; R2,

coeficiente de determinacion; LOL (%), linealidad del modelo de regresion. Se calcula como
100-RSD, siendo RSD la desviacion estandar relativa de la pendiente de la recta.
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El contenido de taninos condensados (TC) se expresa en mg de (+)-

catequina por kilogramo de uva segun la Ec. II1.25:

AA
ITV: TC (mgcatequina/Kguva)=( 2% Ec.ll.25

-0.0041) FD -7,
0.0136

MI

donde, FD es el factor de dilucion empleado en la medida de la
absorbancia (10), V. el volumen de extracto obtenido, expresado en mililitros
(nosotros empleamos 200 en el caso de ITV) y M; es la masa de triturado

empleada en la maceracion, expresada en gramos (nosotros empleamos 50 en
el caso de ITV).

Para la cuantificacion de los TC en los vinos, sélo se consideré el factor
de dilucion (FD) empleado en la medida de la absorbancia, de manera que el

resultado se expres6 en mg/L de (+)-catequina.

Pardametros colorimétricos

Los parametros de color que se midieron en los extractos de uva y vinos
fueron la intensidad colorante (IC), tonalidad (To), componente amarilla (%),
componente roja (%) y componente azul (%), que se detallaron en el apartado
II1.3.1.

Parametros enoldgicos clasicos

La evolucion de los parametros de madurez tecnolégica de las uvas a lo

largo de la maduracion se evalué mediante:

o peso (g) correspondiente a 100 bayas.
o solidos solubles totales del mosto medidos por refractometria en © Brix.
. acidez total del mosto determinada por valoraciéon con NaOH 0.1M (132).

o pH del mosto medido con un pH-metro (132).

El contenido total de sé6lidos solubles a través de la medida de los °Brix
se relaciono6 directamente con el contenido de azucar (g/L) del mosto y el grado

alcohdlico probable (% vol) del vino empleando las transformaciones de
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Fournand et al. (66), facilitandose también los resultados de estos parametros.

Las ecuaciones de transformacion fueron las siguientes (131):
Azucares (g/L) = (°Brix - 11.4) - 35.6 Ec.Ill.26

Grado alcohdlico probable (% vol) = (°Brix - 0.68) - 2.1 Ec.II1.27
Anadlisis estadistico

La calidad de las rectas de regresion construidas para correlacionar los
resultados de los compuestos fendlicos totales y los antocianos totales
obtenidos con los métodos de extraccion AWRI, ITV y Glories, se evaluaron por
el coeficiente de determinacion (R2?) y la linealidad en linea (LOL) (177). Todos
los parametros estadisticos de las rectas de regresion lineal se han calculado

con el software informatico ULC 2.0 (178).

El coeficiente de determinacion (R?) es una herramienta para determinar
la linealidad de la recta de regresion y el grado de ajuste de los puntos
experimentales a la misma (relacion entre los resultados obtenidos por los

diferentes métodos comparados dos a dos).

El parametro LOL indica el grado de dispersion de los datos alrededor de
la linea de calibracién, lo que ayuda a evaluar la linealidad del modelo. E1 LOL
se calcula como 100-RSD, donde RSD es la desviacion estandar relativa de la
pendiente (SD pendiente/pendiente)-100. La RSD es la medida de la precision

de la calibracion, estima el error medio sobre la linea de regresion.

Un modelo se considera lineal cuando el LOL toma valores superiores al

85% (179), por tanto, cuando la RSD no supere el 15%.

Para evaluar la calidad de las predicciones se emple6 el parametro de
recuperacion, definido como el cociente entre el valor predicho a partir de las

ecuaciones de los modelos y el valor medido, expresado en porcentaje.

En este mismo sentido, se evalu6 también el parametro bias (sesgo), que
se define como el promedio de las diferencias entre el valor predicho y el valor

medido de todas las muestras empleadas en el modelo. La prediccion sera mas
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satisfactoria cuanto mas se aproxime a O el valor de bias. Para saber si el valor
de bias difiere estadisticamente de O se procede a hacer un test t para un nivel
de significancia (a) de 0.05. Sin embargo, dado que el parametro que
proporciona una informaciéon mas directa sobre los resultados obtenidos es el
error de prediccion, también se evalué mediante la relaciéon (bias/media valor

calculado), expresado en porcentaje.

Respecto al estudio de correlacion entre la composicion de la uva y el
vino medida en tres estadios de maduracion diferentes, se realizé el analisis de
la varianza (ANOVA) y el test de minima diferencia significativa (LSD)
considerando un nivel de significancia de o = 0.05. Estos analisis fueron

llevados a cabo mediante Statgraphics Plus 5.1.

Las correlaciones entre los valores medios de color y de parametros
fenolicos de las uvas y los vinos se establecieron mediante regresion por
minimos cuadrados usando de nuevo el software ULC 2.0. La calidad de las
lineas de regresion se evalué también mediante el coeficiente de determinacion
(R?) y linealidad en linea (LOL). El ajuste de los datos al modelo y la calidad de
las predicciones fue evaluada esta vez por el error medio del modelo (RMSE),

parametro expresado en porcentaje (% RMSE) (Ec.III.28):

W

Z(yi_j}i)z |

i=1

RMSE % = 120|

Vi

Ec.II.28
N

donde, N es el numero de muestras, ), es el valor de referencia para la
muestra i, y, es el valor predicho para la muestra i, y j es la media de los

valores de las muestras.

Con los parametros fenolicos y cromaticos medidos
espectrofotométricamente en los extractos de uva y vinos, se realizé un
analisis de componentes principales (PCA) para conocer si con estas variables
se podia obtener una diferenciacion entre variedades tintas considerando

estados de maduracion diferentes.
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El PCA es una técnica estadistica de sintesis de la informacién que
transforma un conjunto de variables originales intercorrelacionadas en un
conjunto mas pequeno de variables no correlacionadas denominadas
componentes principales (CP’s) o factores, que contienen la informacion
relevante que caracteriza las muestras (180, 181). El objetivo de la técnica es
explicar la mayor cantidad de la varianza de las variables originales a través
del menor numero de componentes principales. Asi, el primer componente
principal se calcula de forma que recoja la maxima varianza posible de los
datos, el segundo que explique la varianza no explicada por el primer

componente principal, y asi sucesivamente.

Los nuevos componentes principales son las combinaciones lineales de
las variables originales, y los coeficientes de estas combinaciones lineales se
denominan loadings. Estos loadings indican el peso que cada variable asigna a
cada componente principal, mostrando valores de O a 1 en valor absoluto.
Cuanto mayor sea el valor del loading, significa que esa variable es la que

mejor explica la varianza contenida en el CP (182).

II1.4.3 Resultados y discusion
II1.4.3.1 Estudio comparativo de tres métodos de extraccién de uva

En los siguientes apartados se detalla la metodologia seguida para llevar
a cabo la comparacién de tres métodos de extraccion de la uva empleados en el
control de la maduraciéon fenoélica (Glories, ITV estandar y AWRI) con el
objetivo de establecer correspondencias que permitan la transformacion de sus

resultados.

Precision de los métodos de extraccion comparados

El procedimiento de extraccion de la uva empleado en los controles de
maduraciéon condiciona el rendimiento de extraccion de los compuestos
fenolicos, por lo que no se pueden comparar directamente los resultados
obtenidos con diferentes metodologias porque pueden dar lugar a conclusiones
erréneas. Por tanto, para establecer equivalencias entre los resultados

obtenidos con diferentes métodos de extraccion, es esencial la evaluacion de la
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precision de los métodos ensayados, ya que es imprescindible que todas las
metodologias tengan una incertidumbre equivalente. De lo contrario, si el error
asociado a la medida de alguno de ellos fuera muy superior al de los demas,

limitaria el grado de concordancia entre los métodos.

Con el fin de estimar la precisiéon de los tres métodos considerados en
este estudio, se cosecho suficiente cantidad de uva (de una variedad y fecha
concretas) para ser triturada y obtener un solo homogeneizado de uva. Este
homogeneizado se dividié6 en 24 porciones. De este modo, se dispuso de 6
réplicas idénticas para ser maceradas en las condiciones especificas de cada

uno de los tres métodos estudiados.

Después de obtener los diferentes extractos, se midieron las
absorbancias a 280 y 520 nm para determinar las cantidades de compuestos
fenolicos totales (CFT) y antocianos totales (AT), respectivamente, mediante el
método de patrén externo. La Tabla III.8 muestra la media y la desviacién
estandar relativa de los CFT y los AT cuantificados en las réplicas de triturados

macerados segin los métodos de extraccion.

Tabla II1.8. Estimacion de la precision de los métodos de extraccion

Método Replicados Parametro Media R.S.D. %

CFT = 1471 3.9

AWRI 6
AT® 679 4.6
CFT 1107 2.2

ITv 6
AT 642 0.7
CFT 887 1.4

Glories pH 1.0 6
AT 653 1.6
CFT 570 1.4

Glories pH 3.2 6
AT 318 1.6

a CFT = Compuestos fenolicos totales (mg acido galico/Kg);
b AT = Antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/Kg)
R.S.D.= Desviacion estandar relativa

Los resultados mostraron que aunque los valores promedio eran muy

distintos segun el meétodo empleado debido a su distinta capacidad de
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extraccion, los valores de la desviacion estandar relativa fueron comparables
para todos los métodos evaluados e inferiores al 5% para los parametros
estudiados. Por lo tanto, teniendo en cuenta la alta precision obtenida para los
tres métodos de extraccion, se pudo llevar a cabo la comparacién entre los

resultados obtenidos a lo largo de la maduracioén fenoélica.

Estudio comparativo de los métodos estudiados

Después de medir la precisiéon de los métodos de extraccion, se procedioé
a determinar los CFT y los AT en un numero elevado de muestras diferentes,
procedentes de 6 variedades de uva (Merlot, Tempranillo, Syrah, Garnacha,
Carifiena y Cabernet sauvignon) recolectadas en diferentes estadios de
maduracion y a lo largo de tres campanas (2006, 2007 y 2008). Este muestreo
tan exhaustivo garantizaba que los resultados obtenidos consideraran la

variabilidad natural de la uva y que, por lo tanto, fueran representativos.

En la Tabla III.9 se muestran los rangos de concentracién de los CFT y
los AT obtenidos a partir del analisis de estas muestras. Tal y como se puede
ver, los valores de concentracion para ambos parametros fueron los que
normalmente se esperan encontrar en las uvas tintas, incluyendo tanto
variedad de uva como estado de maduraciéon. Como se puede observar,
mientras que el método AWRI proporciona la extraccion mas eficaz de los CFT,

el método ITV proporciona la extraccién mas eficaz de los AT.

Tabla III.9. Rangos de concentracion de compuestos fendlicos totales (mg dcido
gdlico/Kg uva) y antocianos totales (mg malvidina-3-glucdsido/Kg uva) determinados
mediante el uso de los métodos de extraccion estudiados

Numero de Rango (mg/Kg)

Meétodos —
muestras Compuestos fenélicos :
Antocianos totales
totales

ITvV 120 1042-2097 350-1310
AWRI 66 1323-2869 255-1307
Glories pH 1.0 58 719-1587 265-1227
Glories pH 3.2 58 500-1082 151-597
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La diferente eficacia de extracciéon obtenida con cada métodologia podria
deberse a dos factores: la diferente capacidad de extracciéon del disolvente

utilizado y los diferentes tiempos empleados en la maceracion.

El aumento en el contenido de etanol implica una mayor disolucién de la
cuticula cerosa de las pepitas y facilita la extraccion de los compuestos
fenolicos de las pepitas (51), lo que explica que el método AWRI extraiga mas
CFT. Sin embargo, aunque un medio acido no proporcione una extraccién tan
relevante de los compuestos fenélicos sobre las pepitas como lo hace el medio
etanodlico, cuando aumenta la concentraciéon de acido, se produce una mayor
degradacion de la membrana vacuolar y por lo tanto se logra una mayor
extraccion de las pieles. Todos estos efectos estan mas favorecidos cuanto

mayor es el tiempo de maceracion.

Para continuar con el estudio comparativo, se calcularon y evaluaron los
parametros de regresion (Tabla I1I.10) de las rectas obtenidas al representar los
resultados proporcionados con los métodos estudiados. Los satisfactorios
resultados de LOL (> 90%) y R2 (> 0.85) expresan la calidad de las funciones de
regresion calculadas para los CFT. Las pendientes de los modelos de
calibracion representan los diferentes rendimientos de extraccion de los
métodos. Asi, la cantidad de CFT en los extractos de Glories a pH 1.0
representa el 56% de los obtenidos en los de AWRI, mientras que el contenido
de CFT en los extractos de Glories a pH 3.2 representan el 36% de los
obtenidos en los de AWRI.

Tabla III.10. Parametros de regresion del estudio comparativo de los tres métodos de
extraccion para el caso de los compuestos fendlicos totales (mg dcido gdlico/Kg uva)

Métodos comparados Pendiente Intercepto R2 LOL
(método 1 (x) frente al método 2 (y)) + (I.C)) + (I.C)) (%)
AWRI-Glories pH 1.0 0.56 £ 0.08 -17 £ 165 0.870 93.16
AWRI-Glories pH 3.2 0.36 £0.03 25 £ 57 0.964 96.30
ITV-Glories pH 1.0 0.67 £0.07 36+113 0.874 94.93
ITV-Glories pH 3.2 0.47 £0.03 53 +47 0.953 96.97
ITV-AWRI 1.32 £ 0.07 66 + 121 0.953 97.17
Glories pH 1.0-Glories pH 3.2 0.61 £0.06 115+ 76 0.869 94.66

*I.C.= Intervalos de confianza con un nivel de significancia (o) = 0.05
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La Figura III.6 muestra graficamente las regresiones entre los resultados

de los CFT.
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Figura III.6. Representaciéon grdfica de la regresién lineal entre los compuestos
Jfendlicos totales cuantificados en todos los extractos
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Los resultados de correlacion correspondientes a los AT obtenidos por
los tres métodos fueron incluso mejores que los obtenidos para los CFT, con
valores de LOL> 95% y R2> 0.95, lo que demuestra la excelente calidad de las

funciones de regresion calculadas (Tabla III.11).

Las pendientes de los modelos obtenidos reflejan la diferencia de

extraccion de AT segun el método empleado.

Tabla II1.11. Parametros de regresioén del estudio comparativo de los tres métodos de
extraccion para el caso de los antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/Kg uva)

Métodos Comparados Pendiente Intercepto R2 LOL
(método 1 (x) frente al método 2 (y)) *xI1.C) *xI1.C) (%)
AWRI-Glories pH 1.0 0.98 £0.04 27 £ 34 0.988 97.90
AWRI-Glories pH 3.2 0.43 £0.03 42 £ 22 0.972 97.01
ITV-Glories pH 1.0 1.01 £0.03 -72 +24 0.989 98.58
ITV-Glories pH 3.2 0.46 +£0.02 -24 + 16 0.977 97.94
ITV-AWRI 1.08 £ 0.05 -118 £ 39 0.971 97.84
Glories pH 1.0-Glories pH 3.2 0.46 £ 0.02 16 + 13 0.982 98.13

* I.C.= Intervalos de confianza con un nivel de significancia (o) = 0.05

Por un lado, las pendientes de ITV-AWRI, ITV-Glories pH 1.0 y AWRI-
Glories pH 1.0 son muy préximas a 1, por lo que la eficacia de la extraccion de
antocianos obtenidos por los tres métodos es comparable. Este
comportamiento se debe al hecho de que los tres métodos llevan a cabo una

extraccion casi completa de los antocianos.

Por otra parte, los valores de la pendiente de los AT obtenidos en los
extractos de Glories a pH 3.2 indican que la eficacia de extraccion de este
extracto representa aproximadamente la mitad de lo que se extrae con los

otros tres.

La Figura III.7 muestra graficamente las regresiones entre los resultados
de los AT.
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Medida de los Indices de Madurez Fendlica

Para demostrar la viabilidad de la aplicacion de las correlaciones
encontradas en este estudio, se utilizaron los modelos de regresion para
predecir los indices mas empleados en enologia para determinar la madurez
fenolica de la uva: el indice de extractabilidad celular o indice de antocianos
extraibles (EA%) y el indice de madurez fenodlica o indice de madurez de las

pepitas (MP%).

El indice EA% representa el porcentaje de antocianos que no son
extraidos durante la vinificacion y, por lo general, disminuye durante la
maduracion. El indice MP% representa el porcentaje de compuestos fenodlicos
proporcionado por las pepitas, conocido comunmente como taninos

astringentes y su valor también disminuye con la maduracion.

Ambos indices son determinados de forma empirica y nos permiten
conocer el estado de madurez fendlica de la uva y, por tanto, establecer la
fecha de vendimia. Estos parametros, que dan una idea del potencial fenélico
(en mg/L), se calculan a través de las férmulas presentadas como Ec.Ill.1 y

Ec.IlI.2 al comienzo del presente capitulo.

Dado que estos indices provienen de la medida de los extractos
obtenidos con el método de Glories, el reto consistia en predecirlos a partir de
la medida de los CFT y AT en los otros dos extractos, ITV y AWRI, que son
métodos muchos mas rapidos, pero en lugar de expresar su contenido en
mg/Kg, se expresaron en mg/L, que son las unidades que emplean las

féormulas de Glories para calcular dichos indices.

Para ello, se determinaron los indices EA% y MP% en los extractos
obtenidos a partir del método de Glories en las muestras pertenecientes a las
distintas variedades y diferentes estados de maduraciéon. De este modo se
dispuso de una amplia gama de muestras para comprobar la capacidad de

prediccion de estos indices a partir del analisis de los extractos ITV y AWRI.
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La Tabla III.12 muestra los valores medios de ambos indices calculados
segun el método de Glories y los valores pronosticados a través del analisis de

los extractos ITV y AWRI.

Tabla I1.12. Valores medios de los indices EA% y MP% calculados en los extractos
obtenidos por el método de Glories y los valores predichos con las lineas de regresion

Muestras EA% EA%  Recup. Bias MP% MP%  Recup. Bias

cal. pred. EA (%) EA cal. pred. MP (%) MP

ITvV 58 51.96 52.33 100.71 0.36 64.22 64.04  99.72 0.18
AWRI 35 51.76 51.63 99.75 0.13 58.46 58.22 99.59 0.24

Los porcentajes de los indices se expresan como media de los valores de las muestras
Recuperaciéon EA (%): (Media EA% predicha/Media EA% calculada)-100

Bias EA: Media de las diferencias entre EA% predichay EA% calculada
Recuperaciéon MP (%): (Media MP% predicha/Media MP% calculada)-100

Bias MP: Media de las diferencias entre MP% predicha y MP% calculada

Para evaluar la calidad de las predicciones se determiné el parametro de
recuperacion, calculado como el cociente entre el valor predicho y el valor
medido, expresado en porcentaje. En todos los casos la recuperacion fue muy

satisfactoria, cercana al 100%.

Debido a que los valores indicados corresponden a la media de varias
muestras, fue interesante examinar también el valor de sesgo que se obtuvo
por la media de los residuales (diferencia entre valor predicho y calculado), lo
que deberia ser lo mas proxima posible a 0. El test estadistico t para ambos
indices obtenidos a partir de los dos extractos mostré que los valores de bias

eran comparables a O para un nivel de significancia (o) de 0.05.

Sin embargo, el parametro que proporciona informaciéon mas directa
sobre los resultados obtenidos es el error de prediccion (bias/media valor

calculado), expresado en porcentaje.

Cuando se predijeron los valores a partir del método AWRI, el error de
prediccion para EA% fue inferior a 0.3%, e inferior al 0.5% en el caso de MP%.

En la prediccion con el método ITV, los resultados también fueron muy
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satisfactorios, ya que el error de prediccion para EA% fue inferior a 0.7%, e

inferior a 0.3% para MP%.

Dado que los errores de prediccion obtenidos fueron inferiores al 1%, se
pudo concluir que las diferencias entre los valores predichos y medidos no

difirieron estadisticamente y que resultaron comparables.

II1.4.3.2 Optimizacion de un método de extraccion de la uva

Este estudio consta de dos partes. En una primera etapa se procedi6 al
estudio y optimizacion de un meétodo analitico para la estimaciéon de los
parametros de madurez fenodlica mas utilizados en uvas tintas y el
establecimiento de sus parametros de calidad analitica. En la segunda parte se

realiz6 el seguimiento de la estabilidad de las muestras en el tiempo.

Se tom6 como método de partida el ITV estandar por presentar mas
ventajas que los métodos de Glories y AWRI. Este parecia un método adecuado
porque presentaba una alta precision (CV< 3%) y su desarrollo era

relativamente rapido.

El método de Glories se descarté debido a la necesidad de duplicar los
analisis para obtener los resultados de los polifenoles totales y los facilmente
extraibles y porque la maceracion se prolonga durante 4 horas, lo que lo limita
bastante su uso en bodega cuando se deben realizar muchos controles de

maduracion diarios.

Por otra parte, el método AWRI producia un rendimiento de extracciéon
tan elevado que no se apreciaban diferencias de extractabilidad de los
compuestos fenolicos de la uva a lo largo de la maduracion fendlica,

resultando un método poco util para determinar la fecha de vendimia.
Optimizacion del método analitico

Las variables estudiadas para llevar a cabo este estudio fueron: modo y
tiempo de trituraciéon de las uvas, temperatura de maceracion y lavado del

residuo de centrifugacion.
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Trituracién de las uvas

La primera variable de la etapa de extracciéon que se considero fue el tipo
de homogeneizador empleado en la trituraciéon de las uvas, ya que en el
mercado existen diversos tipos de homogeneizadores que consiguen tamarnos

de particula diferentes.

El pretratamiento de la muestra es una etapa crucial del analisis puesto
que debe garantizar una muestra homogénea para que se produzca una
extraccion eficaz. Asi pues, se compararon dos equipos homogeneizadores muy
distintos (Figura III.8) que producian tamanos de particulas diferentes para
saber si los parametros de maduracion fenoélica de las uvas podrian estar

influenciados por el diferente grado de trituracion de las mismas:

o Homogeneizador Ultra-Turrax® T18 a 24000 r.p.m., disenado para uso

en laboratorio.

. Batidora Taurus® Bapi600 de 10 velocidades (a velocidad maxima), de

uso doméstico.

Se trituraron cuatro lotes de 50 uvas de las variedades Tempranillo y

Pinot noir con cada uno de los equipos.

I |

Figura III.8. Equipos homogenizadores utilizados:
homogenizador de alta velocidad para uso analitico
Ultra-Turrax® T-18 (izquierda) y batidora doméstica
Taurus® Bapi600 (derecha)
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Se escogieron estas dos variedades en particular con el objetivo de
comparar la extraccién de los compuestos fenodlicos en uvas que presentasen
por una parte diferente tamario de las bayas, y por tanto, diferente proporcion
de piel/pulpa, y, ademas, diferentes grados de maduracion en el mismo
momento de muestreo, puesto que ambas variedades tienen ciclos de
maduracion diferentes. En la misma fecha de muestreo Pinot noir ya ha
completado su maduracion, por ser una variedad muy temprana, mientras que

Tempranillo esta comenzando a madurar.

La influencia del tamarno de particula sobre la eficacia de extraccién de
las uvas se estudié mediante la medida de los parametros intensidad colorante

(IC), indice de polifenoles totales (IPT) y antocianos totales (AT).

El analisis de la varianza ANOVA de los datos y la comparacién del valor
critico tedrico con el valor experimental, mostré6 que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre utilizar homogeneizador o batidora sobre
los parametros medidos, en concordancia con los resultados de Cynkar et
al.(45). Asi pues, cada laboratorio debe optar por el que considere mas

conveniente en términos de coste, facilidad de manejo y de limpieza.

En la Tabla III. 13 se muestran los resultados de IC, IPT y AT del ensayo:

Tabla I113. Influencia de la trituracion de las muestras sobre la extraccion.
Variedad: Pinot noir (1¢ columna, en azul) y Tempranillo (2¢ columna, en verde)
muestreadas el 31.07.06.

Extracto
Muestra 50 uvas (g) Volumen (ml) IC IPT AT (mg/kg)

U-T (1) 74.4 91.7 130 9.38 6.12 30.85 32.10 | 508.30 | 139.30
U-T (2) 75.1 92.7 130 9.93 5.95 35.55 30.55 | 551.98 | 139.07
U-T (3) 74.6 92.1 130 10.17 6.62 35.13 30.63 | 593.32 | 156.82
U-T (4) 74.8 92.1 130 10.26 6.58 37.55 33.65 | 581.10 | 152.27
Batidora (1) 74.6 85.7 130 9.98 7.02 33.25 30.35 | 536.12 | 152.50
Batidora (2) 74.8 85.5 130 9.71 6.85 34.48 30.20 | 499.98 | 154.55
Batidora (3) 73.0 85.8 130 9.10 6.62 34.50 30.05 | 494.78 | 148.17
Batidora (4) 75.2 85.5 130 9.29 6.61 35.23 30.38 | 523.64 | 148.85

Anilisis de la Varianza F (experimental) 2.18 5.56 0.08 4.09 4.48 0.76

F (valor critico) 5.99 5.99 5.99 5.99 5.99 5.99
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Tiempo de maceracion

Uno de los factores mas determinantes a la hora de realizar cualquier
analisis es el tiempo necesario para llevarlo a cabo. En el caso que nos ocupa,
la etapa mas critica, en términos de tiempo, es la extraccion de los compuestos
fenolicos, por lo que la siguiente variable que se estudié fue el tiempo de

maceracion necesario.

Para llevar a cabo este estudio de la cinética de extraccion de los
compuestos fenolicos se utilizaron 4 variedades de nuestra finca (Tempranillo,
Merlot, Pinot noir y Syrah) y se realizaron maceraciones de 2 horas tomando
submuestras cada 15 minutos a las que se midieron los parametros de
intensidad colorante (IC), indice de polifenoles totales (IPT) y antocianos totales
(AT), con el fin de establecer un compromiso entre tiempo y eficacia de

extraccion.

Para obtener valores lo mas fiables posible, se comprobé esta cinética
sobre las distintas variedades de uva estudiadas por duplicado y en diferentes
estadios de maduracion, ya que la madurez es un factor a tener en cuenta

sobre la extractabilidad de polifenoles (11, 100, 183).

Los resultados que se obtuvieron mostraron la misma tendencia

cualquiera que fuera el parametro medido.

A modo de ejemplo, en las Figuras III.9 y II1.10 se presentan las
evoluciones de la concentraciéon de los compuestos fenodlicos totales y los
antocianos totales, respectivamente, en el homogenizado de uva a lo largo de 2

horas.

Valorando el compromiso entre el tiempo de maceraciéon y la eficacia de
extraccion, se puede fijar el tiempo de maceraciéon en 1 hora para extraer la

mayoria de los compuestos fenolicos.
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Figura III. 10. Cinética de extraccién de antocianos totales

Temperatura de maceracion

Por otra parte, teniendo en cuenta que,

aparte del momento de

maduracion de la uva, la temperatura también podria influir sobre la

extraccion de los compuestos fenodlicos, se hizo necesario evaluar el efecto de

este parametro.
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Asi pues, se estudio el efecto del empleo de tres temperaturas diferentes,
a 25°C (temperatura ambiente), a 40°C y 60°C, sobre la extracciéon de los

compuestos fendlicos.

Con el fin de conseguir unos resultados lo mas representativos posible,
se realizaron ensayos con diferentes variedades de uva y estadios de madurez.
En cada ensayo se tomaron 300 uvas y después de triturar se repartieron
entre 6 erlenmeyers (50g de triturado en cada uno), de manera que las 3
maceraciones (a 25°C, 40°C y 60°C) se hicieron por duplicado. Las

submuestras se tomaronat=_0, 1, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos.

Tras centrifugarlas y filtrarlas se midi6 la intensidad colorante (IC), el

indice de polifenoles totales (IPT) y los antocianos (AT) de cada una de ellas.

Los resultados obtenidos con todas las variedades indicaron que un
incremento de la temperatura de maceracion favorecia la extraccién de los
analitos, como muestran las Figuras III.11, MI.12 y III.13 para la variedad

Tempranillo.

Tempranillo

-4 T2=25°C T*=40°C 4  T*=60°C

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (min.)

Figura III.11. Cinética de extraccién del color en uva Tempranillo a
tres temperaturas diferentes (25°C, 40°C y 60°C)
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Figura III.12. Cinética de extraccion de antocianos en uva
Tempranillo a tres temperaturas diferentes (25°C, 40°C y 60°C)
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Figura III. 13. Cinética de extraccion de polifenoles totales en uva
Tempranillo a tres temperaturas diferentes (25°C, 40°C y 60°C)

La explicaciéon a estos resultados esta en el hecho de que temperaturas
elevadas hacen mas fragiles las paredes celulares de los hollejos,

favoreciéndose el rendimiento de la extraccion.

A 60°C se obtuvieron resultados similares que a 40°C pero, segun otros
autores (184, 185), temperaturas superiores a 40°C degradan los antocianos,

que evolucionan hacia otros compuestos que ya no poseen color rojo, por lo
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que no es recomendable alcanzar los 60°C, fijandose como temperatura

maxima de maceracion los 40°C.

Asi pues, de entre las opciones evaluadas, la mejor resulta ser la de
40°C, ya que esta temperatura permite obtener en sélo 15 minutos de
maceracion, el mismo rendimiento de extraccion de compuestos fenolicos que

el que se obtiene con 1 hora de maceraciéon a temperatura ambiente.

Centrifugacioén y lavado del residuo

El macerado se puede filtrar o bien centrifugar, y en la bibliografia estan

contempladas ambas posibilidades.

Sin embargo, durante los ensayos anteriores, se observé que si la
filtracion se realizaba sobre papel de filtro, quedaba retenida parte de la
materia colorante, influyendo en la exactitud y precisiéon de los resultados de

maduracion fendlica.

Para minimizar la pérdida de materia colorante se opté por la
centrifugacion, decantando el sobrenadante sobre un tapon de lana de vidrio
(por si se desprendia el residuo), que mas tarde se lavaba con unas gotas de

solucion extractante.

Asi pues, el estudio de optimizacién del método de extraccion, también
comprendi6 las pruebas de lavado del residuo de centrifugacion para analizar
su influencia sobre la extraccion de los compuestos fendlicos, intentando

disminuir las pérdidas de color durante la etapa de filtrado.

En este sentido, se compararon los resultados de un extracto al que no
se lavé su residuo con el de uno al que no se lavé el residuo pero se enrasé a
un volumen exacto (en un matraz aforado de 200 ml), con otros dos extractos
a los que se habia lavado su residuo con la misma solucién extractante

(lavando una vez con 50 ml y dos veces con 25 ml).

Los resultados revelaron que lavando el residuo una vez con 50 ml de
solucién extractante se cuantificaron entre un 15-25 % mas de antocianos que

sin el lavado, por lo que el rendimiento de extraccion fue mayor.
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Por otra parte, es mas correcto referir los resultados a un volumen
exacto y constante de extracto que al obtenido después de centrifugar el
triturado, ya que en este ultimo puede haber variaciones segun el tamario de la
uva que hayamos muestreado incluso tratandose de la misma variedad, por lo

que éste seria el procedimiento a seguir en el futuro.

Determinacion de antocianos totales (AT)

La optimizacion del método para determinar la madurez fendlica de la
uva también incluy6 la seleccion de un método de cuantificacion de los

antocianos totales precisa, sencilla y rapida.

Por ello, se compararon los dos principales métodos de medida de
antocianos totales: el método de Puissant y Léon (114), basado en la
acidificacion del medio con HCI 0.1M (el empleado hasta ahora), y el método de

Ribéreau-Gayon y Stonestreet (110), basado en la decoloracién con SOs.

El primer aspecto que se comparo fue la repetitividad de ambos métodos
de analisis y para ello se analizé el mismo extracto de uva 10 veces empleando
ambas metodologias. Para el ensayo se analizaron los extractos de dos

variedades de uva diferentes, Pinot noir y Syrah (Tabla III.14).

Los resultados mostraron que el método de Puissant y Léon es mas
preciso, con un coeficiente de variaciéon bajo (CV< 1%), mientras que el método
de Ribéreau-Gayon y Stonestreet presenta un coeficiente de variacion algo

mayor (CV= 3%).

Ambos métodos muestran una precisiéon aceptable, pero aun con una
fiabilidad equivalente, se ha decidido adoptar siempre el método de
cuantificacion de antocianos totales de Puissant y Léon por ser mas directo,

rapido y comodo (se evita el manejo de Na2S20s5, que es irritante).

Por otra parte, también se compararon los métodos para conocer el

grado de concordancia entre los resultados.
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Tabla II1.14. Prueba de repetibilidad de los métodos Puissant y Léon y Ribéreau-
Gayon y Stonestreet con uvas de la variedad Pinot noir del 31/07/06 (Muestra A) y
de la variedad Syrah del 17/08/06 (Muestra B)

Muestra A Ant.P-L Ant.SO2 Muestra B Ant.P-L Ant.SO2
1 266.3 326.8 1 248.1 306.2
2 268.6 335.6 2 250.8 318.9
3 267.7 320.2 3 253.7 311.9
4 264.6 340.4 4 253.2 309.3
5 268.6 334.2 5 253.7 304.1
6 270.2 342.6 6 247.9 299.7
7 268.9 347.4 7 249.3 310.2
8 266.3 349.1 8 251.6 315.9
9 270.2 337.3 9 252.0 288.7
10 269.9 337.3 10 253.9 308.9
Media 268.1 337.1 Media 251.4 307.4
SD 1.89 8.76 SD 2.32 8.56
RSD 0.01 0.03 RSD 0.01 0.03
CV (%) 0.71 2.60 CV (%) 0.92 2.78
Varianza 3.6 76.8 Varianza 5.4 73.2
SD: desviacion estandar; RSD: desviacion estandar relativa (SD/Media); CV: coeficiente de
variacion (SD - 100/Media); Varianza: SD?2

En ambos métodos, para expresar el resultado de antocianos totales

referido a Kg de uva, empleamos la férmula:

AT (mg/ Kg) = AT (mg/L) - (Ve/Mt) Ec.II1.29

donde, Ve es el volumen de extracto obtenido (en ml) y Mt es la masa de

triturado analizado (en g).

Para llevar a cabo esta comparacion, se analizaron por ambos métodos
los antocianos totales de 200 extractos de uva procedentes de diferentes

variedades y estados de maduracion.

Tal y como se refleja en la Figura III.14, los resultados obtenidos con
uno y otro método presentaron buena correlacién, aunque cabe destacar que

difirieron en términos de magnitud.

Concretamente, con el método de Puissant y Léon se obtuvieron
resultados un 20-25% mas bajos que por el de Ribéreau-Gayon y Stonestreet,

aunque hay que tener en cuenta que el primero es mas sencillo y directo.
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Figura III.14. Contenido de antocianos segun el método de Puissant
y Léon vs el de Ribéreau-Gayon y Stonestreet

El hecho de tener una respuesta distinta segiin el método utilizado, nos
llevé seguidamente a calcular el factor que habria que aplicar sobre el
coeficiente 22.76 de la férmula original del método de Puissant y Léon para
obtener un resultado comparable al del método de Ribéreau-Gayon y
Stonestreet. Tras la correccioén, la féormula a emplear queda de la siguiente

manera:

Antocianos totales (mg/L) = Asgo - 28.6 - FD Ec.II1.30

Estudio de la estabilidad de las muestras

Como se ha indicado anteriormente, en estudios de investigacion sobre
la maduracion fenélica, a menudo se requiere conservar la uva para evitar su
deterioro hasta el momento de procesarla, desconociéndose el impacto sobre el

recuento de los compuestos fenolicos.

Para evaluar la estabilidad de las muestras, se estudio6 el efecto sobre el
color (IC) y el contenido fenodlico (IPT y AT) que tiene una conservacion

prolongada de las uvas tintas en distintas condiciones.
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Se midieron los valores de los anteriores parametros en muestras de 5
variedades de uva diferentes (Pinot noir, Cabernet sauvignon, Syrah,
Tempranillo y Garnacha) conservadas en refrigeracion y de 4 variedades
(Cabernet sauvignon, Syrah, Tempranillo y Garnacha) conservadas en
congelacion durante 1 afo. Los valores obtenidos en los diferentes periodos
analizados se compararon con los valores de las mismas muestras recién

recolectadas.

Estabilidad de las uvas refrigeradas vy congeladas

El primer estudio que se llevé a cabo consisti6 en comprobar el efecto
que tenia sobre el color y el recuento de los compuestos fenolicos la

conservacion de las uvas en refrigeracion (4°C) y congelacion (-20°C).

En el caso de la conservacion de las uvas en el refrigerador a lo largo de
2 semanas, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la ineficacia de
dicho tipo de conservacion. A esta conclusion se llegé al correlacionar los
valores de IC, IPT y AT de las muestras frescas con las refrigeradas, ya que
s6lo se obtuvieron unos coeficientes de regresion de 0.90, 0.83 y 0.75,

respectivamente.

Estas diferencias pudieron estar debidas a que la uva pierde agua y
firmeza con el tiempo, lo cual influy6 en el recuento de los compuestos

fenolicos.

En el estudio del efecto de la congelacion de las uvas, se observo algo
parecido. En este caso, el coeficiente de regresion entre uvas frescas y
congeladas fue de 0.73 en AT, de 0.84 en IPT y de 0.78 en IC. Estas
variaciones se debieron, muy probablemente, a que en las uvas congeladas los
cristales de hielo rompieron las membranas de las células de los hollejos
facilitando la salida de los antocianos, lo que pudo falsear el resultado (11, 45,
100, 183, 186).

A la vista de los resultados obtenidos, se hizo patente que un analisis de

uva refrigerada mas de 24 horas o un analisis de uva congelada no reflejaban
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la realidad de la uva en la cepa en un estudio de seguimiento de madurez

fenolica, por lo que debian descartarse estas opciones.

Estabilidad de los extractos

Prosiguiendo con el estudio, se decidid6 comprobar la estabilidad en el
tiempo de extractos refrigerados y congelados, obtenidos mediante el método

optimizado a partir de muestras recién recolectadas.

Asi pues, extractos de las 5 variedades de uva estudiadas, se repartieron
en 10 alicuotas, destinando 1 para ser conservada en refrigeracion (4°C) y las
otras 9 en congelacion (-20°C), durante 12 meses. De esta manera los
extractos congelados sélo sufrieron una descongelaciéon antes de ser

analizados.

Los parametros de color de los extractos refrigerados mostraron una
correlacion lineal perfecta a las 24 horas respecto al extracto fresco (R2> 0.99).
Al prolongarse el estudio de la conservacion de los extractos refrigerados a lo
largo del tiempo (48 horas, 15 dias, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 12 meses), se
comprob6 que esta correlacion se mantuvo hasta los 2 meses ya que, a partir
de aqui, el valor del coeficiente de correlacion comenzé a descender hasta que,
a los 12 meses, lleg6 a un valor de 0.93. La refrigeracion del extracto mantuvo
las propiedades de la muestra original dentro de los 2 primeros meses de

conservacion a 4°C.

Por otro lado, se quiso también comprobar los resultados obtenidos
congelando el extracto y midiendo los parametros de color y fendlicos a lo largo
del tiempo (24 horas, 48 horas, 15 dias, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 12

meses).

En este caso, se comprobé que los extractos congelados fueron mucho
mas estables que los refrigerados, ya que la correlacién de éstos con los frescos
presenté un R2 = 0.99, valor que se mantuvo a lo largo de los 12 meses que se

prolongo el estudio (Figura III. 15).
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Figura III.15. Relacién entre los antocianos medidos en el
extracto fresco y en el congelado transcurridos 12 meses

Estos resultados demostraron que el extracto congelado no sufrié una
variacion significativa en su composicion, manteniéndose mas estable que el
refrigerado a lo largo del tiempo. Por tanto, estas muestras siempre ofreceran
una informacion fiable del estado de la uva en la cepa, sea cual sea el

momento de su analisis.

El extracto congelado es pues, la herramienta perfecta para conservar
intactos los parametros de color y fendlicos de la uva en el momento del
muestreo, permitiendo el seguimiento de la maduracién fenodlica de forma
fiable.

Influencia del tiempo en la calidad de los extractos

Con los estudios presentados en los parrafos anteriores, se demostré que
los parametros de color y fenélicos medidos en los extractos no variaban con el
tiempo si se mantenian en unas determinadas condiciones. Sin embargo, para
comprobar la validez real de este método de conservacion, se hacia necesario
comprobar también la conservacion de la calidad del extracto, es decir,

comprobar si se mantenia el color original de la muestra recién recolectada.

Se sabe que con el tiempo, el color rojo (Aszo) de los antocianos se pierde

por oxidacién o por combinaciones con otros compuestos, que hacen aumentar
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la componente amarilla (As20) del color. Asi pues, en esta parte del estudio se
hizo un seguimiento de las componentes roja (%Asq0), amarilla (%As20) y
tonalidad (To), importancia relativa del amarillo sobre el rojo (As420/As20), de los

extractos refrigerados y congelados.

La Figura III.16 muestra la evolucién de la tonalidad de los extractos
conservados en refrigeracion y la Figura III.17 muestra la evolucién de la

tonalidad de los extractos conservados en congelacion.

—— Pinot Noir ---a--- Tempranillo ---0--- Syrah
—e— Garnacha ~-me Cabernet S.
0.8
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0.4 1 g
o T G - Senrn
A A A
0.2
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fresco  24h. 48h. 15dias 2 4 6 12
meses meses meses meses

Figura III. 16. Evolucion de la tonalidad (A420/As20) de extractos
conservados en refrigeracion (4°C) a lo largo de 1 afio
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Figura II.17. Evolucion de la tonalidad (A420/As20) de
extractosconservados en congelacion (-20°C) a lo largo de 1 ario
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Tal y como se puede observar, se produjo un crecimiento progresivo de
la componente amarilla en los extractos refrigerados, que se hizo patente a
partir de los 2 meses, mientras que este comportamiento no se aprecié en los

extractos congelados.

El estudio de la evolucion de la componente roja a lo largo del tiempo

confirmé que los extractos refrigerados pierden su color rojo con el tiempo.

Se puede decir que el extracto refrigerado refleja el comportamiento que
un vino: crece ligeramente su componente amarilla en detrimento de la roja.
Esto se explica por las combinaciones directas entre taninos y antocianos que

disminuyen el color rojo y elevan la tonalidad anaranjada del extracto.

La congelacion evita este tipo de reacciones, de manera que los extractos
congelados se mantienen estables durante mas tiempo, permitiendo un

analisis mas fiable que el de los extractos refrigerados.

II1.4.3.3 Prediccion del color y de la composicion fenélica del vino a
partir del analisis de uvas

En esta seccion se describe el estudio llevado a cabo para determinar la
posibilidad de predecir la composicion fendlica del vino final a partir del
analisis de la uva, de manera que se pudiera llegar a fijar la fecha de vendimia

mas adecuada en base a la prediccion de las caracteristicas de los vinos.

Meétodo de extraccion de la uva empleado

El método de extraccion utilizado en este trabajo para el seguimiento de
la maduracion fenolica fue el optimizado en el apartado anterior y que
consisti6 en wuna micro-maceracion en medio hidroalcohdlico acido
termostatizado. Para ello, después de triturar convenientemente las uvas con
un Ultra-Turrax® a 24000 r.p.m. durante 2 minutos, se pesaron exactamente
50 g de pasta (por duplicado) y se llevaron a un recipiente de vidrio estanco de
300 ml donde se maceraron con 100 ml de solucién extractante (85 ml de
acido clorhidrico 0.1% + 15 ml de etanol 96 %) durante 15 minutos a 40°C,
bajo agitacion constante. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugé y

el sobrenadante se filtré sobre lana de vidrio. El residuo de centrifugacién fue
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lavado con 50 ml de solucion extractante para asegurarnos de extraer todo el
color y, a continuacion, se centrifugé de nuevo y se anadié el liquido de lavado
al sobrenadante obtenido anteriormente. Para acabar, el extracto obtenido se
llevéo a un matraz aforado de 200 ml y se enrasé con la misma solucién
extractante. La Figura II.18 muestra los pasos del método de extraccion

optimizado.

Figura III. 18. Método de extraccion optimizado basado en el ITV Estandar

Composicion de las uvas

Los parametros experimentales relativos a la madurez tecnolégica
medidos fueron: peso de 100 bayas (g) y °Brix, contenido de azucar (g/L),
grado alcoholico probable (% vol), acidez total (g acido tartarico/L) y pH
medidos en el mosto (Tabla III.15).

Por su parte, los parametros fendlicos y cromaticos medidos relativos a
la madurez fendlica fueron: compuestos fendlicos totales (CFT), antocianos
totales (AT), taninos condensados /TC), intendidad colorante (IC), tonalidad
(To), % amarillo, % rojo y % azul (Tabla III. 16).

Como puede verse en las tablas, las muestras cubrieron un amplio
rango de valores para los parametros medidos, normales para la region viticola
estudiada. Este amplio rango permitié construir un modelo que proporcionaba
conclusiones generales sobre el comportamiento de las variedades a lo largo de

la maduracion.

Respecto a los parametros relacionados con la madurez tecnoldgica,
puede observarse que el tamafio de la uva disminuy6 debido a la pérdida de
agua que tiene lugar durante la maduracién, en corcondancia con otros
estudios (6, 101, 76, 187).
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Tabla III. 15 Valores correspondientes a los parametros de madurez tecnoldgica de las uvas en las tres fechas de muestreo

Syrah Merlot Tempranillo Carinena Cabernet sauvignon
10 Ago 24 Ago 7 Sep 11 Ago 1 Sep 14 Sep 12 Ago 26 Ago 9 Sep 27 Ago 3 Sep 10 Sep 28 Ago 11Sep 21 Sep
Peso de 100 bayas (g)  188.4 186.0 163.6 173.6 162.0 155.7 253.9 244.8 247.2 303.6 283.3 303.0 158.3 142.3 154.2
°Brix 19.0 22.0 23.1 18.3 22.5 24.0 18.5 20.1 20.5 19.5 20.0 21.0 20.0 20.0 21.0
Contenido de aztuicar
/1) 181.0 215.1 227.6 173.0 220.8 237.9 175.3 193.5 198.1 186.7 192.4 203.7 192.4 192.4 203.7
Grado alcoholico
probable (vol %) 10.8 12.8 135 103 131 14.1 104 115  11.8 11.1 114 121 114 114 121
Acidez total (g/ L 8.44 5.97 4.81 755 538  4.89 6.89 465  4.23 6.87 630  5.72 749 610 635
acido tartarico)
pH 3.16 3.46 3.56 3.26 3.54 3.67 3.20 3.43 3.50 3.35 3.40 3.51 3.31 3.37 3.38
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Por otra parte, fue también importante considerar el tamano de las uvas
porque, dado que los antocianos se localizan en la piel de uva, un tamarno de

uva grande se traduce en una baja proporciéon piel/pulpa.

Por tanto, las variedades con las bayas mas pequenas (como Cabernet
sauvignon y Merlot) deberian proporcionar los mayores contenidos de
antocianos por kilogramo de uva, mientras que las bayas mas grandes (como

Carifiena y Tempranillo), los menores.

En cuanto a los parametros fenélicos y cromaticos, la Tabla III. 16 recoge
los resultados obtenidos para los extractos de uva estudiados junto con los
resultados del test de la minima diferencia significativa (LSD), que permiti6

determinar la influencia de la fecha de recogida para cada variedad de uva.

Como puede verse, los parametros cromaticos (To, % amarillo, % rojo y
% azul) de los extractos de uva no mostraron una tendencia claramente
definida a lo largo de la maduracién en ninguna de las variedades. De hecho,
s6lo la IC mostré una tendencia creciente durante la maduracion, que fue
especialmente significativa durante el primer periodo, es decir, entre la

primera y la segunda fecha de muestreo.

Sin embargo, aunque los parametros cromaticos no parezcan ser buenos
indicadores de la madurez fendélica, fue importante su medida para comprobar

si se correlacionaban con la de los vinos obtenidos.

Respecto a los parametros cromaticos, debe remarcarse el hecho de que,
como ya se ha dicho, se trabajé con un amplio rango de valores a causa de la
variabilidad entre variedades de uva y distintos estados de maduracién, a
diferencia de otros estudios similares donde s6lo se consideraban uvas

maduras (115), lo cual se tradujo en la obtencion de modelos mas robustos.

Los datos experimentales hallados mostraron un crecimiento notable de
los CFT y AT entre el primer y segundo punto de muestreo, seguido de una

estabilizacion o ligero decrecimiento en el tercero.
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Tabla III. 16 Valores medios (n=2) correspondientes a los parametros de los extractos de uva de las tres fechas de muestreo

Syrah Merlot Tempranillo Carifiena Cabernet sauvignon
10Ago 24 Ago 7 Sep 11Ago 1Sep 14 Sep 12 Ago 26Ago 9 Sep 27 Ago 3 Sep 10 Sep 28 Ago 11Sep 21 Sep
CFT 16922 1970v 18072 18442 19372 1941~ 15292 1780  1650¢ 10092 1068>  1052° 13892 1649> 1627°
Parametros
AT 9172 996> 8852 844a 991p 959> 6002 730v 665¢ 4872 526P 554¢ 7202 7072 714a
fenolicos
TC 25122 26360 2227ac 27762 26622 27612 32062 30792  2739v 13492 14002 13867 28942 2576  2634b
IC 13.14» 13.56> 11.66¢ 11.87= 13.15° 13.04° 8.382 9.70° 9.27° 7.172 7.372 7.95b 9.562 8.67° 8.74b
To 0.2792  0.288> 0.286%® 0.2872  0.305> 0.315¢ 0.2572  0.262> 0.288¢ 0.2882 0.291a> 0.275¢ 0.2922>  0.2962 0.292b
Parametros %
21.112  21.61> 21.41% 21.672 22.52> 23.12¢ 19.872  20.07> 21.70° 21.74= 21.842 21.02° 21.942 22,132 21.9]ac
cromaticos Amarillo
% Rojo 75.792  75.07° 74.90° 75.412  73.94> 73.47° 77270 76.50> 75.47¢ 75.47> 74.94> 76.37¢ 75.032 74.84» 75.112
% Azul 3.102 3.32b 3.69¢ 2.932 3.54b 3.41° 2.862 3.43 2.832 2.792 3.22b 2.612 3.032 3.032 2.972

CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico/Kg); AT, antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/Kg); TC, taninos condensados (mg catequina/Kg); IC, intensidad
colorante (unidades absorbancia, u.a.); To, tonalidad. Valores con diferente letra entre fechas de muestreo, para cada variedad, fueron significativamente diferentes segun el

test LSD (a = 0.05).
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Este comportamiento concuerda con lo observado en otros estudios (96)
que relacionaban las caidas de concentracion de los antocianos con el
comienzo del proceso de post-maduraciéon (6), lo cual podria deberse a la

combinacion de antocianos con taninos (188).

Ademas, los valores de CFT y AT obtenidos concuerdan con los
esperados, excepto para el caso de la Cabernet sauvignon, que mostré un
comportamiento atipico. Aunque la Cabernet sauvignon esta considerada una
variedad rica en color por su alta proporciéon piel/pulpa, present6 un valor
bajo e invariable de AT. Esto se debi6 a que la zona de la finca experimental de
“Mas dels Frares” donde crece esta variedad acumula mucha agua,
dificultando una adecuada maduracién en términos de enriquecimiento en
materia colorante. Sin embargo, incluso con este atipico comportamiento, las
muestras de Cabernet sauvignon fueron adecuadas para construir los modelos
de regresion, ya que aumentaron la variabilidad natural del conjunto de

muestras.

Respecto a los TC, los analisis de las uvas enteras, incluyendo las
pepitas pulverizadas, no mostraron una clara tendencia porque, mientras que
la concentraciéon de taninos aumenté en las pieles durante la maduracion, esta
concentracion disminuy6 en las pepitas durante esta etapa (1). Por tanto,
cuando se consideré la uva en conjunto, estas concentraciones se equilibraron

a lo largo de la maduracién y permanecieron casi constantes.

En cuanto a la correlaciéon entre los parametros de madurez fenolica y
tecnolodgica, tal y como se muestra en la Tabla III.17, y de acuerdo a estudios
previos (19, 91, 115), no se encontré ninguna correlacién entre ambos tipos de
madurez. Esta falta de correlacién entre ambos tipos de madurez hace esencial
la determinaciéon de ambos parametros para garantizar una buena calidad de
los vinos tintos, y especialmente, los de crianza. De hecho, sélo se observo
cierta correlacion entre los azucares (expresados como °Brix) y el contenido
antocianico. Este comportamiento podria ser debido al hecho de que la
acumulacion gradual de azucares a menudo favorece la sintesis de metabolitos

secundarios, como los antocianos (188).
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Tabla 1II.17 Coeficientes de correlacién entre la madurez tecnoldgica y
la madurez fendlica medidas en la uva

Madurez fendlica

(ecnolsgica CFT AT TC
°Brix 0.400 0.522* -0.034

Acidez total -0.263 -0.090 -0.048
pH 0.234 0.269 -0.157

Acidez total (g acido tartarico/L); CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido
galico/Kg); AT, antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/Kg); TC, taninos
condensados (mg catequina/Kg).

* P<0.05

Composicién del vino

Una vez obtenidos los distintos vinos por microvinificacion de una parte
de las uvas muestreadas a lo largo del proceso de maduracion, se
determinaron los valores de los parametros cromaticos y fenolicos de éstos.
Los resultados se recogen en la Tabla III.18, donde también se muestran las

diferencias estadisticamente significativas entre vinos.

Como puede verse, los vinos de Syrah, Merlot y Tempranillo, mostraron
los valores mas elevados de IC, CFT y AT, mientras que los mayores contenidos
de TC fueron proporcionados por los vinos Tempranillo, Carifiena y Cabernet
sauvignon, pero, en todos los casos, los valores estuvieron dentro del rango
normal esperado empleando vinificacion tradicional. Sin embargo, aunque la
tendencia de los parametros de los vinos fue similar a la de los
correspondientes parametros en uvas, las magnitudes de concentracién fueron
diferentes. Estas diferencias se debieron al hecho de que durante la
vinificacion las pepitas no se trituran, a diferencia de lo que ocurre en el
procedimiento para determinar los parametros fendlicos en la uva, donde,
ademas, la extraccion se fuerza para ser mas rapida y mas efectiva. Este hecho
hizo que existiese una mayor concentraciéon de taninos condensados en los

extractos de uva que en los vinos obtenidos por vinificacién tradicional.

170



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE

ESPECTROSCOPIA FT-MIR

tima de la uva tinta

Z Op

Sandra Fragoso Garcia

Criterios para determinar la madure

T-1532-2011

DL

(§0°0 =) AS1

1S9} [2 UNSIS SAJUAIYIP AUIUTBANIEIPIUSIS UOIINJ ‘PepaLres eped ered ‘0a1sanul 9p SLYIJ 1)U BIJI[ JUIJIP U0D SAIO[BA "PEPIEUO] ‘O ("N ‘BIOURGIOS(E S9pepIun) 9jueIo[od
pepisuajur ‘Qp (S /eurnbajed Su) sopesuopuod sourue) ‘QJ :(S3/0pISoon[S-g-euIpiAlew Sur) s9[ej0) SOUBIOOIUE ‘LY :(S3]/001es oproe Sw) sorejo) sooroud) soysonduwod ‘LgD

€8  aS¥'8 0’8 €l'L  »€0°L  el0L 9%'6  aG6'8  ¢[9L 916 486’8  whLL QT0T  qI1'6  «81°L mzy %
51089  abF' 19 G829 F2€9  a¥S'T9  COH9 560°09 G119 +€T'€9 0P 19 8789  »G5°G9 586'09 qaTE'E9 vT9L9 olo %
S00T)BUWIOID
9€9'6C ag1'0E *11°6T 9€9'6C aSV'0E  L6'8T GH'0E  106'6C 9167 V6T  ab9'8C  *GL'9T 998'8C 19S°LT +0T'ST O[[LIeWy 9%
soxjourered
98L%'0  a06Y°0 €90 269%°0  al8%'0 €SH0 2L0G°0  a68Y'0  ¢19%°0 208%'0 a6ST'0  #80%°0 ELY'0  aSEV0  vELEO oL
v'6  «G8'8 806 vGL'G  q€8F  eIL'G €6  ab€6  ¥99'9 4G9'GT  489°GT =€S°EL GG el »PI'GT «06°€L 01
19 v2€9  +F09 0C9  al9S  e19¥ ©CL9  q€SS  +H9L ©GBE  aBLT €LY “6EF 16€ B oL
Elelli (s &)
4G0€  «00€  ¢I8% ©0L1T %1 691 400€  a88% 00T L9V 9%V wL8E 0T 10G¥ ©GLE v
soxjourered
68L  a69L  €EL wgS  vG8% 609 68  a8T6  vLIL #90T 46801  +G16 166 1€96 ©182 o)
dog 1z des 1T 08V 8¢ dogor degg 08v .z dog g 08y 9z 08V 2l dog 1 dog 1 08V 11 dog 2 08V g 08V Ol
EOEWSSmw puqe) euaurre) OE_E.thEQ,H JOTIN Em.fﬂm

0a.43s9MUW 2P SLYI2f Sa.U) SD] Ud Soula SO] ap so.pawp.nd so] v sajuAPuodsa.lod (g=U) SOIPaw SaIOA ST Il PIGPL

171



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragﬁ(ipﬁfﬁgjlf]

DL:T-1532-2

La Figura III.19 muestra el cociente entre el contenido fenélico medido
en vinos y en los extractos de uva de las cinco variedades a lo largo del
muestreo, 1o que proporciona una idea del rendimiento de transferencia de los

compuestos fenolicos de la uva al vino durante la maduracion.
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Figura II.19. Evolucién de los cocientes de transferencia entre los compuestos
fendlicos totales CFT (a), antocianos totales, AT (b) y taninos condensados, TC (c) de
las uvas al vino para las cinco variedades de uva a lo largo del proceso de
maduracion.
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Asi, se puede observar que las cantidades de los tres compuestos

fenoélicos en el vino aumentaron a lo largo de la maduracién de la uva.

Este comportamiento se debio, no sélo a la acumulacion de compuestos
fenolicos durante la maduraciéon, sino también al incremento de su
solubilidad.

Este incremento de la solubilidad se atribuyé, por una parte, al
debilitamiento de la estructura de la pared celular de las pieles a medida que
fue madurando la uva, lo cual favorecié la difusién de los compuestos fenolicos
de las pieles dentro del vino (1,10) y, por otra, a la acumulacién progresiva de
azticares. Esta se tradujo en un contenido creciente de etanol tras la
fermentacion, proporcionando una mayor extracciéon de compuestos fendlicos

de pieles y pepitas (96).
Correlacién entre la composicién de uva y vino

Para determinar si existia una correlacion ente los parametros fenoélicos
y cromaticos de las uvas y los de los correspondientes vinos, se construy6 un
modelo de regresion para cada parametro estudiado mediante la

representacion de la respuesta en uva frente a la respuesta en vino.

Teniendo en cuenta el amplio rango de valores considerados para
construir estos modelos (incluyendo 5 variedades diferentes de uva y 3 estados
de maduracion), los resultados desprendidos de este estudio se consideraron

muy representativos.

Dado que las regresiones establecidas fueron lineales, el ajuste de los
modelos de regresion fue evaluado no sélo por el coeficiente de correlacion,

sino también por el valor de LOL.

Como se muestra en la Tabla III.19, se observé una buena correlacién
entre la IC de los extractos de uva y los CFT y AT de los vinos, y viceversa. Asi,
los CFT y AT de los extractos de uva se correlacionaron muy sigificativamente

con la IC de los vinos.
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Tabla 1II. 19 Coeficientes de correlacion entre los pardametros fenélicos y cromdticos de los extractos de uva y vinos

Vinos
Uvas CFT AT TC IC To % Amarillo % Rojo % Azul
CFT 0.964*** 0.917** -0.462 0.885*** -0.167 -0.342 -0.122 0.730**
AT 0.869*** 0.976*** -0.729%* 0.986*** -0.395 -0.548* 0.110 0.585*
TC 0.670** 0.521* 0.092 0.476 -0.040 -0.153 -0.134 0.481
IC 0.813*** 0.942%** -0.761%** 0.977+** -0.510* -0.650%* 0.239 0.485
To 0.315 0.480 -0.526* 0.447 0.123 0.075 -0.198 0.271
% Amarillo 0.262 0.434 -0.486 0.401 0.117 0.079 -0.175 0.221
% Rojo -0.444 -0.590* 0.630* -0.557* -0.124 -0.047 0.247 -0.406
% Azul 0.662** 0.645** -0.631* 0.636* -0.066 -0.070 -0.289 0.656**

CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico); AT, antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido); TC, taninos condensados (mg
catequina) expresados por Kg de uvas y por litro de vino; IC, intensidad colorante (unidades de absorbancia, u.a.); To, tonalidad.
* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

174



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia

DLsT-1539-2011 Criterios para determinar la madurez éptima de la uva tinta

Por el contrario, se obtuvo una falta de correspondencia entre los
contenidos de TC medidos en los extractos de uva y los medidos en los

correspondientes vinos.

Este diferente comportamiento mostrado por los TC se atribuy6 a la
diferente cantidad y tipo de compuestos extraidos cuando las pepitas se
trituran (tal y como sucede en la metodologia de extraccion acelerada
propuesta en este estudio) respecto a cuando se mantienen intactas (como

normalmente ocurre durante la vinificacion).

Asi pues, pudimos concluir que, de los parametros fenélicos evaluados,
los valores de TC no parecen adecuados para predecir la calidad del vino a

través del método de extraccion empleado.

Otra observacion interesante fue el desajuste encontrado entre los
valores de los parametros cromaticos de los extractos de uva y los de los
correspondientes vinos, a excepcion de la IC. Esta divergencia pudo atribuirse
al diferente pH de ambas soluciones (en los extractos el pH< 2.0 y en los vinos
el pH= 3.4), lo cual afecté al equilibrio de los pigmentos que determinan su

color (17).

Asi pues, nos centramos en los parametros fenolicos para predecir las
propiedades de los vinos a partir de los extractos de uva, procediendo a

evaluar los parametros de regresion de los modelos obtenidos.

La Tabla III.20 muestra la pendiente e intercepto de las lineas de
regresion, junto con el coeficiente de regresion (R?), la linealidad (LOL %) y el
error de prediccion (RMSE %). Como puede verse, se obtuvieron buenos
resultados de regresion excepto para los TC, como ya se ha comentado

anteriormente.

Las pendientes de los diferentes modelos obtenidos proporcionaron
informaciéon muy interesante. Asi, los valores de la pendiente para los CFT
(0.55) y los AT (0.62), sugirieron que la tasa de extraccion de los CFT y AT de la

uva durante el proceso de vinificacion, fue del 55% y 62%, respectivamente.
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Tabla II1.20 Parametros de regresion de los modelos construidos para el cdlculo
de las caracteristicas del vino a partir del andlisis del extracto de uva (n=15)

Extracto (x) vs. vino (y) Pen(Ii.i(e:r.lte * Intfli.cél.)to L(OOA’I)‘ R2 R&S)E
CFT 0.55 +0.09 -79.14 £ 149.03 92.35 0.929 5.99
AT 0.62 +0.08 -152.87 £ 63.31 93.85 0.953 7.23
TC 0.02 £0.13 473.72 +331.77 -198.92 0.009 24.38
IC* 1.64 £0.21 -6.30 £2.24 93.94 0.954 7.58

CFT: Compuestos fenodlicos totales (mg acido galico); AT: Antocianos totales (mg
malvidina-3-glucésido); TC: Taninos condensados (mg catequina) expresados por
kilogramo en uvas y por litro en vinos; IC*: Intensidad colorante (unidades de
absorbancia: u.a.). I.C.: intervalos de confianza. RMSE: raiz del error cuadratico (en
ingles, root mean square error), que representa el error de prediccion de los parametros
de los vinos a partir del analisis de uva.

Por otra parte, el valor de la pendiente correspondiente a la IC (1.64)
sugiri6 que la cantidad de color de los vinos obtenidos fue un 64% mayor que

la cantidad de color medida en los extractos de uva.

Que los vinos presenten una IC mayor que los extractos de uva choca
con el hecho de que en los vinos exista una menor concentracién de
antocianos totales que en los extractos. Esto es debido a que la IC se mide
directamente en los extractos sin considerar su dilucion, a diferencia de lo que
ocurre con los antocianos totales que se cuantifican refiriéndolos al volimen
de extracto obtenido, y recordemos que esta ligeramente diluido con solucién

extractante para poder alcanzar un volumen exacto (200 ml).

La Figura III.20 muestra graficamente los modelos de regresioén entre los
valores IC, CFT, AT y TC obtenidos de los extractos de uva y sus

correspondientes vinos.

Para evaluar la capacidad predictiva de estos modelos, que era un
aspecto sin resolver en este tipo de estudios, se calcul6 el error de prediccion
(RMSE %). Asi pues, cuando se predijeron los resultados en vinos a partir de
los valores determinados en las uvas, los valores de error de prediccion

obtenidos fueron de 5.99% para CFT, 7.23% para ATy 7.58% para IC.
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A partir de estos resultados se pudo concluir que el método de
extraccion empleado en este estudio proporcioné extractos de uva adecuados

para predecir los correspondientes parametros en vinos (excepto para TC).
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Figura III.20. Grdficos de regresion entre compuestos fendlicos totales, CFT (a);
antocianos totales, TA (b); taninos condensados, TC (c) e intensidad colorante, IC (d)
de los extractos de uva y vinos de 5 variedades de uva cosechadas en tres estados
de maduracion diferentes durante la camparna de 2009.

Caracterizacion de las uvas y vinos segun su composicion fendlica

Para poder observar graficamente la existencia de diferencias entre
variedades ligadas a los parametros estudiados, se realizé un analisis de
componentes principales (PCA). Asi, se establecieron relaciones entre 8

variables y 15 muestras (incluyendo 5 variedades y 3 estados de maduracioén).

La matriz de loadings obtenida a partir de PCA se presenta en la Tabla
II1.21.
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Tabla Il.21. Matriz de loadings del andlisis de componentes principales (PCA)

Extractos de uva Vinos
Parametros
CP 1 CP 2 CP 3 CP1 CP 2 CP 3
CFT 0.454 0.613 -0.646 0.788 0.472 -0.394
AT 0.155 0.660 0.732 0.459 -0.025 0.886
TC 0.878 -0.434 0.205 -0.409 0.881 0.237
IC 0.008 0.034 0.069 0.016 -0.004 0.031
To 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.001
% Amarillo 0.001 0.001 0.007 -0.002 0.005 -0.025
% Rojo -0.002 -0.007 0.003 -0.001 -0.009 0.032
% Azul 0.001 0.007 -0.010 0.003 0.004 -0.007

CFT, compuestos fendlicos totales; AT, antocianos totales; TC, taninos condensados, IC,
intensidad colorante; To, tonalidad.

Para los extractos de uva, los tres primeros componentes principales
(CP’s) explicaron el 99.99% de la variabilidad. El primer CP (CP 1) explico el
93.02% de la variabilidad total y, dado que el loading mas alto del CP 1
correspondi6 a los TC, se pens6 que este parametro fue el mas determinante

para distinguir entre las variedades de uva estudiadas.

Por su parte, el segundo CP (CP 2) explicé el 6.86% de la varianza
acumulada, mientras que el tercer CP (CP 3) explic6 el 0.12% de la varianza

acumulada y, en ambos casos, se asociaron a los AT.

El grafico de scores (Figura II1.21) de los dos primeros CP’s muestra que
los parametros fendlicos medidos en los extractos permitié diferenciar
variedades de uva, a pesar de los distintos grados de maduracion de la uva

debidos a las diferentes fechas de vendimia.

Es decir, cada variedad tiene un balance diferente entre CFT, AT y TC
que la hacen facilmente distinguible, y que parece mantenerse a lo largo de la

maduracion, a la vista de las agrupaciones del grafico de scores.
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Figura II1.21. Grdfico de los dos primeros CP’s correspondiente
a los parametros medidos en los extractos de uva.

Respecto a los vinos, el PCA realizado muestra que los dos primeros PC’s

explicaron el 99.99% de la variabilidad (Figura II1.22).
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Figura II1.22. Grdfico de los dos primeros CP’s correspondiente
a los parametros medidos en los vinos

Concretamente, el CP 1 explic6 el 81.48% de la variabilidad total,
relacionado principalmente con los CFT, el CP 2 explicé el 17.42% de la
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varianza acumulada, asociado principalmente con los TC, y el CP 3 explico el

1.10% de la varianza acumulada y se asoci6 a los AT.

El grafico de scores de los dos primeros componentes principales
muestra de nuevo cémo la composicion fenodlica de los vinos permitié
distinguir entre vinos monovarietales a pesar de los diferentes estados de
maduracion de la uva producidos por la fecha de vendimia. Ademas, podemos
decir que, también en los vinos, la composicion fenélica estuvo determinada
por la variedad de uva y parecié mantenerse a lo largo de la maduracion, a la

vista de las agrupaciones del grafico de scores.

Tanto en el caso de las uvas como de los vinos, las dos variedades mas
semejantes entre si fueron la Syrah y la Merlot, mientras que la variedad mas

alejada del resto, y por tanto, la mas diferente, fue la Carifiena.

II1.4.4 Conclusiones

Tal y como ya se ha expuesto a lo largo de este trabajo, a partir de los
resultados obtenidos a partir del estudio de comparaciéon de los métodos de

extraccion Glories, ITV y AWRI, se concluye que:

o Desde el punto de vista analitico, las recuperaciones de los compuestos
fenolicos obtenidos con cada uno de tres métodos estudiados no son

comparables entre si.

o A pesar de lo anterior, los modelos de regresion obtenidos para los
compuestos fenolicos totales y antocianos totales analizados resultan utiles y

adecuados para establecer correspondencias entre los diferentes métodos.

o Para demostrar la aplicacion de estos buenos resultados de correlacion,
se ha comprobado que a partir de la medida de los compuestos fendlicos
totales y antocianos totales en los extractos ITV y AWRI, se pueden predecir los
indices de madurez fenodlica de Glories (%EA y %MP) con una gran exactitud
(con errores de prediccion < 1% para ambos parametros), lo que supone un

ahorro de tiempo considerable en el futuro.
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o Con el estudio de correlacion realizado, bodegas y laboratorios de
investigacion enologica que utilicen estas diferentes metodologias para evaluar

la madurez fendlica, podran cotejar su informacién con la del resto.

Respecto al estudio de optimizacion del método de extraccion de los

compuestos fenolicos se concluye que:

o El empleo de distintos equipos homogenizadores no ha supuesto
diferencias significativas sobre el recuento de compuestos fendélicos, por lo que
sera cada laboratorio el que decida cual considera mas conveniente para

trabajar, en términos de coste, facilidad de manejo y limpieza.

o Aumentando la temperatura de maceracion se consigue disminuir el
tiempo que dura este proceso. Con el fin de no modificar la composicién inicial
de la muestra por efecto del calor, las condiciones 6ptimas se han conseguido

macerando a 40°C durante 15 minutos.

o Se puede llevar a cabo la comparacion de antocianos totales entre el
método de Ribéreau-Gayon-Stonestreet y el de Puissant-Léon aplicando una

correccion sobre su férmula original.

Respecto al estudio realizado sobre la conservaciéon de muestras se llega

a las siguientes conclusiones:

o Hay que evitar trabajar con uvas que no sean frescas (sea cual sea el
método de conservacion empleado), dada la escasa fiabilidad de los resultados

que €stas proporcionan.

o Si no se dispone de tiempo suficiente para analizar el extracto obtenido
el mismo dia, se puede conservar de manera controlada hasta el momento del
analisis, ya que éste aporta toda la informaciéon de la uva fresca, tanto en

términos de concentracion de polifenoles como en facilidad para ser extraidos.

o En cuanto al método de conservacion se refiere, los extractos congelados

se han mostrado mas estables en el tiempo que los refrigerados, por tanto, la
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congelacion de los extractos (y no de las uvas) es el procedimiento correcto

para conservar las caracteristicas de las muestras.

Del estudio de correlacion entre las caracteristicas cromaticas y la

composicion fendlica de las uvas y vinos, se concluye que:

o Con el método optimizado de extracciéon de las uvas ha sido posible
obtener muy buenas correlaciones entre los parametros fenoélicos de los
extractos de uva y sus correspondientes vinos. Concretamente la intensidad
colorante (IC), los compuestos fendlicos totales (CFT) y los antocianos totales
(AT) han demostrado predecir bien los mismos parametros en el vino, con

errores de prediccion < 8%.

o La creacion de buenos modelos de regresion, obtenidos a partir de
relaciones directas entre los compuestos fenélicos de la uva y el vino, ha
supuesto una herramienta analitica interesante para poder fijar la fecha de
vendimia mediante la prediccion de la calidad del vino a partir de los analisis

de uva.
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IV.1 Espectroscopia de infrarrojo

En la medida que la calidad del vino tinto esta directamente relacionada
con su color y composiciéon fendlica, y que estos parametros, a su vez,
dependen del proceso de elaboracion seguido, se hace evidente la necesidad de
un control riguroso de este proceso: Este comienza con el inicio de la
maduracion de la uva, continta con la extraccion durante la vinificacion, y

finaliza con el embotellado del vino terminado y su posterior almacenamiento.

Dado que los habituales métodos de analisis de los compuestos
fenolicos, basados en medidas de absorbancia, resultan poco practicos para
realizar un seguimiento continuo del proceso por la cantidad de analiticas
necesarias y por el limitado tiempo para llevarlas a cabo, el sector del vino
demanda una técnica analitica rapida y versatil que dé solucién a este

problema.

La técnica de la espectroscopia de infrarrojo (IR, del acrénimo en inglés
infrared) presenta multiples ventajas y constituye una alternativa factible a los
métodos de analisis convencionales que requieren un tiempo de preparacion y
analisis mas largos, lo que esta suscitando un creciente interés por parte de

muchas bodegas.

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica analitica no destructiva
que se emplea para determinar cualitativa y cuantitativamente los compuestos
moleculares de muestras soélidas, liquidas, e incluso, gaseosas (1),
proporcionando informacién estructural de una gran variedad de moléculas de

manera simultanea, incluso estando dentro de muestras complejas.

Esta técnica requiere una minima preparaciéon de la muestra, lo que
unido a su alta capacidad de automatizacién, la convierte en una técnica
analitica rapida, directa y respetuosa con el medio ambiente, por lo que resulta
muy ventajosa para ser utilizada en el andlisis de rutina, en el control de

procesos y en la clasificaciéon de alimentos y bebidas (2,3).
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IV.1.1 Aspectos fundamentales

Dentro del espectro electromagnético, la region infrarroja abarca desde
los 10 cm! a los 12.800 cm'!, expresado en numeros de onda, o de 780 nm
(extremo rojo del espectro visible) a 106 nm (region de las microondas),

expresado en longitudes de onda (3) (Figura IV.1).

<+— Luz de onda corta Luz de onda larga —*
Rayos v Rayos X V-UV uv VIS NIR MIR FIR Microondas
Longitud de onda en nm
10+ 100 2102 380 nm 780 nm 25103 5 10* 108
>
i Excitacién de Excitacion de Excitacion de | Combinaciones y Vibraciones Spin
Bxaiacion | giactrones | electrones intemos y|  electrones sobretonos de fundamentales electronicoy
nuclear internos extemos externos las moléculas de las moléculas nuclear

101 107 5105 26 ‘105 1.2-10% 4-10° 2-102 10

Ntmero de onda en cm'! /

Rango visible para el ojo humano

Figura IV.1. Regiones del espectro electromagnético

La espectroscopia molecular es una técnica de absorcién que se basa en
la interaccién entre la radiacion electromagnética y las moléculas que
componen la materia. Dependiendo de la region del espectro en la que se
trabaje, y, por tanto, de la energia de la radiacion utilizada (caracterizada por
su longitud o numero de onda), esta interaccion sera de diferente naturaleza:

excitacion de electrones, vibraciones moleculares o rotaciones moleculares (4).

La excitaciéon de electrones, que provoca que los electrones pasen a un
estado energético superior, requiere la energia proporcionada por las
radiaciones ultravioleta, visible y de rayos X. Este es el fundamento de los
métodos espectrofotométricos para medir los compuestos fendlicos a través de
sus medidas de absorbancia en la regién del espectro ultravioleta y visible. Sin
embargo, la radiacién IR no es lo suficientemente energética para producir esta

clase de transiciones electronicas (5).

El fundamento de la espectroscopia de IR radica en la absorcién de

radiacion IR a longitudes de onda especificas por parte de los enlaces
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moleculares presentes en la muestra, para los cuales existen pequenas

diferencias de energia entre los distintos estados vibracionales y rotacionales.

Desde un punto de vista funcional, el espectro infrarrojo se divide en
tres regiones: el infrarrojo cercano, conocida como NIR (del acronimo en inglés
near infrared), donde se producen las absorciones debidas a sobretonos y
combinaciones de las bandas fundamentales del infrarrojo medio; el infrarrojo
medio, conocida como MIR (del acrénimo en inglés mid infrared), donde tienen
lugar las vibraciones moleculares fundamentales; y el infrarrojo lejano,
conocida como FIR (del acrénimo en inglés far infrared), donde se producen las

absorciones debidas a cambios rotacionales moleculares (6).

Asi pues, las transiciones entre dos estados rotacionales sélo es posible
observarlas con gran resoluciéon en la region FIR para el caso de muestras
gaseosas, por lo que esta region no se emplea para el analisis de muestras
liquidas y s6lidas. La principal utilidad de la region FIR queda restringida a la
determinacién estructural (analisis cualitativo) de especies inorganicas y

organometalicas con atomos pesados.

Por su parte, las transiciones entre dos estados vibracionales son
posibles con las técnicas espectroscopicas NIR y MIR, las cuales son tutiles
para la determinacién cuantitativa de rutina de distintas especies de interés
para la industria de los alimentos y bebidas. Ambas técnicas reciben también

el nombre de espectroscopia vibracional.

En la region MIR se registran los cambios entre estados de energia
vibracional de los principales grupos funcionales caracteristicos de cada
molécula (7), y que permiten elucidar la estructura molecular de un
compuesto. Esto hace que esta region sea la mas utilizada en el analisis

cualitativo de muestras sélidas y liquidas.

Sin embargo, la region NIR no produce absorciones especificas que
proporcionen informacién estructural de los analitos, por lo que su aplicacién
se enfoca fundamentalmente hacia el andlisis cuantitativo. De hecho, los
espectros NIR son mucho menos nitidos y peor definidos que los MIR, ya que

estan llenos de bandas superpuestas debido a la existencia de sobretonos y
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combinaciones de las vibraciones fundamentales de la region MIR, lo que

complica su interpretacion y calibracion (7).

IV.1.2 Fundamento de la radiacion MIR

La radiaciéon MIR, compuesta por fotones con una energia directamente
relacionada con el numero de ondas de la radiacién, cuando incide sobre una
molécula “en reposo”, su energia se transfiere a los grupos funcionales que
conforman la molécula produciendo vibracién en los enlaces (8). La molécula
pasa de un estado vibracional de numero cuantico n a uno mas elevado, n+1.

La diferencia de energia entre ambos estados debe ser igual a la del foton.

Para que una molécula absorba radiacion de la zona MIR, la frecuencia
de la radiacién incidente debe coincidir con la frecuencia de vibraciéon de
alguno de sus enlaces quimicos. S6lo de esta manera se producira un cambio
neto en el momento dipolar (que se define como la intensidad de la fuerza de
atraccion entre dos atomos dentro de la molécula), el cual provocara cambios
en la amplitud de alguno de los movimientos de vibracién de la molécula.
Estos cambios se representan graficamente en forma de espectros, los cuales
representan las bandas de absorcion, atribuida a las vibraciones de los
distintos grupos funcionales, como una funcién de la longitud de onda, A, o del

numero de ondas, V.

La medida mas comun en el MIR, y que es la que se ha empleado en la
presente Tesis, es la que se basa en la absorcién/transmisiéon, aunque
también se han desarrollado espectroscopias basadas en el fenémeno de la
reflexion, como la reflectancia total atenuada (ATR), que es una técnica de
analisis superficial muy utilizada (9), o la reflectancia difusa, pero éstas

ultimas no han sido objeto de estudio en la presente Tesis.

En la espectroscopia de absorcion/transmision, la luz IR atraviesa la
muestra (confinada en un medio inerte) y viaja hasta el detector. De este modo
se obtiene el espectro de absorcién que corresponde a la parte de intensidad de
la luz que ha sido absorbida por la muestra. Esta pérdida en la intensidad de

la luz incidente se calcula a partir del logaritmo del cociente entre la
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intensidad de la luz incidente (Po), correspondiente al espectro de fondo

(background), y la transmitida a través de la muestra (P1) (8) (Ec. IV.1):

P
A =—10gT=10g(P°j Ec. IV.1

T

Ademas, y de acuerdo con la ley de Lambert-Beer (Ec. IV.2), una vez
fijado el camino éptico (I) y determinada la absortividad molar (g), la absorciéon
de la radiacion MIR es directamente proporcional a la concentracion del

analito medido (¢):
A=¢€c-l Ec. IV.2

Sin embargo, dado que cada banda de absorcién registrada en el
espectro MIR es debida a la presencia de los grupos funcionales pertenecientes
a distintos analitos, la cuantificacion de cada analito no puede realizarse
individualmente por el método de patréon externo siguiendo la ley de Lambert-
Beer, (mediante calibracion univariante). Esta complejidad implica el uso de

calibracion multivariante, tal y como se explica mas adelante.

IV.1.3 Asignacién de bandas
En el espectro de absorciéon MIR existen dos regiones (10):

. Entre 4000 cm! y 1300 cm™! se observan una serie de bandas asignadas
a vibraciones de so6lo dos atomos. En este caso, la banda de absorcion se
asocia unicamente a un grupo funcional, por lo que a esta regiéon se la
denomina region de grupo funcional. Estas vibraciones derivan de grupos que
contienen hidrégeno (C-H, O-H y N-H) o grupos con dobles y triples enlaces

aislados (1).

o Entre 1300 cm?! y 900 cm?! se producen multiples bandas
correspondientes a las vibraciones de cada enlace dentro de las moléculas. A

esta region se la denomina fingerprint (huella dactilar)(1).
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La region fingerprint recibe este nombre porque es la region del MIR
donde los compuestos organicos generan bandas de absorcion caracteristicas,
dependiendo de la estructura de la molécula, permitendo la identificacion de
compuestos especificos. La region fingerprint es especifica y unica para cada
molécula, mientras que la region de grupo funcional es similar para moléculas

que posean los mismos grupos funcionales.

La Figura IV.2 muestra un cuadro resumen de las frecuencias de

absorcion de los grupos funcionales mas comunes en el MIR.
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Figura IV.2. Frecuencias de absorcién de los grupos funcionales mds comunes en el
MIR

Dada la compleja composicion de los productos naturales que se
estudian en la presente Tesis, uva y vino, resulta evidente que los espectros
presentaran diversas bandas de absorcion con distinta intensidad. Esta
complejidad ha sido objeto de muchos estudios por lo que, en la Tabla IV.1, se
recogen las bandas MIR caracteristicas de los principales componentes de la
uva y el vino. En ésta se detallan también los grupos funcionales responsables
de las bandas espectrales de absorcion. Teniendo en cuenta que en el mosto
de uva, las absorciones mas destacadas estaran producidas por los azucares,
acidos organicos y compuestos fenodlicos, y en el vino tinto predominara el
alcohol, seguido de los compuestos fenodlicos, se puede observar que todos
estos compuestos muestran mayoritariamente bandas de absorcion
caracteristicas dentro de la region comprendida entre 950-1500 cm!, es decir,

en la region fingerprint.
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Tabla IV.1. Bandas MIR caracteristicas de mostos de uva y vinos

Descripcién Regioén Referencia
Vibraciones C-O y estiramiento C-O-C 950-1200 (11-14)
Bandas caracteristicas 1000-1120 (15)
Azucares
Estiramiento C-OH 1045-1080 16)
. 1680-1740;
Grupo aldehido 2700-2900 1)
Estiramiento C-O del alcohol secundario de los acidos organicos 1060-1150 a7)
Flexién O-H de los grupos alcohol secundarios 1056-1110 17)
Acidos Esteres 1100-1310 )
organicos Estiramiento C-O 1288-1457 (16)
Flexién O-H 1320-1420 (17)
Estiramiento CO=0, C=C, CHs y CH2 1419-1454 (12,16-20)
- ) . 670-900 21
Flexién C-H de los anillos aromaticos fuera del plano 690-900 )
Flexién en el plano C-H de los anillos aromaticos (bandas 950-1225 (12.15.21)
caracteristicas de estos compuestos) 1000-1270 22)
1000-1275 )
Taninos uva 933-1060 + 1716-1812 23)
i s 1160-1340 (22)
Tensién C-OH de los fenoles 1150-1290 + 1350 24)
1230-1320 21)
Tensién C-O del anillo de pirano 1285 (24)
1000-1300 23)
Flexién C-O-H de los fenoles y e‘st'jramiento C-OH de los anillos 1310-1390 ©2)
aromaticos
Anillos fendlicos 1310-1410 25)
Anillos aromaticos de los compuestos fenélicos 1268 26)
Compuestos -
fen%]icos Vibraciones O-H de los fenoles 11324613%71121121% ﬁ;}
Flexion C-O-H de los fenoles 1310-1390 22)
Taninos uva 1445, 1520 23)
Seleccién taninos de la uva por algoritmo 1425-1485 23)
1419-1454 26)
N ) . 1430-1650 22)
Tensioén C=C de anillos aromaticos 1450-1510 + 1580-1615 @n
1430-1650 1)
Tensioén C=0 de grupos éster 1740-1750 (22,23)
o ) . 1660-2000 @1
Sobretonos y combinacién de bandas de anillos aromaticos 1700-2000 ©@2)
- ) . 3000-3100 (]
Flexién C-H de los anillos aromaticos 3070-3130 @1
Flexién O-H de grupos hidroxilo, flexién de H-unido a OH 3200-3400 + 3200-3570 21)
Estiramiento C-OH 1045-1080 (1e)
o _ o 1050, 1087, (18,27)
Estiramiento C=0 del alcohol primario 1040-1150 a5)
Etanol Estiramiento C-H de los CHs y CH» 1427-1457 + 2850-2960 (16,18,27)
: : 1427-1457 + 2850-2960 (16,18,27)
Estiramiento C-H de los CHs y CHz 2904-2981 (13,18)
Vibraciones de CHz 2700-3000 (15)
Estiramiento C-OH 1045-1080 (1e)
Glicerol
Estiramiento C-O del alcohol primario 1050, 1087 (16,18,27)
CO2 2350 28)
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IV.1.4 Espectrometro de infrarrojo medio con transformada de
Fourier (FT-MIR)

La aparicion de los primeros espectrometros de infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-MIR) a finales de la década de los 60 supuso un
importante avance tecnologico respecto a los antiguos espectrémetros
dispersivos de doble haz, ya que mostraban mayor rapidez de analisis, mayor
sensibilidad (relacion senal/ruido), mayor precision y menor coste. Todo esto,
junto con los avances de la tecnologia informatica, hizo que la técnica FT-MIR

fuera reconocida como una potente herramienta analitica.

Los principales componentes o6pticos de los espectrémetros FT-MIR se
muestran en la Figura IV.3 (29): la fuente de radiacién IR, el interferémetro, el

compartimento donde se coloca la muestra (celda) y el detector.

Figura IV.3. Principales componentes opticos de un equipo FT-MIR

Fuente de radiacion IR

La fuente de radiacion IR consiste en un soélido inerte que se calienta a
una temperatura comprendida entre 1227-1927°C, de forma que su superficie
emita energia radiante de manera continua. El haz de luz emitido pasa a
través de un filtro que controla la cantidad de energia que debe atravesar la
muestra y llegar al detector (29). Concretamente, se ha empleado una fuente

Globar en los ensayos realizados en la presente Tesis Doctoral.
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Interferémetro

El interferémetro constituye el médulo central de los instrumentos FT-
MIR (Figura IV.4). Al igual que en el equipo empleado en la presente Tesis, el
FT-MIR esta basado en el interferémetro de Michelson, compuesto por un
divisor de haz (beamsplitter), el cual escinde el haz de luz IR en dos haces

iguales, que son reflejados cada uno en un espejo fijo y otro moévil.

Fuente IR
— >
o
g oy
R I
Espejo movil | {11 | — — Detector
I
Ll L) Muest
uestra
Divisor de haz
.

Espejo fijo

Figura IV.4. Diagrama del interferémetro de Michelson

El desplazamiento del espejo moévil provoca diferencias en la distancia
recorrida por los dos haces, a la que se denomina diferencia de camino 6ptico
(en inglés optical path difference, OPD) (3). Asi, cuando ambos haces se
encuentran de nuevo de vuelta al divisor de haz, se superponen e interfieren
de manera destructiva, y la intensidad resultante de la superposicion es
medida como funcién de desfase. Esta diferencia en la trayectoria de las ondas
en un interferémetro esta definida por el retardo, que es 2 veces la distancia
recorrida por el espejo movil. El retardo es el maximo desplazamiento del
espejo, y éste es el que determina la resolucién espectral, que se define como
la inversa del retardo (8). A modo de ejemplo, si el espejo movil se desplaza 2
cm respecto a su posicién original, el retardo sera de 4 cm y la resolucién de
0.25 cm!. Para mejorar la resolucion de los espectros se debera aumentar la
distancia recorrida por el espejo movil, y su velocidad si se quiere mantener

constante el intervalo de muestreo.
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Por el contrario, cuando los dos espejos se encuentran a la misma
distancia, la diferencia del camino recorrido por los dos haces es cero (en
inglés zero path difference, ZPD). Asi, ambos haces son reflejados en fase de

vuelta al divisor de haz, interfieriendo de manera constructiva.

Asi pues, las condiciones para la interferencia constructiva y
destructiva, y los estadios intermedios que se producen entre ambas, tienen
lugar de manera consecutiva. La radiaciéon combinada resultante que contiene
estas interferencias se denomina interferograma, y representa el movimiento
hacia delante del espejo mévil hasta el punto ZDP y el movimiento posterior
hasta la posicién inicial. Por tanto un interferograma es la representacion de la

intensidad de la radiacién, expresada en voltios, sobre el punto OPD (3).

Por ultimo, esta radiacion IR recombinada es la que viaja hasta el

compartimento de la muestra.

Compartimento de la muestra

La luz IR se dirige al compartimento donde se encuentra colocada la
muestra, donde, dependiendo del tipo de analisis, la radiacién puede atravesar
la muestra o bien puede ser absorbida y reflejada por la superficie donde esté
colocada, absorbiendo selectivamente en funcién de las vibraciones de sus

constituyentes, para llegar finalmente al detector (3).

En los ensayos llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral se ha
empleado una celda de transmisién, fabricada con ZnSe y aislada por un

sistema de ventanas de KBr.

Detector

Finalmente, la radiacién IR llega al detector, disefiado para medir la
senal procedente de la muestra, el cual registra las fluctuaciones de intensidad
producidas por efecto de la interferencia en tiempo real. El detector empleado
en la presente Tesis Doctoral ha sido un dispositivo piroeléctrico de sulfato de

triglicina deuterado, (en inglés deuterium tryglycine sulfate, DTGS).
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Para obtener informacion interpretable desde el punto de vista quimico,
el interferograma debe ser convertido a un espectro IR convencional, que

contenga la informacion espectral relativa a la muestra.

El procedimiento matematico que descompone el interferograma IR
proporcionado por el interferometro (intensidad frente a tiempo) en espectros
(intensidad frente a frecuencia) se denomina transformacion de Fourier. Esta
operacion la lleva a cabo el ordenador, empleando el algoritmo de
transformacion rapida de Fourier, disponible en todos los equipos FT-MIR, que
consiste en transformar la senal del interferograma en ondas sinusoidales

(suma de términos seno-coseno) para cada numero de onda de la radiacion (2).

Como se ha comentado anteriormente, el interferograma no se registra
de forma continua, sino en intervalos de muestreo discretos. Asi pues, para el
analisis del interferograma es necesario sincronizar el muestreo de datos de la
senal del detector, después de ser amplificada, con el movimiento del espejo

movil.

Para lograr esto, se emplea una sefal laser (He-Ne) como referencia,

localizada dentro del equipo. El laser realiza dos funciones.

La primera, actuar como un patrén interno de namero de ondas, ya que
la suya se conoce de manera precisa (exactamente a 15798.637 cm!). Las
franjas de interferencia del laser dan informaciéon precisa de la posicion del
espejo movil, permitiendo el muestreo de los datos de los interferogramas en
intervalos de retardo precisos. La sincronizacién del movimiento del espejo y el
muestreo de datos para la transformacién de Fourier, permite obtener medidas
de frecuencia espectral muy precisas. De esta manera, la reproducibilidad del
numero de ondas de muchos espectrometros FT-MIR es de * 0.01 cm! o

incluso mejor.

La segunda, mantener constante la velocidad del sistema que acciona los
espejos del interferometro. De esta manera, controla la posicién del espejo
movil y, por tanto, la alineaciéon de la dptica en el interferémetro (corrige la

posicién del pico del interferograma por si se desvia).
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Para eliminar las sefales debidas al ruido de fondo del equipo y al
ambiente atmosférico que rodea al equipo, se suele adquirir cada cierto
tiempo, un espectro de fondo (background) de manera automatica en las
mismas condiciones en las que se trabaja con la muestra. De esta manera, se
pueden eliminar los picos debidos a estas interferencias, tal y como se

esquematiza en la Figura IV.4.

Espejo 1

Espejo 2 Celda |
-y -
Divisor
o s
Fuente IR —
Calculos
Detector Interferograma Transformada
Background de Fourier
Espeio 2 Muestra = - e
spectro
) o ) Muestra
~— |~ [ S Transformacion de Eliminacién del ruido
g;whsuozr ‘ interferogramas a de fondo del espectro
espectros de una muestra
Fuente IR L]

Detector Interferograma
Muestra

Figura IV.4. Diagrama de obtencion de un espectro FT-MIR de una muestra

El espectro de la muestra se divide por el espectro de fondo, de modo

que los picos del espectro final sélo estan producidos por la muestra.

A modo de resumen, las principales ventajas de los espectrémetros FT-
MIR son debidas a la presencia del interferémetro de Michelson. Las mas

importantes son:

. Se mejora la resolucion de los espectros por aumento del recorrido del
espejo movil, lo cual es posible gracias al laser, que es el que controla su

posicion.

. Se obtiene una mayor sensibilidad (relacion senal/ruido) como
consecuencia de someter a la muestra a una irradiacion simultanea con luz IR
de diferentes frecuencias (y no secuencial, como ocurre en el caso de los
instrumentos dispersivos), lo que produce una mayor energia del haz de luz
que llega al detector, asi como por la promediacion de varios interferogramas

de la misma muestra (barridos) (30).
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Fue tan notable la mejora de la sensibilidad y resolucion de los espectros
MIR con la incorporacion de los interferémetros de Michelson, junto con la
transformacion de Fourier para la conversion final de los interferogramas a
espectros, que a partir de ese momento, practicamente todos los
espectrometros comerciales pasaron a ser FT-MIR. La Tabla IV.2 resume
brevemente otras ventajas y también inconvenientes que presenta la técnica

propuesta:

Tabla IV.2 Ventajas e inconvenientes de la técnica FT-MIR (31)

Ventajas Inconvenientes
Rapidez Alto coste inicial
Alto grado de automatizacion Dependiente de calibracion
Bajo impacto ecolégico Método indirecto
Sin tratamiento de la muestra No analiza minerales (K, Ca, Mg, Na)
Bajo coste de mantenimiento S6lo mide concentraciones > 0.1 g/L

IV.2 Aplicacion de la espectroscopia FT-MIR en el analisis de
uvas y vinos

El control de un proceso industrial es esencial para cumplir con las

normas de seguridad y los parametros de calidad de un producto.

En el sector enolégico esto implica, entre otros aspectos, la evaluacion de
las propiedades fisicas y quimicas de la materia prima (uva y mosto), el
seguimiento de la fermentacién, entendiendo ésta como un  proceso

productivo, y la evaluacion del producto final (vino obtenido).

La informacién en tiempo real que pueden proporcionar los equipos FT-
MIR sobre los constituyentes de la uva, el mosto y el vino puede emplearse
para tomar decisiones que evalien, mejoren y adapten la produccién de uva y
vino hasta lograr los maximos parametros de calidad. Sin embargo, son pocas
las bodegas que se atreven a adquirir estos equipos por la inversion
econdémica que supone, aunque también por la etapa de calibracion que

precisa y la verificacion de ésta a lo largo del tiempo.
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En lo siguientes parrafos se hace un repaso sobre las aplicaciones de los
instrumentos FT-MIR en el sector enologico para demostrar la gran
versatilidad que presentan, y lo rentables que pueden resultar a largo plazo

para la industria del vino.

La espectroscopia FT-MIR se ha empleado para el control de calidad de
bebidas alcohélicas como la cerveza (32), sidra (33), tequila (34), vodka (35),
ron y ginebra (36), whiskey (37), licor de frutas (38) y otros licores (39,40), asi
como en la deteccion de sustancias adulterantes nocivas, como el metanol

(41,42), en estas bebidas.

Continuando con su aplicacién en el sector enolégico, esta técnica se ha
empleado con éxito en el control de elaboracién de productos derivados del
vino, como por ejemplo en el seguimiento de la evolucion de acidez volatil
durante la elaboracion del vinagre (43), asi como en la clasificacion de vinagres
en funcion de la materia prima empleada y del proceso productivo seguido

(44).

Por otra parte, también se ha empleado para discriminar diferentes tipos

de brandys y destilados (45,46), tequilas (34) y licores de sorgo (47).

En la Tabla IV.3 se recogen las aplicaciones de los instrumentos FT-MIR

en este sector, ya sea para el analisis de vinos, uvas o mostos.

Control de calidad del vino

Como se muestra en la Tabla IV.3, una de las mayores utilidades que
tiene la espectroscopia FT-MIR para las bodegas es el analisis rutinario de los
vinos, para la cuantificacion de los parametros que definen su calidad:
azucares, etanol, glicerol, acidos organicos, acidez volatil, acidez total, pH y
SO, total, entre otros (58, 71, 75, 77, 78). También las interferencias que
afectan a la medida de algunos parametros en el vino a través de la técnica FT-
MIR han sido objeto de estudio (17). Estos han revelado que los compuestos
mayoritarios del vino, como el etanol y los acidos organicos, pueden afectar a
la respuesta espectral, por lo que deben tenerse en cuenta en la etapa de

calibracion.
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Tabla IV.3. Principales aplicaciones de la técnica FT-MIR al andlisis de vinos, uvas y mostos (Continuacién)

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2005

2006

2006

2007

2007

2007

2007

2007

2007

2008

2008

Vino blanco, espumoso, rosado

y tinto

Vino tinto, blanco y rosado

Vino blanco y tinto; ron,
ginebra, vodka, brandy, whisky

Vino tinto

Vino tinto, blanco y rosado

Vino blanco y tinto
Vino tinto
Vino tinto
Vino tinto
Vino tinto

Vino blanco y tinto

Vino blanco y tinto
Vino tinto
Vino tinto
Vino tinto
Vino tinto

Vinos blancos y tintos

FT-MIR

FT-MIR

ATR-FT-MIR/ FT-MIR

ATR-FT-MIR

ATR-FT-MIR

ATR-FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

ATR-FT-MIR

ATR-FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

Cuantificacion de los componentes vino
Cuantificacion de los componentes vino
Cuantificacion de los componentes vino
Clasificacién y cuantificacion de glicerol
Cuantificacion de los componentes vino
Cuantificacién de manosa

Diferenciacién por origen y anada

Efecto de pre-tratamientos espectrales sobre los
parametros de calibracion

Diferenciacion por bodegas
Caracterizacién y cuantificacion de polisacaridos
Cuantificacion de manoproteinas
Clasificacion por cantidad y origen del tanino

Cuantificaciéon de taninos

Diferenciacion entre fermentaciones normales y
problematicas

Cuantificacion de antocianos
Cuantificaciéon de taninos

Diferenciacion por variedad

929-1582; 1698-2971

1000-1500

850-3000

900-1500

800-3000

800-1200

800-1800

965-1543; 1717-2280;
2435-2971

926-5012

950-1850

950-1851

740-1430, 1480-2849,
2918-4000

650-4000

200-740, 1350-28500

926-5012

933-1577; 1716-1812;
2699-2969

926-5012

PLSR

PLSR, MLS

PLSR

PLSR, LDA, CVA

PLSR

PLSR

PCA, PLSR

PLSR

SI

PLSR

PLSR

DA, SIMCA

PLSR

PCA, Cluster K-
Means

PLSR

PLSR

PCA, LDA

(57)

(58)

(40)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(18)

(19)

(64)

(65)

21)

(66)

(67)

(22)

(68)
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Tabla IV.3. Principales aplicaciones de la técnica FT-MIR al andlisis de vinos, uvas y mostos (Continuacion)

2005

2007

2007

2007

2008

2010

2010

2010

2010

Uva tinta
Mosto uva blanca y tinta

Mosto-Vino tinto

Zumo de uva, arandanos y
manzana

Uva tinta y blanca

Extractos de pepitas de uvas
blancas y tintas

Uva tinta
Mosto uva blanca

Uva tinta

ATR-FT-MIR

FT-MIR

ATR-FT-MIR

ATR-FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

FT-MIR

ATR-FT-MIR

FT-MIR

Capacidad antioxidante de los extractos

Cuantificacién de los componentes mosto

Seguimiento de la fermentacion (localizacion picos
caracteristicos)

Autentificacion de los zumos de uva

Cuantificacién (control de calidad del estado
sanitario uva)

Cuantificacién de procianidinas de diferente grado
de polimerizacion

Seguimiento de la fermentacion

Cuantificacién componentes mosto

Diferenciacion por estado de maduracion y origen
geografico

900-2000

964-1542, 1717-2969

900-1200

700-4000

965-1543; 1717-2280;
2435-2971

700-1800

700-4000

375-4000

950-1550

PLSR

PLSR

correlacion 2D

SIMCA, HCA

PLSR

PLSR

LDA, PLSR

PLSR

PCA, PLS-DA

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

27)

(89)

(15)

*NF, no facilitado; PLSR, partial least squares regression (regresiéon por minimos cuadrados parciales); HCA, hierarchical cluster analysis (analisis jerarquico de
grupos); SIMCA, soft independent modeling of class analogy (modelado suave independiente por analogia de clases ); FDA, factorial discriminant analysis
(analisis discriminante factorial); PCA, principal component analysis (analisis de componentes principales); LDA, lineal discriminant analysis (analisis
discriminante lineal); CCA, canonical correlation analysis (analisis de correlacion canoénica); MCR-ALS, alternating least squares multivariate curve resolution
(resolucion multivariante de curvas por minimos cuadrados alternados); MLS, multiple linear regression (regresioén lineal multiple); CVA, canonical variable
analysis (andlisis de variables canoénicas); SI, similarity index (indice de similitud); DA, discriminant analysis (analisis discriminante); Cluster K-Means
(analisis de grupos de K-medidas); PLS-DA, partial least squares discriminant analysis (analisis discriminante por minimos cuadrados parciales); SELECT-
PLSR, partial least squares regression by spectral variable search algorithm SELECT (regresion por minimos cuadrados parciales con algoritmo de seleccién de
variables SELECT); MLR, multiple linear regression (regresion lineal multiple); CART, classification and regression trees (arboles de regresion y clasificacion);

RDA, regularized discriminant analysis (analisis discriminante regularizado).
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Ademas, la técnica FT-MIR también se ha aplicado con éxito para el
analisis de los compuestos fenolicos en vinos blancos (20, 48, 60) y rosados
(20, 60), pero fundamentalmente en tintos, analizando compuestos fenolicos
totales (20, 31, 60), antocianos y componentes del color (55, 63, 67), y taninos
(21, 22).

La capacidad antioxidante de los vinos tintos también se ha podido

determinar mediante espectroscopia FT-MIR (74).

Autentificacion del vino

Por otra parte, gracias a la gran cantidad de informacién composicional
que aportan los espectros FT-MIR, existen estudios sobre la aplicacion de esta
técnica en la clasificacion, diferenciaciéon y caracterizacion de vinos segun, por
ejemplo, la cantidad y perfil de determinados compuestos, como polisacaridos
(19, 52), glicerol (59) y taninos (65); diferenciaciéon de vinos por variedad de
uva (12, 52, 68, 69, 72), modo de elaboracion (52, 69), tiempo de
envejecimiento (46), diferenciacion entre vinos ecolégicos de los que no lo son
(16), distincién entre crianza en depédsito o barrica (69), diferenciacién entre
diferentes regiones viticolas que laboran un mismo tipo de vino (51, 62),
autentificacion de vinos de una regién concreta (26, 76), diferenciacion entre
anadas (62), e incluso distincién entre bodegas de una misma empresa

repartidas dentro de un mismo pais (18).

Lengua electrénica

Otra de las recientes aplicaciones de la espectroscopia FT-MIR en el
ambito enologico ha sido el utilizarla como lengua electrénica. En este caso, se
intenta establecer correlaciones entre los compuestos quimicos y las
sensaciones gustativas que producen, descritas a través del analisis sensorial

llevado a cabo por un panel de cata.

Asi por ejemplo, a través de esta aplicacion de la técnica FT-MIR se ha
podido determinar la magnitud de la sensacién de astringencia (23, 24) o

amargor (73) que producen los taninos del vino.
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Seguimiento de la fermentacién del vino

El control del proceso de fermentaciéon del vino es una etapa muy
importante en la elaboracién, tanto en la transformacién de los aziicares en
etanol (fermentacion alcohdlica), como en la del acido malico en lactico
(fermentacion malolactica) requiriéndose un seguimiento continuo y preciso
para evitar problemas derivados de fermentaciones problematicas. Es por ello
que existen varios estudios que emplean la espectroscopia FT-MIR para
observar la evolucién de los contenidos de azucares y etanol (11, 85, 91), y
otros en los que el estudio se ha ampliado a la evolucién de un mayor nimero
de analitos como el glicerol y los acidos malico, tartarico, succinico, lactico,
acético y citrico (81). Todos estos estudios han sentado las bases de otros
posteriores en los que se ha demostrado la capacidad de esta técnica para
detectar indicios de paradas de fermentacion o fermentaciones lentas (66, 70),

con el fin de intervenir lo mas rapidamente posible.

Sin embargo, existen pocos estudios sobre la aplicacion de la técnica FT-
MIR en el seguimiento de la maceracioén de la uva, etapa en la que se disuelven
los compuestos fenélicos de la uva en el vino y que tiene lugar de manera
paralela a la fermentaciéon durante la vinificacién en tinto. De hecho, hasta el
momento de redactar esta Tesis Doctoral, s6lo se conocia un trabajo previo
donde se hubiera empleado la espectroscopia FT-MIR, para cuantificar los
antocianos y taninos disueltos en el mosto (27). Sin embargo, aunque ya se
habia aplicado otra técnica espectroscépica para cuantificar los compuestos
fenolicos de la uva durante los procesos de maduracion (92) y vinificacioén (93),
se debia corroborar la capacidad de la técnica FT-MIR para este mismo

propésito empleando muestras representativas.

Analisis de uvas

En lo que al analisis de uvas se refiere, el FT-MIR se ha utilizado tanto
para cuantificar algunos precursores del aroma varietal, como son los
compuestos glucosidicos (82), como para caracterizar aromaticamente
diferentes variedades blancas con objeto de clasificarlas (79, 80). Ademas,

tampoco se pueden obviar los trabajos que han empleado la espectroscopia FT-
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MIR para el control sanitario de uvas blancas y tintas en la entrada a bodega
cuantificando, concretamente,el acido glucénico y glicerol, metabolitos
sintetizados por el hongo Botrytis cinerea (87) y que son indicadores de la

calidad de la uva.

Por otro lado, existen aplicaciones de la técnica FT-MIR mas
relacionadas con los parametros que definen el estado de madurez tecnolégica
de las uvas, como son °Brix, acidez total y pH (15, 84), o la cantidad de

nitrégeno disponible para la levadura (89).

Respecto al tema que nos ocupa en esta Tesis Doctoral, hay que decir
que esta técnica se ha aplicado con éxito para determinar el contenido fenélico
del mosto de uva blanca (89), para medir la composicion fenélica de las pepitas
de variedades blancas y tintas (88), o para evaluar la capacidad antioxidante

de diferentes bayas (94), y, en particular, de las uvas tintas (83).

Por otro lado, en el momento de llevar a cabo la parte experimental de la
presente Tesis Doctoral, tan solo existia un estudio en el que se utilizara la
técnica FT-MIR para clasificar uvas tintas a partir de su diferente estado de
maduracion y origen geografico (15). Sin embargo, en este caso, los resultados
no eran todo lo satisfactorios que cabria esperar, puesto que, aunque se
desarrollaron modelos PLSR para cuantificar distintos parametros de madurez
tecnolégica y fendlica, los resultados de calibracién eran mejorables y la

representatividad de las muestras era cuestionable.

Con estas premisas, el panorama en este ambito mostraba claramente
que la aplicacion de la técnica FT-MIR a la evolucién de la composicion
fenolica de la uva a lo largo de la maduracion, constituia un reto muy

interesante que aun permanecia sin abordar.

IV.3 La Quimiometria y desarrollo de modelos PLS

Como ya se ha indicado, la utilizacién de los instrumentos FT-MIR
implica la obtencién de mucha informaciéon en muy poco tiempo. De hecho,
para cada muestra, en el espectro se registra un valor de absorbancia (n) para

cada numero de onda del infrarrojo medio (m) de manera que, para todo el
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conjunto de muestras, lo que obtenemos es una matriz de datos de n x m
dimensiones. Asi pues, resulta obvio que, para poder procesar tal cantidad de
datos y obtener informacién util, se hace indispensable el empleo de la

Quimiometria (30, 95-97).

De este modo, de forma similar a la utilizada con cualquier otro
instrumento de analisis, la cuantificacion mediante la espectroscopia FT-MIR
implica una etapa previa de calibracién, en este caso multivariante (98, 99). Es
por ello que en la presente Tesis, ésta ha sido la herramienta empleada para
cuantificar los parametros fenodlicos de la uva y el vino mas utilizados por el
sector: compuestos fenolicos totales, antocianos totales y taninos

condensados.

IV.3.1 Calibracion multivariante

De entre todas las técnicas quimiométricas existentes, la mas utilizada
por el sector industrial es la de la calibracion multivariante, empleada para el

analisis cuantitativo.

Esta técnica permite correlacionar dos tipos de medidas aplicadas sobre
una misma muestra. De este modo, generalmente se correlaciona una medida
que se ha obtenido de manera rapida, directa, econémica y que proporciona
multiples variables a la vez, con otra mas complicada de obtener, que suele ser
mas cara y/o mas laboriosa, tanto en su preparaciéon como en el analisis que

se deriva. Esta ultima es la que se toma como medida de referencia.

Con ambos tipos de datos se pueden construir modelos de calibracion
que permitan predecir las concentraciones de los analitos de interés a través

de la senal analitica registrada mediante la técnica rapida (100).

En la presente Tesis Doctoral, para determinar la concentraciéon de los
compuestos fenolicos a partir del espectro proporcionado por la técnica rapida
FT-MIR, se emplearon como valores de referencia los obtenidos a partir de las
medidas de absorbancia en el UV-Vis, ya que en la calibraciéon multivariante
so6lo es necesario conocer la concentraciéon del analito de interés en las

muestras.

222



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia

g o ~aCiO enilic sinificacio O, [ ocli o F'T-
DLsT-1539-2011 Control de la maduracion fendlica y la vinificacion en tinto mediante FT-MIR

Esto constituye la principal ventaja de la calibraciéon multivariante frente
a la univariante, puesto que la primera no requiere medidas instrumentales
selectivas para llevar a cabo el analisis. Es decir, la muestra puede contener,
junto con los analitos de interés, otros compuestos que contribuyen a la senal
de forma no constante. Estas interferencias constituyen el denominado efecto

matriz.

Por lo tanto, para obtener modelos de calibracién robustos y fiables, se
han de analizar muchas muestras reales diferentes para obtener un rango de
concentraciones lo mas amplio posible, de manera que se consiga una elevada
varianza en los resultados de referencia, para poder emplearse como patrones

de calibracion.

Existen diferentes técnicas de calibracién multivariante, siendo las mas
utilizadas la regresion lineal multiple (multiple linear regresion, MLR), la
regresion por componentes principales (principal component regresién, PCR) y
la regresion por minimos cuadrados parciales (partial least squares regresion,

PLSR) (100).

El uso de la regresion MLR es limitado porque requiere una seleccion
previa de variables (en nuestro caso, niumero de ondas) y tantas muestras de
calibraciéon como variables seleccionadas para generar las ecuaciones
necesarias que permitan calcular todos los coeficientes, lo cual es inviable
cuando se trabaja en un rango espectral tan amplio. Otro inconveniente es que
si las variables estan muy correlacionadas entre si, los coeficientes tienen una
incertidumbre elevada y se incrementa la incertidumbre de las predicciones (a

pesar de que el ajuste pueda ser bueno).

La solucion a estos inconvenientes, cuando se trabaja con la
espectroscopia, esta en seleccionar un pequeno conjunto de nimero de ondas
que estén poco correlacionados entre si y que sean lo mas selectivos posible.
Esta seleccion se puede basar o bien en el conocimiento quimico, es decir,
sabiendo de antemano doénde se localizan las frecuencias de absorcion de los
grupos funcionales caracteristicos de los analitos que pretendemos calibrar, o
bien en algoritmos de optimizacién, aunque se corre el riesgo de descartar

zonas interesantes del espectro o de incluir alguna que no lo es.
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Los métodos de PCR y PLSR permiten utilizar regiones amplias del
espectro, ya que sus algoritmos son los que se encargan de escoger un
pequeno conjunto de numero de ondas no correlacionados. A estas nuevas
variables se las denomina factores o componentes principales, y se calculan
combinando linealmente todas las variables originales (Ec. IV.3) mediante lo

que se denomina Analisis de Componentes Principales (PCA) (99):

t=W1r1+W2I'2+ L wory Ec. IV3

donde [w;, W2, ... wy] son los loadings y [ri, 12, ... 1] son los datos
espectroscopicos. El vector de scores (t) se define como el producto de los
loadings (w) y las variables originales (r). Cuanto mas parecidos sean dos
espectros, y por tanto, mas parecidos sean [ri, ro, ... rg], mas similares seran

sus scores (99).

La diferencia entre los métodos de calibracion multivariante PCR y PLSR
reside, basicamente, en céomo se calculan los loadings [wi, Wa, ... wy] para

combinar las variables originales.

Asi, en PCR, los loadings se obtienen del PCA de los espectros de
calibracion. Esto asegura que los scores representen las semejanzas y
diferencias de los espectros lo mejor posible, pero sin considerar la diferencia

espectral relacionada con la concentraciéon a predecir (100).

Los loadings que calcula el método PLSR, en cambio, proporcionan
scores que estan lo mas correlacionados posible con las concentraciones. Por
esta razén, un modelo PLSR necesita menos factores que un modelo PCR para
tener una habilidad de prediccién similar y es, por tanto, el método preferido

en calibracién multivariante (101).

A continuacién se exponen brevemente los pasos seguidos en la presente
Tesis Doctoral para la construccion de los modelos de calibracion
multivariante PLSR. Estos fueron: andlisis de componentes principales (PCA),
seleccion de las muestras de calibraciéon y validacion, construcciéon de los

modelos de calibracién por PLSR y validacion de los mismos.

224



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia

g o ~aCiO enilic sinificacio O, [ ocli o F'T-
DLsT-1539-2011 Control de la maduracion fendlica y la vinificacion en tinto mediante FT-MIR

IV.3.2 Descomposicion en componentes principales (PCA)

El método de descomposicion en componentes principales (PCA) (99), es
una técnica quimiométrica de transformacion lineal, que permite comprimir
los datos instrumentales en un nuevo grupo de variables, denominados
factores o componentes principales, que son combinaciones lineales de las
variables originales. Por consiguiente, el numero de factores es mucho menor
que el namero de variables originales, y éstos no estan correlacionados. Con el
PCA se aisla el ruido y la informacién redundante de la informacién realmente

util contenida en la matriz de datos.

El primer factor explica la mayor cantidad de informaciéon (varianza
explicada de las respuestas que al mismo tiempo se correlaciona con la
concentracion) contenida en la matriz de datos original. El siguiente factor
explica la maxima informacién de la matriz original no contenida en el primer
factor y es ortogonal al primer factor. Los sucesivos factores explican cada vez

menos informacién y son ortogonales a los anteriores.

Esta técnica exploratoria de reconocimiento de patrones no supervisada,
denominada asi cuando no se tiene informacioén previa de las clases o grupos
de las muestras, es especialmente util cuando se utilizan técnicas
espectroscopicas. Los espectros obtenidos de cada muestra contienen las
respuestas (medidas de absorbancia) para un gran numero de variables de
variables (numero de ondas). Asi pues, el PCA permite representar
graficamente la variabilidad presente en la matriz de datos originales, que de
no emplearlo, no seria posible por el elevado numero de variables que

caracterizan cada muestra.

El PCA proporciona una aproximaciéon a la matriz de datos como un

producto de dos matrices: la matriz de scoresy la matriz de loadings.

Los scores capturan las relaciones entre las muestras (en lugar de las
variables originales) y son las proyecciones ortogonales sobre los factores, de
manera que el primer factor no se correlaciona con el segundo y

sucesivamente.
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Los loadings retienen la informacién existente entre las variables y son
los coeficientes de los factores (pueden tomar valores entre -1 y 1) que

transforman las variables originales en scores.

De este modo, el PCA resulta muy util para la representacion de datos
multivariantes. Por un lado, la representacion de scores permite establecer
relaciones entre las muestras, permitiendo asi la deteccion de muestras
discrepantes (outliers) y agrupaciones. Por otra parte, los loadings permiten
estudiar y comparar la influencia de las distintas variables, lo cual facilita la
seleccion de las regiones mas apropiadas donde construir los modelos de

calibracion de cada analito.

El PCA también aporta informacién sobre la varianza calculada para una

variable (x), que puede ser:

- varianza explicada: expresa la varianza explicada por cada factor o PC
(contenida en los scores), de manera acumulativa, como porcentaje de la

varianza total inicial (%0) (Ec. 4).

LY o

Vartotal

var

explicada (%) = 1
- varianza residual: expresa la varianza residual para cada PC que falta por
modelar. Muestra la falta de ajuste. Se obtiene como el cuadrado medio de
todos los residuales entre los grados de libertad. (Ec. 5). Los residuales de la
varianza se obtienen al comparar los valores de x medidos (absorbancia) con

los reconstruidos a partir de las proyecciones sobre los PC.

Y ()
=1 ! Ec. IV.5

gl.

var

residual —

Pueden existir muestras con una alta varianza residual que estén mal
explicadas por el modelo, que sin embargo describe bastante bien a la mayor
parte de las otras muestras. En este caso, la muestra es poco influyente sobre

el modelo. Si estas observaciones anémalas tienen un fuerte efecto sobre el
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ajuste del modelo que lleve a una conclusién equivocada, deben ser eliminadas

del conjunto de calibracion.

Estas muestras se pueden detectar mediante diversos graficos de
representaciéon de muestras. A modo de ejemplo, la Figura IV.5 muestra dos
graficos que pueden ser utiles a la hora de detectar outliers: el grafico de scores

(@) y el grafico de influencia (b).

En el ejemplo del grafico de scores que se muestra (Figura IV.5a), se
puede observar que una de las muestras es muy diferente del resto, por tanto

se podria pensar que es una muestra discrepante o outlier.

PC 2

Outlier (a)
3

Fa¥
o A A A
ey
-4
-10 0 10 20 PC 1
g @ Outlier Outlier (b)
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TAN NN
A N A Muest
BER (2 e
Leverage

Figura IV.5. Ejemplos de deteccion de
outliers:(a) grdfico de scores; (b) grdfico de
influencia

En el grafico de influencia (Figura IV.5b) se representan la varianza
residual de las muestras frente a su leverage, que es la distancia de la muestra

proyectada sobre el centro del modelo (punto medio). Expresa el efecto palanca

que ejerce sobre el modelo.
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Una muestra con una varianza residual grande es probable que sea un
outlier, pero en el caso de que la muestra tenga un leverage elevado, entonces
es un outlier peligroso ya que es una muestra discrepante con una gran
influencia en el modelo, y debe ser eliminado para evitar que afecte a la

capacidad de prediccién del modelo.

IV.3.3 Seleccion de muestras para la calibracion

Para poder asegurar la bondad del modelo de calibracién es necesario un
proceso de validacion, que consiste en aplicar el modelo a muestras de las que
se conoce la propiedad estudiada y que no han sido utilizadas en la

construccion del mismo. Esta validacion puede ser interna o externa.

La validacién interna se aplica cuando el numero de muestras
disponibles para la calibracién es relativamente pequeno, y la metodologia que
se sigue es la validacién cruzada (98, 101). Esta utiliza muestras del propio

conjunto de calibracion.

Un caso especial de validacién cruzada, que se utiliza ampliamente, es el
algoritmo “dejando uno fuera” (98) (en inglés leave-one-out), que consiste en
emplear una de las muestras como muestra de validacion sacandola del
conjunto de calibracion, y con el resto de muestras se recalcula el modelo. El
nuevo modelo se aplica para predecir la concentracion de la muestra
sustraida. Este procedimiento se repite hasta que todas las muestras que

componen el conjunto de calibracion han sido sustraidas y predichas.

Los residuales de prediccion (diferencias entre los valores reales y los
predichos) del total de las muestras se emplean para calcular la raiz cuadrada
del error cuadratico medio de validacion cruzada (en inglés Root Mean Square
Error of Cross Validation, RMSECV) del modelo. Los detalles del calculo de este

error se muestran en el apartado IV.2.5.

Para la validacién externa de los modelos, son necesarios dos grupos de
muestras: uno de calibracién, también llamado de entrenamiento, y otro de

validacién, también denominado de prueba.
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Para poder validar el modelo por validacion externa, el nuimero de
muestras del conjunto de validacion debe ser elevado, y éstas deben ser
independientes de las del conjunto de calibracién, pero representativas del
mismo y de las futuras muestras a analizar. De esta manera es posible
comprobar céomo funciona el modelo con muestras distintas a las empleadas
en la construccién del mismo, por lo que, siempre que sea posible, es
preferible aplicar la validacién externa puesto que es una prediccion real, no

simulada.

De la misma manera, el nimero de muestras de calibracion también
debe ser elevado. El nimero minimo de muestras del conjunto de calibracién
debe ser tres veces el de los factores, y para crear modelos robustos este factor

asciende hasta diez (95).

Cuando se emplean métodos espectroscopicos, se recomienda que el
conjunto de calibracién contenga entre 70-100 muestras (102), y que este
numero represente entre el 60-75% del total de las muestras, reservando el

otro 25-40% para el conjunto de validaciéon (92, 94, 103).

Los residuales de las muestras de validacién se emplean para calcular la
raiz cuadrada del error cuadratico medio de prediccion (en inglés Root Mean
Square Error of Prediction, RMSEP). Los detalles del calculo de este error

también se muestran en el apartado IV.2.5.

Asi pues, como en nuestro caso se disponia de un numero de muestras
suficientemente grande, la matriz de datos espectrales se pudo dividir en un
conjunto de calibracién y un conjunto de validacion, y asi aplicar la validacion

externa.

En la presente Tesis se empleo el algoritmo de Kennard-Stone (104) para
la seleccion de muestras con las que construir el conjunto o6ptimo de
calibracién, que habia sido probado anteriormente como un método util de
seleccion de muestras de medidas espectrales (105, 106). El procedimiento
consiste en seleccionar como muestras de calibracion aquellas que se

encuentran a mayor distancia Euclidea dentro del espacio experimental.
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Actua de la siguiente manera: primero se seleccionan las dos muestras
mas alejadas entre si, teniendo en cuentalos valores de las variables
espectrales. A continuacién, de todas las muestras posibles, selecciona aquella
que esté mas alejada de las dos previamente seleccionadas, y se anade al
conjunto de calibraciéon. Este paso se emplea sucesivamente hasta completar
el namero de muestras que se habia fijado para el conjunto de calibracién. De
esta manera, se asegura una distribucién homogénea del conjunto de
muestras de calibracion en el espacio experimental, lo que favorece los

modelos de regresion (107).

Las muestras que han quedado fuera de la seleccion, son las que
compondran el conjunto de validacién. Con el algoritmo de Kennard-Stone se
garantiza que las muestras de validacion estén dentro del espacio experimental
del conjunto de calibracién, minimizando asi la extrapolacion cuando se

predicen las muestras de validacion.

IV.3.4 Creacion del modelo de calibracion

Para la creacion de los modelos de calibracién, previamente se ha debido
medir la propiedad de interés a través del método de referencia en el conjunto

de las muestras y haber tomado su espectro MIR.

También se ha debido realizar primero un PCA para detectar
agrupaciones destacadas y outliers. Si se detectan agrupaciones severas, se
deberian dividir las muestras en grupos y crear modelos independientes, en
lugar de emplear todas las muestras para crear un modelo global. En caso de
detectar outliers, éstos deben ser eliminados del conjunto de calibracién para

evitar que afecten a la capacidad de prediccion del modelo.

Una vez aplicada la regresion PLS al conjunto de calibraciéon para
construir el modelo, se evalua el ajuste del mismo a los datos a través de la
raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracién (en inglés Root Mean
Square Error of Calibration, RMSEC), expresada en porcentaje (RMSEC %), y

que puede ser definido como el error medio del modelo (Ec.IV.6):

230



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragoso Garcia

DL:T-1532-2011

Control de la maduracion fendlica y la vinificacion en tinto mediante FT-MIR

Ec. IV.6

donde, N es el numero de muestras del conjunto de entrenamiento, y, es
el valor de referencia para la muestra i, y, es el valor predicho para la muestra

i, ey es la media de los valores de referencia de las muestras de calibracion.

Una etapa clave en la creacion de los modelos de calibraciéon es la
seleccion del numero de factores, o componentes principales, 6ptimo que
asegure su capacidad predictiva sin que se produzca sobreajuste (overfitting).
Esto se debe a que los factores estan jerarquizados, de manera que, cada
nuevo factor que anadimos al modelo, describe menos variacion sistematica en
los espectros y mas variacion aleatoria o ruido. Por tanto, se deben incluir
suficientes factores para modelar la variacién sistematica importante, pero no

excesivos para evitar incluir demasiado ruido.

De este modo, el sobreajuste tiene lugar cuando el modelo emplea un
numero de factores superior al numero 6ptimo, describiendo mas el ruido de

las muestras que informacién relevante, lo que provoca una mala prediccion.

El subajuste (underfitting), por el contrario, se produce cuando el
numero de factores empleados por el modelo es inferior al nimero 6ptimo, por
lo que no son suficientes para modelar las variaciones relevantes de los

espectros y, en consecuencia, no se obtienen buenas predicciones (100).

El numero 6ptimo de factores es particular para cada problema de
calibracion y depende del tipo de espectro y de la propiedad a predecir. Se
determina calculando modelos con distinto nimero de factores y validando
cada modelo. El criterio mas simple para la selecciéon del nimero 6ptimo de
factores de los modelos PLS, que es el que se ha seguido en la presente
memoria, consiste en determinar la minima RMSECV (108, 109),
representando éste frente al numero de factores del modelo y tomar como

optimo el primer minimo local o absoluto.
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IV.3.5 Validacion del modelo de calibracion

La raiz cuadrada del error cuadratico medio de validacién cruzada
(RMSECV), que se emplea para determinar el numero 6ptimo de factores y
para validar internamente el modelo por validacion cruzada, como se ha

comentado anteriormente, se define en porcentaje (RMSECV %) en la Ec.IV.7:

N
D=3
i=1
NCV

RMSECV% =@

y

Ec. IV.7

donde, Ncv es el numero de muestras de validacion cruzada (es decir,

Ncv= N, siendo N el numero de muestras del conjunto de calibracion, y, es la
medicion de referencia, j es el resultado estimado cuando se construye el
modelo sin la muestra i ey es la media de los valores de referencia de las

muestras de calibracion.

La concordancia entre los valores de referencia y los predichos por el
modelo en las muestras del conjunto de validacién, se realiza a través de la
RMSEP, determinada en porcentaje (RMSEP %), cuando se dispone de un

conjunto independiente de muestras, no utilizado en la calibracién (Ec.IV.8):

RMSEP% =@

Y

Ec. IV.8

donde, N es el numero de muestras del conjunto de prueba, ), es el
valor de referencia para la muestra i, y 3, es el valor predicho para la muestra i
ey es la media de los valores de referencia de las muestras de valibracion. Es

el método de validaciéon mas objetivo, ya que las muestras de validacién no

influyen en la calibracién del modelo (111).

Tanto la RMSEP como la RMSECV proporcionan una estimaciéon de la

exactitud del modelo, facilitando la magnitud del error en las futuras muestras
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(112). El concepto de ambos parametros es el mismo que el del CV% para la
creacion de los intervalos de confianza de una medida, pudiendo expresar los
resultados de las predicciones futuras como "valor predicho + 1.96 - RMSEP %"

(111), para un nivel de confianza del 95%.

Por otro lado, la robustez del modelo se evalua a través del parametro de
la desviacion predictiva residual, RPD, (o Residual Predictive Deviation), que se
define como el cociente entre la desviacion estandar (SD) de las muestras de

validaciéon y la RMSEP (113).

De manera general, un valor de RPD inferior a 3.0 se considera pobre,
puesto que los modelos no son capaces de modelar adecuadamente la
variabilidad de las muestras y sélo pueden aplicarse para una determinaciéon
aproximada. Por el contrario, un RPD superior a 3.0 podria considerarse muy
satisfactorio para los propésitos de prediccion (87, 94), y mayor que 5 seria lo
recomendable para aplicaciones en investigacion y control de calidad del

producto (87, 114).

Mediante la validacion del modelo se estudia si existe un error
sistematico (bias), el cual tiene lugar cuando la diferencia entre los valores los

medidos y los predichos por el modelo es significativa.

La presencia de un error sistematico se comprueba mediante el test de
la ausencia de sesgo, también llamado test conjunto de pendiente e
intercepto (en inglés joint confidence region test) que emplea una region de

confianza.

Este test realiza una regresion lineal por minimos cuadrados entre las
concentraciones reales (en el eje xJ, medidas por la técnica de referencia, y las

predichas por el modelo multivariante (en el eje y).

Si no existe error sistematico el resultado de esta regresion deberia ser
una recta de pendiente (b;) igual a 1 y ordenada en el origen o intercepto (bo)

igual a cero.

El test conjunto de la pendiente y el intercepto comprueba si hay

diferencia significativa entre los valores de b: y bo encontrados y los valores
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esperados (1,0) (110). La region de confianza que emplea el test conjunto de
pendiente e intercepto toma la forma de una elipse (Figura IV.6) cuyo centro

tiene las coordenadas de (b1, bo).
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Figura IV.6 Test conjunto de pendiente e intercepto (region de confianza)

Si los valores esperados (1,0) caen dentro de esta elipse, que constituye
la region de confianza, significa que el método de referencia y el que emplea el

modelo a partir de los espectros FT-MIR, son comparables.

Por ultimo, hay que tener en cuenta también que los valores de
referencia empleados en los modelos de calibracion tienen una incertidumbre

intrinseca asociada, expresada mediante el error estandar de la medida.

Asi pues, la validaciéon de los modelos de calibracién multivariante que
emplean estos valores de referencia, proporciona una sobreestimacion
sistematica del error de prediccion real, denominado error de predicciéon

aparente.

Para proporcionar una estimacion mas real del verdadero error de
prediccion de los modelos, en la presente memoria se empleé el sencillo
procedimiento de correcciéon propuesto por Faber y Kowalski (115) (Ec.IV.9),
que consiste en sustraer el ruido de los valores de referencia del error de

prediccion cometido por el modelo de calibracion:
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MSEP. = MSEP _—¢6° Ec.IV.9

cor app

donde, MSEP..: es el error de prediccion corregido de sesgo, MSEP,;; es el

error de prediccién aparente (el valor obtenido tras la validacion externa del

modelo) y 6%es la varianza (cuadrado de la desviacion estandar) de los

resultados de repetitividad del método de referencia, como medida de su error.

IV.4 Parte experimental
IV.4.1 Presentacion

Como se ha comentado a lo largo de la presente memoria, para la
obtenciéon de vinos tintos de calidad es fundamental la determinacion del
momento 6ptimo de la vendimia y éste estd determinado por el grado de
madurez fenélica de la uva, que constituye la medida de la concentracién de
los compuestos fendlicos totales y, mas en concreto, el balance entre
antocianos y taninos de las uvas (116). De hecho, se ha visto que la evaluacion
de estos parametros en los controles de maduracién de la uva proporciona

importante informacién sobre el color que pueda tener el vino terminado (117).

Las bodegas, conocedoras de ello, realizan rigurosos controles de la
madurez fendlica de la uva, no sélo en el vifledo, sino también a la entrada en
la bodega para dirigir la vinificacién. Por tanto, es facil imaginar la elevada
cantidad de analiticas que se deben llevar a cabo durante la época de
vendimia, con una inversiéon de tiempo y esfuerzo considerables por parte de
los analistas, si ademas la cuantificacion de los compuestos fendlicos se

realiza mediante espectrofotometria UV-Vis.

Para dar solucién a este problema, el trabajo experimental de la presente
Tesis Doctoral continu6 estudiando la capacidad de la técnica analitica rapida
basada en la espectroscopia FT-MIR para evaluar la madurez fenélica de forma

eficiente.

Tras el estudio bibliografico realizado, detallado en la Tabla IV.3, se

estableci6 que la espectroscopia FT-MIR constituia una técnica analitica
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rapida, sencilla y fiable que ya habia sido empleada, entre otras aplicaciones,
para evaluar el estado sanitario de la vendimia (87), asi como su madurez
tecnologica (84, 89). Sin embargo, la bibliografia existente en el momento de
llevar a cabo la parte experimental de la presente Tesis Doctoral presentaba un
vacio en lo que se refiere a la aplicacion de la espectroscopia FT-MIR en la
determinaciéon de la concentracion de los compuestos fendlicos en las uvas

tintas a lo largo de la maduracion fendlica.

Fue por ello que nos marcamos como objetivo utilizar esta técnica, capaz
de analizar simultaneamente varios parametros en menos de un minuto (30
s/muestra), como alternativa a la clasica espectrofotometria UV-Vis para
cuantificar el contenido fenélico de las uvas, en términos de polifenoles totales,

antocianos totales y taninos condensados.

Ademas, esta etapa analitica concluiria la optimizacién del método de
evaluacion de la madurez fendlica de la uva tinta, que habia comenzado en un
trabajo anterior con la aceleracion del método de extracciéon de los compuestos

fenolicos de las bayas.

Para asegurar la fiabilidad y robustez de los resultados obtenidos, se
construyeron modelos de calibracion por regresion PLS utilizando diferentes

variedades de uva en distintos estadios de madurez fendlica.

Los buenos resultados obtenidos en este estudio dio lugar a un articulo
titulado Application of FT-MIR spectroscopy for a fast control of red grape
phenolic ripening publicado en la revista Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 59 (2011) 2175-2183, cuyo original puede encontrarse en el Anexo

4 de la presente Tesis.

Sin embargo, nuestro estudio no concluyé aqui, puesto que, a parte de
controlar la calidad de la materia prima, nos interesaba también
correlacionarla con la del vino final. De hecho, el seguimiento de la extraccién
de la fracciéon fenoélica de la pasta de vendimia durante la maceraciéon en las
vinificaciones en tinto es esencial para conocer la composicién fendlica de los

vinos (118-120) y decidir el final de la vinificaciéon (121).
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Asi pues, tras los buenos resultados obtenidos con la aplicacién de la
técnica FT-MIR en la cuantificaciéon de los compuestos fenélicos de la uva
tinta, en una segunda etapa, el trabajo experimental continué con la
aplicacion de esta misma técnica en el analisis de la pasta de vendimia. En
este caso, y al igual que en el trabajo precedente, se empleé la regresiéon PLS y
se utilizaron muestras de pasta de uva a lo largo de todo el proceso de
vinificacion, pertenecientes a distintas variedades y cosechadas en diferentes
estados de maduracién, para que asegurasen la representatividad de las
mismas. Como en el anterior estudio, se empleé la espectrofotometria UV-Vis
para medir los valores de referencia de los compuestos fenélicos con los que

construir los modelos de calibracion.

La sistematica analitica seguida en este estudio, asi como los resultados
y discusién de los mismos, se recogen en el articulo Quantification of phenolic
compounds along red winemaking using FT-MIR spectroscopy and PLS-
regression, que esta siendo revisado para su publicacién por la revista Journal
of Agricultural and Food Chemistry, y cuyo original puede encontrarse en el

Anexo 5 de la presente Tesis.

IV.4.2 Materiales y métodos

En este apartado se detallan las muestras empleadas en cada uno de los
dos estudios recogidos en el presente capitulo, dedicando especial atencion al
numero de variedades, puntos de muestreo a lo largo de los procesos
estudiados (maduraciéon fenédlica de la uva y maceracion durante la

vinificacion) y anadas utilizadas en cada uno de ellos.

Ademas se detalla el método de extraccion empleado para el analisis de
las uvas y el protocolo de vinificacién utilizado para obtener las muestras de

mostos y vinos donde determinar los parametros fenolicos de interés.

Extractos de uva para el control de la maduracion fendlica

Para la obtencion de los extractos se recolectaron uvas frescas, en
diferentes estadios de maduraciéon, de las variedades tintas Merlot,

Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carifiena y Cabernet sauvignon, todas ellas
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cultivadas en la vina experimental de “Mas dels Frares” de la que dispone la
Facultad de Enologia de la Universidad Rovira i Virgili en Constanti, a 14 km

de Tarragona.

Concretamente, se muestrearon 200 bayas de cada variedad, con una
frecuencia semanal desde el final del envero hasta la vendimia, y en tres

anadas diferentes (2007, 2008 y 2009).

En todos los casos se siguio el protocolo de muestreo especificado en el
apartado III.3.2 del Capitulo III. La tnica variacion la constituy6 el hecho de
que, en la campana 2009, no se pudo muestrear la variedad Garnacha porque
ese afio se arrancaron las vifias para su renovaciéon. En la Figura IV.7 se
muestra graficamente el niumero de muestras obtenidas para cada variedad

recolectada.

herlot

Syrah

Temmpranilio .
Carifiena
Garnacha

O200% 02005 m 2007

Figura IV.7. Numero de muestras por variedad y arfiada

Cahernet s.

Las uvas se despalillaron y trituraron a temperatura ambiente usando
un homogeneizador de alta velocidad Ultra-Turrax® a 24000 r.p.m. durante 2
minutos. Para evaluar el contenido fendlico de la uva se adopt6 el método de
extraccion optimizado descrito en el Capitulo III (apartado III.3.3.2). De cada
muestreo se obtuvieron dos extractos individuales a partir de la maceracion

del triturado de uva obtenido.
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Vinos

Las muestras de vino empleadas para llevar a cabo el segundo estudio,
que se presenta en este capitulo, fueron obtenidas a partir del mismo
muestreo y protocolo de vinificaciéon que el descrito en el estudio de prediccion
del color y de la composicién fenoélica del vino a partir del analisis de uvas

(apartado I11.3.3.3) del Capitulo III.

En este caso, el muestreo abarcé cinco variedades tintas (Tempranillo,
Merlot, Syrah, Carifiena y Cabernet sauvignon) recogidas en diferentes estados
de maduracién durante el verano de 2009 de la vina experimental “Mas dels

Frares”.

Para cada variedad, se muestre6 al azar un racimo de las cepas
marcadas previamente, combinando las expuestas al sol y a la sombra, hasta
obtener aproximadamente 12 Kg de uva, que se transportaron en una caja de

20 Kg hasta el laboratorio para su vinificacion.

Asi pues, a partir de estas muestras, se realizaron en total 60
vinificaciones (tres vinificaciones individuales de cada variedad muestreada a
lo largo de la maduraciéon) que se prolongaron durante 10 dias, pudiéndose
obtener muestras en diferente grado de fermentacion y maceracion, desde

mostos a vinos.
En la Tabla IV.4 se detallan los ntumeros y las fechas de los muestreos,

asi como los de las vinificaciones, realizados para cada variedad:

Tabla IV.4. Numeros y fechas de los muestreos realizados a cada variedad de uva
para la obtencién de vinos

Numero de Numero de

Variedad muestreos vinificaciones Fechas de muestreo
Syrah 4 12 17-ago 24-ago 31-ago 7-sep
Merlot 5 15 18-ago 25-ago 1-sep 8-sep 14-sep
Tempranillo 4 12 19-ago 26-ago 2-sep 9-sep
Carifiena 3 9 27-ago 3-sep 10-sep
Sca?lt‘);;;l(e); 4 12 28-ago 4-sep 11-sep 21-sep
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Reactivos y patrones

Los reactivos empleados en estos estudios fueron los mismos que los
detallados en el Capitulo III incluyendo, en este caso, el acido tanico (99.9%),

que fue suministrado por Scharlab (Barcelona, Espana).

Medidas analiticas de referencia

El contenido fendlico de los extractos de uva y los mostos/vinos fue
evaluado a través de tres parametros: compuestos fenolicos totales, antocianos
totales y taninos condensados. Los métodos de referencia utilizados para su
determinacion estan basados en la espectrofotometria UV-Vis descritos en el

apartado II1.4.2 del Capitulo III.

Compuestos fenoélicos totales

. Procedimiento

Para la medida de los compuestos fendlicos totales se realiz6 una
diluciéon 1:50 de los extractos de uva y mostos/vinos en agua destilada y
posterior medida de la absorbancia a 280 nm en una cubeta de cuarzo de 10

mm, tras realizar un blanco con agua (122).

o Cuantificacion

La medida de la absorbancia a 280 nm de los extractos de uvas y
mostos/vinos se interpola en la recta de calibrado construida con acido galico
como patrén. De este modo, el contenido de compuestos fendlicos totales fue
expresado como mg de acido galico/Kg de uva en el caso de los extractos de

uva (ver Ec.III.18) y como mg de acido galico/L para los mostos/vinos.

Antocianos totales

. Procedimiento

Para la medida de los antocianos totales se realizé una dilucién 1:25 de

los extractos de uva y mostos/vinos en HCl 0.1M y posterior medida de la
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absorbancia a 520 nm en una cubeta 10 mm, tras realizar un blanco con HCI

0.1M (123, 124).

o Cuantificacion

La medida de la absorbancia a 520 nm de los extractos de uvas y
mostos/vinos se interpola en la recta de calibrado construida con malvidina-3-
glucésido como patron. El contenido en antocianos totales fue expresado como
mg de malvidina-3-glucésido/Kg de uva en el caso de los extractos de uva (ver

Ec.Ill.24) y como mg de malvidina-3-glucésido/L para los mostos/vinos.

Taninos condensados

. Procedimiento

La determinaciéon de los taninos condensados en extractos de uvas y
motos/vinos se llevé a cabo utilizando el método indirecto de la precipitacion
con metil-celulosa (125, 126), mediante la medida de la absorbancia a 280 nm

de la solucién filtrada y de la de la solucién control.

o Cuantificacion

La diferencia de las medidas de la absorbancia a 280 nm entre la
muestra precipitada y la solucién control se interpola en una recta de
calibrado construida con (+)-catequina como patrén. El contenido de taninos
condensados fue expresado como mg de (+)-catequina/Kg de uva en el caso de
los extractos de uva (ver Ec.ll.26) y como mg de (+)-catequina/L para los

mostos/vinos.

Instrumentacion

Las wuvas fueron homogeneizadas con un homogeneizador de alta
velocidad Ultra-Turrax T-18® (IKA, Wilmington, EE.UU.) equipado con un eje
de rotacion S18N-19G. La centrifugacion de las muestras se realizé con una
centrifuga Hettich universal 32R (Tuttlingen, Alemania). La absorbancia de los

extractos y vinos se determiné mediante un espectrofotémetro UV-Vis Thermo
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Spectronic UV-Vis modelo Helios ¥ (Thermo Electron Corporation, Cambridge,
UK).

Todos los espectros de los extractos fueron adquiridos mediante un
espectrometro FT-MIR Nexus 470 (Thermo, EE.UU.), equipado con una fuente
IR Globar, un divisor de haz de KBr, una celda de flujo de ZnSe de 0.025 mm
de paso optico y un detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS). El
equipo se conecté a un automuestreador Bacchus TDI (Gava, Espana) con un
sistema de limpieza automatizado. El automuestreador bombeaba 10 ml de
cada muestra situada en el carrusel, la hacia pasar por un sistema automatico
de filtrado en linea (con un tamafo de poro de 50 pm), y la dirigia hacia la
celda para la adquisicién de su espectro, que sélo precisaba 30 segundos por

muestra.

Todos los espectros procedian de un promedio de 32 scans o medidas
tomados en modo absorcién, con una resolucion de 4 cm-!, en el rango 979-
2989 cm'! de numero de onda. Para eliminar la posible deriva del equipo a lo
largo del tiempo, cada 10 horas, el equipo recogia un espectro ambiental
(teniendo en cuenta el vapor de agua, junto con el CO.) y redefinia el

background.

Por otra parte, ya que el agua domina el espectro de las muestras
liquidas, antes del analisis de cada muestra, el espectrometro adquiria un
espectro de agua destilada como blanco para eliminar las bandas producidas

por la absorcion del agua en los espectros de las muestras.

La adquisicion de espectros se realiz6 mediante el software OMNIC
Thermo Nicolet 6.2. El software utilizado para el analisis de datos y las

calibraciones fue Unscrambler 9.0 (CAMO ASA, Noruega).

Experimentos de enriquecimiento

Durante la maduracion de la uva, tienen lugar cambios que afectan a la
concentraciéon de compuestos quimicos distintos a los compuestos fendlicos,

como son los azucares y acidos organicos (127). Por lo tanto, es dificil
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determinar qué compuesto o compuestos son responsables de los cambios

producidos en la senal espectral.

Para localizar las regiones espectrales asociadas a los compuestos
fenolicos se comparé el espectro de un extracto de uva con espectros del
mismo extracto de uva enriquecido con cuatro compuestos fendlicos de

diferente estructura quimica.

Asi pues, diferentes niveles de concentraciéon (0.5, 1, 1.5, 2 y 5 g/1) de
(+)-catequina, de acido galico y acido tanico, asi como 5, 7.5, 10 y 25 mg/L de

malvidina-3-glucésido, se agregaron a un extracto de uva real.

Las estructuras quimicas de los compuestos fenolicos empleados para
localizar las bandas de absorcién en el IR caracteristicas de estos compuestos

se muestran en la Figura IV.8.
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o OH
.
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Acido galico (+)-Catequina Malvidina-3-glucésido Acido tanico

Figura IV.8. Estructuras quimicas de los cuatro patrones utilizados para determinar
las zonas de absorcion de los compuestos fendlicos: dcido gdlico (A), (+)-catequina (B),
malvidina-3-glucdsido (C) y dcido tanico (D)

Desarrollo y validacién de los modelos de calibracion FT-MIR

El analisis descriptivo de los datos se realizo utilizando el método de
Analisis de Componentes Principales (PCA). El PCA fue muy util para revelar
posible agrupaciones de las muestras y para visualizar la presencia de valores

atipicos o outliers (98). Los outliers fueron identificados mediante graficos de
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influencia, ya que presentan una elevada varianza residual y un elevado

leverage, y posteriormente fueron eliminados de los modelos.

El analisis cuantitativo se realizé utilizando la regresion por minimos
cuadrados parciales (PLS)(98), empleando el algoritmo de Kennard-Stone para
la distribucién de las muestras en los conjuntos de calibracion y validacion

(104), como se ha explicado en el apartado IV.2.3.

El namero 6ptimo de factores en los modelos de calibracion PLS se
determiné por la menor raiz cuadrada del error cuadratico medio de validacion

cruzada (RMSECV), empleando el algoritmo leave-one-out (98) (ver Ec. IV.7).

En relacion con la etapa de calibracién, se evalué el ajuste del modelo a
los datos a través de la raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibraciéon
(RMSEC), expresada en porcentaje (RMSEC %), que puede ser definida como el

error medio del modelo (ver Ec.IV.6).

Para comprobar la exactitud de la prediccion de los modelos de
calibraciéon se emplea la raiz cuadrada del error cuadratico medio de
prediccion (RMSEP), determinada en porcentaje (RMSEP %) para normalizarlo

a la media de los valores observados (ver Ec.IV.8).

Ademas, para estandarizar la exactitud de la prediccion, para cada
modelo de prediccion también se calculé la desviacion predictiva residual
(RPD) como el cociente entre la desviaciéon estandar (SD) de las muestras de

validacion y la RMSEP (113).

Estimacion del verdadero error de prediccion

Como ya se ha dicho, los valores de referencia empleados en los modelos
de calibracion, asi como los empleados en la validacién, tienen de partida una
incertidumbre intrinseca asociada, expresada por el error estandar de la
medida. Esto hace que la validacion de los modelos de calibraciéon
multivariante que emplean estos valores de referencia, proporciona una
sobreestimacion sistematica del error de prediccion real, denominado error de

prediccion aparente.
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Para proporcionar una estimacion mas real del verdadero error de
prediccion de los modelos FT-MIR, se emple6 el sencillo procedimiento de
correcciéon propuesto por Faber y Kowalski (115) (ver Ec. IV.9), que consistié
en aislar el ruido de los valores de referencia (expresado por la SD obtenido en
los ensayos de repetitividad de los métodos de referencia) del error de

prediccion cometido por el modelo de calibracion.

IV.4.3 Resultados y discusion

IV.4.3.1 Seguimiento de la maduracién fendlica de las uvas tintas
mediante FT-MIR

En los siguientes apartados se detallan las etapas seguidas para llevar a
cabo la construccién y validaciéon de los modelos de calibracion PLS que
permitieran la cuantificacion de los parametros fendlicos usualmente
analizados en los controles de maduraciéon fendlica (compuestos fendlicos
totales, antocianos totales y taninos condensados) mediante una metodologia

rapida de analisis.

Valores de referencia

Para asegurar la representatividad de este estudio, se requeria un
numero elevado de muestras y, sobretodo, que éstas consideraran la maxima
variabilidad natural de las uvas desde el punto de vista de su contenido
fenolico. Esto se consigui6é tras un muestreo perfectamente planificado y
minuciosamente llevado a cabo de manera que, tras aplicar el método de
extraccion establecido a cada una de las distintas muestras, se obtuvieron 192

extractos de uva con distinto contenido fendlico.

La Tabla IV.5 resume el contenido de compuestos fenoélicos totales (CFT),
contenido de antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC) obtenidos
mediante el uso de las medidas analiticas de referencia teniendo en cuenta
cada variedad por separado y considerando todas las muestras analizadas

semanalmente durante el periodo de Agosto a Octubre.

En ella que podemos ver, por ejemplo, que Carifiena se caracteriza por

su bajo contenido tanico, o que las variedades Merlot y Syrah, que son
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conocidas por su intenso color, presentaron los valores mas altos de AT,
mientras que Garnacha, que se caracteriza por ser poco coloreada, presento el
valor mas bajo de AT. Sin embargo, se advirti6 un comportamiento poco
comun de la variedad Cabernet sauvignon, porque aunque ésta se considera
una variedad de intenso color, presenté un valor bajo de AT. Esto se debi6 a
que la zona de la finca donde crece esta variedad es muy humeda y el alto

nivel de humedad dificulta su adecuada maduracion.

Tabla IV.5. Parametros estadisticos descriptivos para compuestos fendlicos totales
(CFT), antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC)

Variedad de uva  Muestras ds{)iﬁggg te Min. Max. Media S.D.
CFT 1679 2140 1943 117

Merlot 38 AT 843 1296 1021 139
TC 1771 2921 2435 270

CFT 1625 1996 1812 92
Tempranillo 34 AT 651 1002 782 103
TC 2291 3351 2879 247

CFT 1648 2120 1848 121

Syrah 32 AT 826 1316 1024 142
TC 1950 2828 2415 178

CFT 1005 1196 1092 47

Carifiena 30 AT 485 759 639 70
TC 984 1495 1358 95

CFT 1023 1295 1173 82

Garnacha 24 AT 348 482 411 41
TC 1448 2217 1825 260

CFT 1328 1856 1659 150

Siit":;g; 34 AT 686 883 784 58
TC 937 2911 2453 479

CFT, compuestos fenolicos totales (mg acido galico/Kg); AT, antocianos totales (mg
malvidina-3-glucésido/Kg); TC, taninos condensados (mg catequina/Kg). Min., valor
minimo; Max., valor maximo; S.D., desviacion estandar. Las muestras incluyeron las
campanas 2007, 2008 y 2009.
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Por su parte, la variedad Tempranillo tampoco esta bien adaptada a esta
region viticola, porque acumula pocos antocianos y en cambio muchos mas
taninos condensados, por lo que no hay un buen el equilibrio entre ambos

compuestos fenolicos.

Hay que senalar que, dado que las cantidades de los compuestos
fenodlicos se expresan por kilogramo de uva, las variedades Garnacha y
Carifiena presentan las menores concentraciones debido al gran tamaro de

sus bayas.

Para proceder con la calibracién, los extractos de uva obtenidos se
distribuyeron en un conjunto de calibracién (n = 106 muestras), con el 55% de
las muestras y un conjunto de validacién (n = 86 muestras), con el 45% de las

muestras (Tabla IV.6).

Tabla IV.6. Parametros estadisticos para compuestos fendlicos totales (CFT),
antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC) de los conjuntos de
entrenamiento y prueba

Conjunto de entrenamiento Conjunto de prueba
(n = 106) (n = 86)
Min Max Media S.D. Min Max Media S.D.
CFT 1005 2140 1626 363 1058 2035 1623 315
AT 348 1316 810 258 392 1225 791 184
TC 984 3351 2298 595 1320 2912 2258 487

CFT, compuestos fenoélicos totales (mg acido galico/Kg); AT, antocianos totales (mg
malvidina-3-glucésido/Kg); TC, taninos condensados (mg catequina/Kg). Min., valor
minimo; Max., valor maximo; S.D., desviacion estandar

Como se puede ver, ambos conjuntos presentan un contenido similar en
los compuestos fenolicos estudiados y la mayor desviaciéon estandar se asocio
con TC. Este hecho se debe al diferente tamano (grado de polimerizacion) de

los TC en las uvas en el envero y madurez.
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A pesar de que los picos del espectro en las frecuencias MIR son
pronunciados y presentan buena resolucion, surgieron dos problemas cuando
se pretendia estudiar los compuestos fendlicos de los extractos por

espectroscopia FT-MIR.

El primero fue que los compuestos fenélicos considerados (antocianos y
taninos) tienen grupos funcionales en comun y son muy similares
quimicamente y, por tanto, sus caracteristicas de absorcion en el infrarrojo

son parecidas.

El segundo problema fue que el contenido de acidos organicos y
azucares, que son los principales componentes de las uvas, varia a lo largo de
maduracion y todos ellos absorben en la region fingerprint, enmascarando las

vibraciones IR propias de los fenoles (11, 13, 17, 19).

Estas caracteristicas se pueden observar en la Figura IV.9, donde se
muestran los espectros FT-MIR de los 192 extractos de uva.

05 —

06 —

14 — Zona de absorcion de
4 azucares y etanol

. W

Absorbancia

Zona de absorcion
del etanol, acidos
organicos, azucares

-02 —

i y compuestos il €4— Zona de absorcion del agua
4 fenolicos y
04 —| (Fingerprint)
979, 1126 1272 1419 1565 1712 1859 2005 2152 2298 2445 2591 2738 2985
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Figura IV.9. Espectros FT-MIR de los 192 extractos (979-2989 crl)
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Como sefialan las flechas en la Figura IV.9, el agua y el etanol (afiadido
en la fase de extraccion) dominan los picos de absorcion del espectro. En el
caso del etanol, las bandas mas intensas se encuentran entre 1045-1083 cm-!,
debido a la contribucién del estiramiento del enlace C-O (oxigeno que

pertenece a un alcohol primario).

El estiramiento del enlace C-H produjo otras bandas menos intensas
situadas entre 2850-2960 cm! (13, 18). Para el caso del agua, se puede
observar una banda de absorcién negativa localizada en la region entre 1500-
1740 cm'!. Este pico negativo se debe a la sustraccién automatica de la
absorbancia del blanco acuoso que el equipo hace mediante el uso de agua

destilada previo al analisis de las muestras (17).

En relacion con otros compuestos presentes en las muestras, en la
region entre 900-1200 cm™! se producen las vibraciones de los enlaces C-O y

C-O-C de los hidratos de carbono, incluyendo la fructosa y la glucosa (11-13).

Por otra parte, los acidos organicos presentan un grupo funcional
alcohol, y, por lo tanto, enlaces C-O y O-H. Estos enlaces absorben alrededor
de 1060-1150 cm! debido al estiramiento del enlace C-O (oxigeno que
pertenece a un alcohol secundario), y alrededor de 1320-1420 cm™! debido al
extremo O-H (17).

Teniendo en cuenta este gran numero de bandas de absorcién, no era
tarea facil saber cuales eran las regiones del espectro donde la absorbian los
compuestos fenodlicos, a pesar de que se conocian algunas bandas
caracteristicas de los taninos por la bibliografia (ver Tabla IV.1). Por lo tanto,
investigamos la respuesta espectral de los compuestos fendlicos mediante la
adicién de cantidades crecientes de estos compuestos en una muestra real
(extracto de uva). Estos compuestos fueron el acido galico, (+)-catequina,

malvidina-3-glucésido y acido tanico.

El acido galico corresponde al grupo de los acidos fendlicos (no
flavonoide), la catequina al grupo de los flavan-3-ol (flavonoide), la malvidina-

3-glucosido al grupo de los antocianos y el acido tanico al de los taninos
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hidrolizables, se trata de un polimero de 8 monémeros de acido galico y

glucosa.

Hubo efectos notables en la respuesta espectral debida a la dosis, que
fueron particularmente evidentes en la regiéon espectral entre 1168-1457 cm'!
cuando se afnadi6 acido galico (Figura IV.10 A) y acido tanico (Figura IV.10 C),
asi como en las regiones espectrales entre 1133-1160 cm!, 1238- 1322 cm' y

1373-1457 cm! cuando se afiadié (+)-catequina (Figura IV.10 B).
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Figura IV.10. Respuesta espectral de diferentes concentraciones de dcido gdlico (A),
(+)-catequina (B), dcido tanico (C) y malvidina-3-glucdsido (D), mediante adiciones a
un mismo extracto de uva

Por el contrario, cuando se afadi6 malvidina-3-glucésido para
determinar la region donde absorbian los antocianos, no se detectaron
variaciones en el espectro debido a la baja concentraciéon de los patrones

comerciales de estos compuestos (Figura IV.10 D).
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Por lo tanto, a partir de los resultados del experimento de
enriquecimiento, se pudieron determinar las regiones espectrales donde la
varianza espectral se debié a la adicién de estos compuestos fenodlicos, que
oscilaron entre 1133-1457 cm'!, mientras que los niumeros de onda restantes
(de 979-1129 cm!, 1457-1477 cm'! y 2649-2989 cm‘!) produjeron escasas

diferencias entre las sefniales espectrales.

Dado que estos compuestos fendlicos presentan una composicion
quimica y grado de polimerizacion diferentes, fueron muy tutiles para
identificar las regiones de los espectros FT-MIR relacionados con la absorcion
los compuestos fenoélicos presentes en la uva y, por tanto, en la seleccion del

numero de ondas mas adecuado para utilizarlos en la calibracion.

Andlisis de componentes principales (PCA)

Para llevar a cabo un estudio grafico sobre la informacién contenida en
el conjunto de datos, se aplicé un PCA considerando la respuesta obtenida al

trabajar con todo el rango espectral (979-2989 cm!).

Los resultados mostraron que los tres primeros componentes principales
(CP) eran capaces de explicar el 97.90% de la variacion espectral de las
muestras (CP1= 60.39%, CP2= 35.05%, CP3= 2.46%). La representacion
grafica de la dispersion de las muestras en los dos primeros componentes

principales (Figura IV.11) no mostré una agrupacion severa de las muestras.

Dicho de otra manera, no se apreci6é una discriminaciéon de las muestras
por variedades o por estados de maduracién. Estos resultados concuerdan con

los obtenidos en otros estudios similares (15).

Por otro lado, el grafico de loadings que determina la influencia de cada
numero de onda en la varianza espectral (Figura IV.12), tal y como ya se
esperaba, mostré que las tres zonas de mayor influencia sobre la varianza de
los espectros de las muestras coincidia con las tres regiones donde la senal

espectral fue mayor: 979-1477 cm-!, 1500-1740 cm! y 2869-2989 cmL.
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Figura IV.11. Distribucion en el espacio de los dos primeros

componentes principales de las 192 muestras (extractos de uva).
Variedades: o Merlot, o Tempranillo, o Syrah, © Carintena, o Garnacha,

Cabemnet s.

De las tres, la region entre 979-1477 cm- contiene casi toda la
informacién que caracteriza las muestras,
fingerprint. De hecho, un analisis PCA de esta region, mostré que el primer CP

explic6 el 93.77% de la varianza y que los tres primeros CP’s explicaron el

99.41% de la varianza espectral.

En esta zona, las bandas de absorciéon pueden atribuirse a la flexiéon en
el plano de los enlaces C-H aromaticos (950-1225 cm™!) y a las vibraciones de

tension C-O de la estructura derivada del anillo pirano (1230 a 1320 cm!) (21).

En la region espectral entre 1310-1410 cm-! existe una fuerte absorcion

de los anillos fendlicos, que refleja el incremento en la concentracion de

polifenoles (25).

probablemente a la deformaciéon C-O-H de los fenoles y al estiramiento C-OH

Las bandas de absorcion en esta region pertenecen

de los anillos aromaticos (1310-1390 cm-1)(22).
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Figura 1V.12. Grdfico de loadings de los tres primeros PC’s
correspondientes a la region completa (979-2989 crml) de los espectros

Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados del experimento de
enriquecimiento, y considerando también que dentro de este rango de nuimero
de onda se observaron varias bandas de fuerte absorciéon, era razonable
considerar otros intervalos mas pequefnios donde hacer la calibracion. Asi pues,
los intervalos que demostraron contener mas informacién fueron el intervalo

1133-1457 cm™! y el intervalo 1168-1457 cm-!.

Anudlisis cuantitativo: modelos PLS

Previamente a la construcciéon del modelo de calibracion PLS, se realizo
un estudio para evaluar la influencia de diferentes pre-tratamientos de los
espectros FT-MIR sobre los parametros de calibracién. En concreto, los
pretratamientos empleados fueron la normalizacion, la correccion de la linea
base, la correccion por MSC (Multiplicative Scattering Correction), la 12 y 22

derivada, asi como combinaciones entre algunos de ellos.

Los parametros de calibracién analizados fueron: el namero 6ptimo de

factores, el coeficiente de determinacion de la calibracion (R2.j), la raiz
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cuadrada del error cuadratico medio de prediccion (RMSEP %) y la desviacion

predictiva residual (RPD). Los resultados de los diferentes tratamientos

empleados se recogen en la Tabla IV.7 y, como puede verse, la aplicacion de los

distintos pre-tratamientos no producian mejoras significativas sobre los

parametros estadisticos de calibracion respecto a los construidos a partir de

los espectros originales sin procesar,

confirmando lo que se apunté

anteriormente.

Tabla 1V.7. Parametros de calibracién obtenidos aplicando
tratamientos a los espectros FT-MIR

diferentes pre-

. Rango Tratamiento Factores o RMSEC RMSEP
Parametro (mg/Kg) empleado PLS R2cal ©) ) RPD
Sin pre- 10 0960 55 7.9 3.35
tratamiento
Normalizacion 9 0.947 6.2 8.9 2.99
Normalizacion + 10 0975 1.1 7.5 3.53
12 derivada
Multiplicative
AT 575-1715 Scattering 11 0.948 6.2 8.0 3.31
Correction
22 derivada 12 0.979 4.0 12.6 2.12
Correccion linea 12 0969 4.8 7.4 3.57
de base
Correccion linea
de base + 10 0.944 6.4 8.7 3.05
Normalizacion
Sin pre- 9 0.971 4.0 5.8 3.36
tratamiento
Normalizacion 10 0.979 3.4 5.3 3.67
Normalizacion + 7 0.968 4.2 5.6 3.50
12 derivada
Multiplicative
CFT 4384-11827 Scattering 11 0.974 3.8 6.7 2.94
Correction
22 derivada 11 0.982 3.1 6.2 3.15
Correccion linea 10 0976 3.6 5.7 3.41
de base
Correccion linea
de base + 10 0.966 4.3 5.5 3.53

Normalizacion

RMSEC, raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracion; RMSEP, raiz cuadrada del error
cuadratico medio de prediccion; R2cal, coeficiente de determinacion de la calibracion; RPD,

desviacion predictiva residual. AT, antocianos totales; CFT, compuestos fendlicos totales
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Frente a estos resultados debidos, principalmente, a que los equipos FT-
MIR permiten alcanzar altos niveles de estabilidad de la sehal y de
reproducibilidad a lo largo del tiempo, se decidi6é trabajar con los espectros sin
pre-tratar lo que resultaba mas sencillo y rapido y sin perder capacidad de

prediccion.

Una vez evaluado el efecto de los distintos tratamientos sobre los datos
obtenidos con el FT-MIR, se utiliz6 el método de regresion PLS para construir
distintos modelos de -calibracion multivariante  para llevar a cabo la

cuantificacion de los compuestos estudiados.

Concretamente, se construyeron cuatro modelos utilizando los cuatro
rangos espectrales seleccionados previamente. Los resultados de cada modelo
se presentan en la Tabla IV.8. Como puede verse, en la mayoria de los casos,
las cuatro regiones probadas dieron lugar a buenos modelos de calibracion
(RMSEC % < 6.0) para los tres tipos de compuestos fendlicos, los cuales
proporcionaron errores de prediccion aceptables (RMSEP % < 8.0 y RPD > 3.0).
Sin embargo, hay que destacar que los mejores resultados se obtuvieron
cuando se trabajé con las zonas espectrales seleccionadas a partir de los
experimentos de enriquecimiento, con valores de RPD = 3.5 y RMSEP % <

6.5%.

Prediccion de los compuestos fendlicos totales (CFT)

Para verificar la bondad de los modelos de calibracién construidos se
comprob6 la ausencia de error sistematico o sesgo significativo mediante el

test conjunto de pendiente e intercepto.

Con este estudio se pudo concluir que el sesgo no era significativo para
ninguno de los cuatro modelos obtenidos. Por esta razon, los resultados de los
compuestos fenodlicos totales obtenidos con FT-MIR, a partir de los cuatro
modelos PLS desarrollados, eran comparables a los de referencia. De hecho,
cuando se observa este parametro fenoélico, los valores de RMSEP % obtenidos
resultaron satisfactorios para todas las regiones probadas, si bien, el menor
error de calibracién y la mejor R2., se obtuvieron cuando se utilizé el espectro

completo.
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Tabla IV.8. Resultados de los modelos PLS para la prediccion de los compuestos fendlicos en extractos de uva tinta

Region mwmmm > RMSEC wﬁwwo Recal RMSEP wwm\mum P Rew Esw \mwns RPD
Parametro Modelo i 0 0 °
(cm-1)
106 muestras 86 muestras
Espectro 979-2989 13 56.5 3.5 0.976 72.5 4.5 0.946 4.3 4.3
completo
Fingerprint 979-1477 11 74.7 4.6 0.956 86.9 5.4 0.935 5.3 3.7
CFT Principal
.2 Hul . 1133-1457 8 83.4 5.1 0.947 85.7 5.3 0.930 5.2 3.7
region fenodlica
W@WHOB 1168-1457 9 67.3 4.1 0.965 70.6 4.3 0.951 4.1 4.5
seleccionada
Espectro 979-2989 15 28.0 3.4 0.988 38.9 4.9 0.959 4.8 4.8
completo
Fingerprint 979-1477 10 47.3 5.8 0.966 51.4 6.5 0.930 6.5 3.6
AT Principal
.2 Hul . 1133-1457 9 48.3 6.0 0.965 51.1 6.4 0.927 6.4 3.5
region fenodlica
W@WHOB 1168-1457 10 41.3 5.0 0.973 46.8 5.9 0.928 5.9 3.5
seleccionada
Espectro 979-2989 11 130.6 5.7 0.947 171.6 7.6 0.905 7.5 2.9
completo
Fingerprint 979-1477 10 121.4 5.3 0.961 179.5 8.0 0.900 7.9 2.9
TC Principal
.2 Hul . 1133-1457 10 121.5 5.3 0.957 134.0 5.9 0.934 5.8 3.7
region fenolica
W@WHOB 1168-1457 9 128.2 5.6 0.953 130.8 5.8 0.937 5.7 3.8
seleccionada

RMSEC, raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibraciéon; RMSEP, raiz cuadrada del error cuadratico medio de prediccion; R2ca1, coeficiente
de determinacion de la calibraciéon; R2va, coeficiente de determinacion de la validaciéon; RMSEPcor, RMSEP corregido de sesgo; RPD, desviacion
predictiva residual. CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico/Kg); AT, antocianos totales (mg M-3-G/Kg); TC, taninos condensados (mg
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Sin embargo, considerando el numero relativamente elevado de factores,

junto con la gran diferencia entre los valores de RMSEC y RMSEP, se llego a la

conclusion que este modelo estaba ligeramente sobre-ajustado.

La comparacion de los otros tres modelos mostré que el rango 1168-

1457 cm! era el que proporcionaba los mejores resultados, con errores de

calibracion y prediccion inferiores al 5% en ambos casos y con un valor de

RPD = 4.5, los cuales garantizaban la robustez del modelo de prediccion de los

CFT. La Figura IV.13 muestra graficamente la buena correlacion de la

prediccion de los CFT en la calibracion y validacién cuando se utilizo la region

1168-1457 cm!.
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Figura IV.13. Correlacion entre los resultados reales y los
predichos (con el modelo que emplea la region 1168-1457
cml) de los compuestos fendlicos totales (mg dcido
gdlico/Kg wuva) de las muestras de calibracién y
validacién

Prediccion de los antocianos totales (AT)

De manera similar a como se procedi6 con la prediccién de los CFT, para

este parametro fendlico también se hizo un analisis de la regiéon de confianza,

el cual mostré que tampoco existia sesgo significativo entre los valores de
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referencia y los pronosticados por los cuatro modelos construidos con las

cuatro regiones espectrales.

Como se puede observar en la Tabla IV.8, los cuatro intervalos de
numero de onda probados para la cuantificacion de los AT mostraron buenos
valores de los parametros de regresion, con errores de prediccion (RMSEP %)

ligeramente superiores a los de los CFT.

De los resultados presentados en la Tabla IV.8, se concluye que la mejor
prediccion de los AT se obtuvo al utilizar todo el rango espectral, ya que este
modelo presenta los errores de calibracién y prediccion mas bajos, la mejor
R?.a1y el valor mas alto de RPD. Sin embargo, la diferencia entre la RMSEC % y
la RMSEP % es también el mas alto, asi como el numero de factores PLS
necesarios para construir los otros modelos. De hecho, los modelos obtenidos
utilizando las otras regiones son también muy adecuados, especialmente el

obtenido con la regiéon 1168-1457 cm-!, como puede verse en la Figura IV.14.
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Figura IV.14. Correlacién entre los resultados reales y
los predichos (con el modelo que emplea la region 1168-
1457 cml) de los antocianos totales (mg malvidina-3-
glucésido/Kg uva) de las muestras de calibracion y
validacién
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Por otra parte, no debemos olvidar que no fue posible corroborar
quimicamente las caracteristicas espectrales de los antocianos y, teniendo en
cuenta la heterogeneidad de estos pigmentos por la presencia de antocianos
glucosilados, es razonable pensar que la informacién espectral mas relevante
no podia coincidir totalmente con las principales frecuencias espectrales de los

compuestos fenolicos.

Por lo tanto, para estos compuestos, aunque se obtuvo una buena
calibracion en la region 1168-1457 cm!, resulté posible obtener mejores

resultados de calibracién considerando el espectro completo.

Sin embargo, como se puede apreciar en la Tabla IV.8, para cualquier
region del espectro seleccionada, el error de prediccion corregido (RMSEPc, %),
aunque aceptable, fue siempre significativamente mas alto que el error
estandar del método de referencia, debido a que este ultimo presenté un valor

muy bajo (0.73%).

Prediccion de los taninos condensados (TC)

Al evaluar los datos de este parametro, tuvimos que eliminar algunas
muestras del conjunto de calibracién, ya que se comportaron como datos
anomalos (outliers). Este comportamiento se podia atribuir, por una parte, al
hecho de que el grado de polimerizacion de estos compuestos podia ser muy
diferente dependiendo de las caracteristicas de la uva y, por otra parte, al
hecho de que el valor de este parametro depende en gran medida del método

utilizado en su determinacion.

Teniendo en cuenta que la prueba de precipitacion con metil-celulosa
era un método de medida indirecto y que determinaba unicamente los
compuestos fenolicos de gran tamarno, la exactitud de este método, aunque

adecuada, podia dificultar la correspondencia con la respuesta espectral.

Una vez que las muestras discrepantes fueron desestimadas, los
modelos que se construyeron fueron satisfactorios (Tabla IV.8), y, ademas, el
analisis de la regién de confianza para todos los modelos construidos mostré la

ausencia de sesgo significativo.
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En este caso, se puede observar claramente que la informacién espectral
obtenida quimicamente a través del ensayo de enriquecimiento ayudé a
obtener los mejores modelos. Asi, mientras que las regiones mas amplias
proporcionaron la prediccion menos exacta (con los valores mas altos de
RMSEP % y los peores de R2,,)) y los modelos menos robustos (RPD < 3.0), los
modelos obtenidos al trabajar con las regiones que revelaron los experimentos
de enriquecimiento, proporcionaron los mejores resultados predictivos, sobre
todo cuando se utilizé la region 1168-1457 cm-!. La Figura IV.15 muestra la
buena correlacion obtenida de los resultados de TC en las muestras de

calibracion y validacién empleando esta region.
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Figura IV.15. Correlacion entre los resultados reales y
los predichos (con el modelo que emplea la regién 1168-
1457 cml) de los taninos condensados (mg (+)-
catequina/Kg uva) de las muestras de calibracion y
validacion

Como muestran los valores del error de prediccion corregido (RMSEP.)
de la Tabla IV.8, los resultados que se obtuvieron fueron entre cuatro y seis
veces el valor del error estandar de referencia (1.27%). Este hecho muestra que
los modelos de calibracién multivariante raramente proporcionan un error de
prediccion similar o incluso mejor que el método de referencia, siempre que el

método de referencia proporcione una precision adecuada.
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Modelos para variedades de uva individuales

Dados los buenos resultados obtenidos con el conjunto completo de las
muestras analizadas y, sobre todo en el rango espectral entre 1168-1457 cm!,
decidimos comprobar la capacidad de la espectroscopia FT-MIR para predecir
la composiciéon fenolica, pero ahora trabajando con cada variedad de uva

individualmente.

El motivo de disehar modelos especificos para cada variedad es porque
algunas bodegas cultivan un numero reducido de variedades, y en

consecuencia estos modelos se ajustan mas a sus necesidades analiticas.

Para la construcciéon de los distintos modelos se emplearon todas las
muestras pertenecientes a cada variedad. No obstante, teniendo en cuenta
que, cuando el numero de muestras de calibracién no supera las 50, es mas
conveniente hacer una validacién cruzada (111), el parametro analizado para

comprobar la capacidad predictiva de los modelos fue la RMSECV.

Como puede verse en la Tabla IV.9, para todas las variedades de uva el

error de calibracion (RMSEC %) fue satisfactorio, con valores inferiores a 2.5%.

Las buenas correlaciones entre los espectros y los valores de referencia
de los compuestos fendlicos fueron corroboradas con los valores de R2.
obtenidos, que fueron superiores a 0.96 en todos los casos. Ademas, hay que
destacar también los bajos valores del error de prediccion obtenidos por
validaciéon cruzada (RMSECV < 4.0%), asi como los valores de RPD superiores
a 3.0, que proporcionan una idea de la validez mas que aceptable de los

modelos construidos.

Solo el modelo de prediccion de TC para la variedad Carifiena
proporcion6 valores poco satisfactorios. Este comportamiento desigual se

puede atribuir a la menor varianza de los valores de referencia de TC.

Asi pues, aunque los resultados obtenidos fueron satisfactorios para el
proposito de crear modelos de calibracion por variedades, para obtener
modelos mas robustos en el futuro, se deberan incluir mas muestras de cada

variedad, englobando anadas y estados de maduracion diferentes.
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Tabla 1IV.9. Resultados de los modelos PLS para la prediccién de los compuestos
fendlicos en los extractos para cada variedad de uva empleando la region 1168-

1457 cm!
Variedad Parametro Muestras Fa}c);f)sres RMSEC RI\EIOZ )EC R2caa RMSECV RMSA)}?CV R21  RPD
CFT 27 10 5.0 0.3 0998 227 1.2 0.953 4.7
Merlot AT 29 7 14.6 1.4 0.988 24.2 2.4 0.966 5.5
TC 21 9 15.8 0.6 0.996  66.7 2.8 0.923 3.7
CFT 24 8 7.5 0.4 0992 17.9 1.0 0.954 4.7
Tempranillo AT 22 7 10.1 1.2 0.992 187 2.3 0.971 6.0
TC 23 6 24.4 0.8 0989 334 1.4 0.979 7.1
CFT 24 5 18.1 1.0 0.980 256 1.4 0.961 5.2
Syrah AT 30 9 7.7 0.8 0.997 24.2 2.4 0.972 6.1
TC 22 7 21.0 0.9 0976 41.7 1.7 0.906 3.3
CFT 20 10 1.8 0.2 0998 12.7 1.2 0.904 3.3
Carifiena AT 26 8 5.1 0.8 0995 15.4 2.4 0.955 4.8
TC 20 7 7.3 0.5 0.986  25.0 1.8 0.846 2.6
CFT 20 7 8.1 0.7  0.991 14.9 1.3 0.971 6.0
Garnacha AT 20 6 6.1 1.5 0.979 8.5 2.1 0.959 5.1
TC 22 5 46.8 2.5 0.967 67.2 3.7 0.932 3.9
CFT 27 7 13.9 0.8 0.991 232 1.4 0.974 6.3
S(;i}",fgg; AT 23 8 7.9 1.0 0982  16.1 2.1 0.927 3.8
TC 25 6 45.0 1.8 0.978  73.0 2.9 0.943 4.3

RMSEC, raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracion; RMSECYV, raiz cuadrada del error cuadratico
medio de validacion cruzada; R2ca, coeficiente de determinacion de calibracion; R2ya, coeficiente de determinacion
de validacion; RPD, desviacién predictiva residual. CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico/Kg); AT,
antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/Kg); TC, taninos condensados (mg catequina/Kg)
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IV.4.3.2 Seguimiento de la extraccion de los compuestos fenélicos
durante la vinificacion en tinto mediante FT-MIR

El seguimiento de la extracciéon de la fraccién fenolica de la uva durante
la maceraciéon en las vinificaciones en tinto es esencial para conocer la
proporcion de antocianos y taninos que tiene el vino y, por lo tanto, la
posibilidad de destinarlo a crianza. De hecho, el contenido de compuestos
fenolicos de un vino tinto esta marcado por la variedad y estado de
maduracion de la uva, pero también por el tiempo de maceraciéon empleado en

la vinificacién.

Para observar en qué magnitud influyen estas variables en la evolucion
de la composicion fendlica durante la vinificacién, se analizaron diariamente
por espectrofotometria UV-Vis los compuestos fenolicos totales (CFT), los
antocianos totales (AT) y los taninos condensados (TC) de los distintos mostos
a lo largo de 10 dias de maceracion durante los cuales tuvo lugar
paralelamente la fermentacion de los azucares. Estos mostos pertenecian a las
variedades Syrah, Merlot, Tempranillo, Carifiena y Cabernet sauvignon,

muestreadas en diferentes estados de maduracion.

Ademas de realizar los analisis con los métodos espectrofotométricos
habituales a la muestra de mosto/vino, se tom6 su espectro FT-MIR para

realizar las calibraciones posteriores.

La Figura IV.16, muestra que los antocianos totales (AT) comenzaron a
extraerse con relativa facilidad cuando el medio atin era acuoso, de ahi que el
crecimiento exponencial del contenido de AT tuviese lugar en los primeros 3
dias. De hecho, la extraccién maxima de antocianos tuvo lugar en pocos dias,
entre el cuarto y el sexto dia de vinificacién (en plena fermentacion), y luego
disminuyé debido posiblemente a la oxidacion, la precipitacion y los

fenémenos de adsorcion (128).

Estos resultados son similares a los hallados en otro estudio (119),
donde las cantidades maximas de antocianos totales y de color (IC) se
alcanzaron durante la primera mitad de la vinificacién tradicional, entre el

cuarto y quinto dia.
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Figura IV.16. Evolucion de la concentracion de antocianos totales (AT), expresada en

mg malvidina-3-glucésido/L de las 5 variedades de uva muestreadas en diferentes
estados de maduracion a lo largo de 10 dias de vinificacién

Por otro lado, también se observé que la prolongacion del tiempo de
maceracion no aumentaba el color del vino (IC) (Figura IV.17), de hecho
descendi6 en la segunda mitad de la vinificacién, entre el sexto y décimo dia

(durante la maceracioén post-fermentativa).

Por el contrario, los compuestos fendlicos totales (CFT) se extraen mas
lentamente debido a que se disuelven mejor en un medio etanélico (Figura
Iv.18).
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Figura IV.17. Evolucién de la intensidad colorante (IC), expresada en unidades de
absorbancia (u.a.) de las 5 variedades de uva muestreadas en diferentes estados de
maduracién a lo largo de 10 dias de vinificacién

La presencia de etanol favorece la extraccion de los CFT de las pepitas,
principalmente, los taninos condensados (TC). Asi, mientras que el contenido
de AT se estabiliz6 a partir del sexto dia de maceracion, el contenido de CFT se
estabiliz6 alrededor del octavo dia. Esto significa que el mejor momento para el
descube se situa a partir del octavo dia, cuando el contenido de CFT se

estabiliza.

La extension indefinida del tiempo de maceracién no produce una mayor

extraccién de antocianos, sin embargo, se protege el color del vino.
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La copigmentacion y las reacciones entre antocianos y taninos son dos

fenomenos que pueden explicar esta estabilizacion del color del vino.
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Figura IV.18. Evolucién de la concentracién de compuestos fendlicos totales (CFT),
expresada en mg dcido gdlico/L de las 5 variedades de uva muestreadas en
diferentes estados de maduracién a lo largo de 10 dias de vinificacion

Asi, los vinos elaborados con uvas pobres en CFT, que actian como
copigmentos, no produciran mucha copigmentacioén (por ejemplo, Tempranillo,
Cabernet sauvignon y Carifiena). Los vinos elaborados a partir de uvas con un
alto contenido en compuestos fenolicos (Syrah y Merlot) formaran mas
copigmentacion, proporcionando mas tonos azules y morados caracteristicos

de una copigmentacion significativa.

266



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragoso Garcia

DL:T-1532-2011

Control de la maduracion fendlica y la vinificacion en tinto mediante FT-MIR

La Figura IV.19 muestra la evoluciéon de los taninos condensados (TC) a

lo largo de las vinificaciones.
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Figura IV.19. Evolucion de la concentracion de taninos condensados (TC), expresada
en mg catequina/L de las 5 variedades de uva muestreadas en diferentes estados
de maduracion a lo largo de 10 dias de vinificacion

Son llamativas las fluctuaciones que se producen a lo largo de las
vinificaciones y las diferentes tendencias entre variedades, por lo que este
comportamiento tan dispar no proporciona resultados concluyentes. Es
posible que la forma aserrada de las graficas pueda deberse a diversos
fenomenos que ocurren paralelamente durante la maceracion: el de extraccion,

que incrementa la concentracion de TC, y los de polimerizacion y precipitacion,
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este ultimo favorecido por las proteinas liberadas (129), que hacen disminuir la

concentracion de taninos condensados.

Ademas, la tendencia de los primeros tres dias (picos maximos de
extraccion) coincide con la de los antocianos, lo que pone de manifiesto que los
taninos de las pieles se extraen facilmente cuando el medio es acuoso, y mas
tarde, cuando el medio se convierte en etandlico, se disuelven los de las

pepitas.
Valores de referencia de los compuestos fendlicos para la calibracién

Después de realizar el muestreo de los racimos, que consideré la mayor
variabilidad natural posible de contenido fendlico en la uva en funcién de la
variedad y estado de maduracion, se llevé a cabo la vinificacion segun el

procedimiento descrito en el Capitulo III.

En total se obtuvieron 600 muestras pertenecientes a 60 vinificaciones
(tres vinificaciones individuales de cada muestreo), de las que diariamente, a lo

largo de 10 dias, se tom6 una muestra y se analizo.

Estas muestras se distribuyeron en un conjunto de calibracién (n = 400
muestras) y un conjunto de validacién (n = 200 muestras) aplicando el
algoritmo de Kennard-Stone (104), de manera que el conjunto de calibracién
incluyera muestras que cubriesen todo el rango de concentraciéon para cada

parametro estudiado.

La Tabla IV.10 resume el contenido de compuestos fenodlicos totales
(CFT), contenido de antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC)
obtenido mediante las medidas analiticas de referencia de las vinificaciones de

cada variedad a lo largo de todo el proceso de maceracion.

En ella se puede apreciar la amplia variabilidad de los resultados sobre
la composiciéon fendlica que se produce durante la vinificacién, observandose
la mayor desviacion estandar en el caso de los CFT y TC. Por el contrario, el

parametro que mostré una desviacion estandar mas baja fue el de los AT.
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Tabla IV.10. Parametros descriptivos de los compuestos fendlicos totales (CFT),
antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC) de cada variedad

Variedad de uva Muestras Parametro Min. Max. Media S.D.
CFT 391 1122 921 183

Syrah 120 AT 238 566 461 74

TC 80 521 297 96
CFT 378 1189 896 216

Merlot 150 AT 192 577 444 93

TC 84 502 294 95

CFT 278 1010 801 192

Tempranillo 120 AT 119 384 300 57
TC 139 761 513 128

CFT 250 582 476 89

Carifiena 90 AT 98 208 163 27

TC 100 664 440 143

CFT 252 904 638 165

Cabernet sauvignon 120 AT 99 377 282 70
TC 91 690 437 150

S.D., desviacion estandar; CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico/L); AT,
antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/L); TC, taninos condensados (mg
catequina/L)

Recordemos que la desviacion estandar de los valores de referencia de
las muestras repercute directamente en el valor de RPD, de manera que
cuanto mayor sea la desviacion estandar de las muestras de referencia, mas

robusto deberia ser el modelo.
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Espectros de mostos y vinos

Como ocurria en el estudio anterior sobre el control de la maduracion
fenolica con FT-MIR, cuando se analizaron los compuestos fenélicos en mostos
y vinos por espectroscopia FT-MIR, éstos producian absorciones MIR muy
similares y en las mismas regiones. Ademas, en este caso, nos encontrabamos
con otro problema adicional y es que el proceso de vinificacion implica el
consumo de azucares y la aparicion de etanol durante el proceso de
fermentacion, junto con la disolucién de los compuestos fenodlicos en el mosto

en fermentacion.

Por otro lado, las vinificaciones incluian uvas en diferente estado de
maduracion, por lo que también se producian diferencias en la concentracion
de azucares, acidos organicos y compuestos fenolicos. Todas estas variaciones
en la matriz de la muestra complicaban la calibracién, al enmascarar las

vibraciones MIR caracteristicas de los compuestos fenoélicos (11, 13, 17, 19).

Estas caracteristicas se pueden comprobar en la Figura IV.20, donde se
muestran los espectros FT-MIR de las 600 muestras obtenidas diariamente a

lo largo de las fermentaciones.

Region absorcion de

06 —|
] los azucares y etanol

Absorbancia

Regién absorcion
del CO2

Region absorcion de
etanol, acidos
organicos, azucares y
4 compuestos fendlicos

04 — (Fingerprint)

<«4—— Region absorcion
del agua

]
W

979.71 120342 142744 165085 187456 200828 232199 25457 276942

Numero de onda (cm-1)

Figura IV.20. Espectros FT-MIR de las 600 muestras (mostos y vinos)
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Las bandas de absorcién producidas por la fermentacion de los mostos
se manifestaron entre 979-1477 cm'!, dentro de la region fingerprint, y en la

region 2599-2989 cm'! dentro de la region de grupo funcional.

Basandonos en las referencias bibliograficas existentes sobre el
seguimiento de la fermentacion con FT-MIR, los picos producidos a 1045 cm-!
y 1083 cm se debieron al estiramiento C-O del alcohol primario (16, 18, 27)

presente en el etanol.

Asi mismo, los picos localizados a 2904 y 2981 cm'! se debieron al
estiramiento C-H de los CHz y CHs (13, 16, 18, 27) y a las vibraciones CHs (15)

de este mismo compuesto.

También la banda entre 1056-1110 cm™! tuvo mucha influencia sobre la
varianza espectral, y esta banda se asoci6é con los enlaces O-H de los grupos

alcohol secundarios que presentan los acidos organicos (17).

Los picos localizados a 991, 1037, 1064, 1080, 1103, 1153, 2885 y 2935
cm’! se asociaron con la desaparicion de los azucares y facilitaron la

diferenciacion entre espectros.

Estos picos se debieron la las vibraciones del enlace C-O, y a los
estiramientos del enlace C-O-C (11-15), a los estiramientos del enlace C-OH

(16) y los grupos aldehido (1).

En la Figura IV.21 se muestran los espectros FT-MIR del seguimiento
diario de la fermentacion durante los primeros 4 dias, donde se aprecian los

picos caracteristicos de la fermentacion.

El pico producido a 2350 cm! se debi6 a la absorciéon del CO. (28),
mientras que la banda de absorcion negativa entre 1500-1740 cm™!, como ya
se apunt6 anteriormente, se produjo por la sustracién automatica del blanco

que realiza el equipo antes del analisis de las muestras.

Ambas regiones no contienen informacion util por lo que se eliminaron

de los datos espectrales para los propdésitos de calibracion.
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Figura IV.21. Espectros FT-MIR del seguimiento diario de la fermentacion durante los
4 primeros dias. Principales picos de la glucosa (}): 991, 1037, 1064, 1080, 1103,
1153, 2885 y 2935 cmvl. Principales picos del etanol (1): 1045, 1083, 2904 y 2981
cmrl

Andlisis de componentes principales

Para llevar a cabo un estudio de la informacién contenida en el conjunto
de datos espectrales, se aplicoé un PCA considerando la respuesta obtenida al
trabajar con todo el rango espectral (979-2989 cm!). Los resultados mostraron
que los tres componentes principales (CP), explicaban el 99.68% de la
variacion espectral de las muestras (CP1= 96.78%, CP2 = 2.41%, CP3= 0.50%).

En la Figura IV.22 se muestran los scores sobre los dos primeros
componentes principales, en los cuales se observa que las muestras
pertenecientes a diferentes momentos de vinificacion se distribuyeron a lo

largo del CP1.

Las muestras de mosto durante los primeros dias de fermentacion,
desde el dia 1 hasta el dia 6, se mostraron claramente diferenciadas del resto.
Cuando los vinos terminaron la fermentacién, entre los dias 7 y 10, las
diferencias ya no fueron tan evidentes y estas muestras aparecieron

concentradas (parte izquierda del grafico).
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Score PC2 (2.4% var.)

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Score PC1 (96.8% var.)

o Dialo Dia2 Dia3 o Dia4 o Dia5 o Dia 6 o Dia7 o Dia 8 o Dia 9 © Dia 10

Figura IV.22. Distribucion en el espacio de los dos primeros componentes
principales de las 600 muestras (mostos y vinos) en funcion del dia de
maceracion

En la Figura IV.23 se muestran los scores sobre los dos primeros
componentes principales, pero esta vez se observa que las muestras

pertenecientes a diferentes variedades se distribuyeron a lo largo del CP2.

Score PC2 (2.4% var.)

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Score PC1 (96.8% var.)

Figura 1V.23. Distribucion en el espacio de los dos primeros
componentes principales de las 600 muestras (mostos y vinos) en
Jfuncion de la variedad.

Variedades: o Merlot, © Tempranillo, o Syrah, o Carifiena, Cabernet s.
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Por tanto, a partir de estos resultados se pudo concluir que las
diferencias entre las muestras se debian, principalmente, al momento de

vinificacion, y no tanto a las variedades.

Como se senal6 en el trabajo anterior, la region 979-1477 cm! contiene
casi toda la informacién que caracteriza las muestras, pues es la zona MIR
donde absorben de manera caracteristica los diferentes grupos funcionales de
las moléculas (fingerprinf). De hecho, el analisis PCA utilizando la region
fingerprint mostré que el primer CP, explic6 el 98.76% de la varianza espectral
en esta region, y que los tres primeros CP explicaron el 99.98%. Por lo tanto,
se consideré que esta region era muy util para realizar la calibracién. Las

demas regiones fueron descartadas para evitar ruido en el calculo.

Dados los buenos resultados de calibracién que ofrecieron las regiones
empleadas en la creacion de los modelos PLS para el seguimiento de la
maduracion fenodlica con FT-MIR, se decidi6 emplear las mismas regiones
espectrales para crear los modelos que permitiesen el seguimiento de la

maceracion.

Asi pues, se construyeron en total cuatro modelos de calibracion para la
cuantificacion de los compuestos fenodlicos empleando cuatro rangos
espectrales diferentes: 979-2989 cm! (rango completo), 979-1477 cm'! (region
Sfingerprint), 1133-1457 cm! (principal regiéon fenolica) y 1168-1457 cm™!
(region seleccionada), descartando las demas regiones por considerar que no

contenian informacién util.

Anualisis cuantitativo: modelos PLS

Como en el trabajo anterior, se utilizé el método de regresiéon PLS para la
construccion de los modelos de calibracion multivariante a partir de los
espectros FT-MIR (utilizando los numero de onda de cuatro regiones
seleccionadas) y los valores de concentracion de compuestos fenélicos totales
(CFT), antocianos totales (AT) y taninos condensados (TC) de referencia (ver

Tabla IV.10), obtenidos mediante las analiticas detalladas en el Capitulo III.
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Con las 400 muestras del conjunto de calibracién se construyeron 4
modelos mediante regresion PLS empleando las regiones anteriormente
comentadas (979-2989 cm; 1457-1477 cm'; 1133-1457 cm! y 1168-1457
cm!l), para la prediccion de CFT, AT y TC. La presencia de muestras
discrepantes se analiz6 mediante medidas de la importancia de los objetos

(leverage) en el conjunto de calibracién y mediante los residuales

Los modelos de calibracion construidos se validaron externamente con el

conjunto de 200 muestras para comprobar su capacidad predictiva.

La Tabla IV.11 recoge los parametros de calibracion de los modelos PLS
creados para la predicciéon cuantitativa de los compuestos fendélicos durante la

fermentacion a partir de los datos espectrales.

En la mayoria de los casos, las cuatro regiones probadas proporcionaron
buenos modelos de calibracion para los CFT y AT, ya que los analisis de TC no

presentaron resultados satisfactorios.

En cualquier caso, cabe destacar que cuando se utiliza la region
completa (979-2989 cm) es necesario un elevado numero de factores para

construir los modelos de calibracion de los tres parametros.

Esto es debido a la presencia de la region del agua, que aporta
informacién redundante (alta varianza espectral no correlacionada), lo que

requiere un mayor numero de factores PLS para modelar.

Prediccion de los compuestos fendlicos totales (CFT)

Dado que los datos correspondientes a la medida de este parametro
mostraban ausencia de sesgo significativo entre los valores de referencia y los
valores pronosticados, se procedié con la verificaciéon del buen funcionamiento

de los modelos desarrollados.

Para la prediccion de los CFT, los modelos construidos usando las
regiones “fingerprint’ (979-1477 cm™) y “principal region fenoélica” (1133-1457
cm'!), presentaron los mejores resultados de calibracion, con las mayores R2,

y RPD, y las menores RMSEP % (5.8%).
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Tabla IV.11. Resultados de los modelos de calibracién obtenidos para los compuestos fendlicos en mostos/vinos

. Region Factores RMSEC 5 RMSEP o RMSEPcor
Parametro Modelo (cm-1) PLS RMSEC %) R2cal RMSEP %) R2val (%) RPD
Espectro completo  979-2989 9 48.6 6.2 0.956 52.0 7.0 0.958 6.9 4.9
Fingerprint 979-1477 10 39.2 5.0 0.972 42.4 5.7 0.972 5.6 6.0
CFT o g
Principal region 134 1457 9 39.4 5.1 0.971 43.0 5.8 0.971 5.7 5.9
fenolica
Region 1168-1457 9 40.4 5.2 0.970 45.7 6.1 0.967 6.1 5.5
seleccionada
Espectro completo  979-2989 10 31.9 9.1 0.936 39.2 11.8 0.912 11.8 3.3
Fingerprint 979-1477 12 20.6 5.9 0.973 25.1 7.5 0.963 7.5 5.2
AT o g
Principal region 44 1457 9 25.1 7.2 0.960 28.6 8.6 0.952 8.6 46
fenolica
Region 1168-1457 9 25.0 7.2 0.960 20.4 8.8 0.950 8.8 45
seleccionada
Espectro completo  979-2989 15 57.7 14.8 0.858 70.6 18.2 0.777 * 2.1
Fingerprint 979-1477 13 64.0 16.4 0.822 66.9 17.4 0.799 * 2.2
TC o g
Principal region 44 1457 15 62.5 15.9 0.830 71.2 18.4 0.772 * 2.1
fenolica
Region 1168-1457 13 63.8 16.3 0.824 77.8 20.1 0.728 * 1.9
seleccionada

CRREs Ty

DL:T-1532-20

CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
[®)

ESPECTROSCOPIA FT-MIR

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
Sandra Frag

RMSEC, raiz cuadrada del error cuadratico medio de calibracion; R2ca1, coeficiente de determinacion de calibracién; RMSEP, raiz cuadrada del error cuadratico medio
de prediccién; R2va, coeficiente de determinacion de validacion; RMSEPcor: RMSEP corregido de sesgo; RPD, desviaciéon predictiva residual. * No fue posible calcular
este valor como correccion del RMSEP% debido a los valores negativos dentro de las raices cuadradas. CFT, compuestos fendlicos totales (mg acido galico/L); AT,
antocianos totales (mg malvidina-3-glucésido/L); TC, taninos condensados (mg catequina/L).
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Sin embargo, teniendo en cuenta que el nimero de factores es clave para
seleccionar el modelo mas apropiado, ya que refleja que la region seleccionada
contiene la informacién mas util, puede verse que la region “principal region
fenolica” era algo mejor que la “fingerprint” por requirir un factor menos para
modelar. En cualquier caso, todos los modelos construidos presentaron valores
de error de prediccion inferiores a los obtenidos en el anterior trabajo de

seguimiento de la maceracion con FT-MIR (27), 245 mg/L.

La Figura IV.24 muestra graficamente la buena correlacién de los CFT

en la calibracion y la validacion cuando se utilizé la region “fingerprint” (979-

1477 cm-1).
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Figura 1V.24. Correlacion entre los resultados reales y los
predichos con el modelo que emplea la region 979-1477
cmr! de los compuestos fendlicos totales (mg dcido gdlico/L)
de las muestras de calibracién y validacion

El test conjunto de pendiente e intercepto mostré ausencia de sesgo
significativo entre los resultados reales y los pronosticados por los cuatro

modelos FT-MIR, resultando comparables.

La desviacion estandar relativa (rsd%) del método de cuantificacion de
los CFT que se obtuvo fue 1.02%. Cuando se realiz6 la correccion de la RMSEP

mediante la sustraccion de la varianza del método de referencia, el valor de
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RMSEP..: que se obtuvo fue 5.7%, que fue comparable al error de prediccion
antes de la correccion (5.8%). Estos valores mostraron la validez del método de

referencia.

Prediccion de los antocianos totales (AT)

Para este parametro, el analisis de la regiéon de confianza mostré que el
modelo desarrollado empleando el rango espectral completo (979-2989 cm!)
no presentaba resultados comparables a los valores de referencia, es decir, que
existia un sesgo significativo que causaba esta diferencia (Tabla IV.12). Por
esta razon, para la prediccion de los AT es preferible recurrir a los otros tres

modelos.

Tabla IV.12. Resultados del test conjunto de pendiente e intercepto de los 4
modelos de calibracion construidos para los antocianos totales (AT) en

mostos/vinos
. Region F F
Parametro Modelo (cm-1) calculado tabulado
Espectro completo 979-2989 4.02 3.04
AT Fingerprint 979-1477 3.02 3.04
M-3- L . . .z
(mg M-3-G/L) Principal region 1133-1457 2.64 3.04
fendlica

Region seleccionada  1168-1457 1.45 3.04

* Nivel de significancia (a) = 0.05

El modelo desarrollado usando la region “fingerprint” presenté los
mayores R2,, (0.963) y RPD (5.2), asi como la menor RMSEP % (7.5%), y por

ello es el que se muestra en la Figura IV.25.

Los valores de RMSEP obtenidos para los modelos de calibracién fueron
del orden del error de prediccion del anterior trabajo de seguimiento de la
maceracion con FT-MIR (27) (32.2 mg/L). La desviacion estandar relativa
(rsd%) de la cuantificacién de los AT por el método de referencia fue de 0.25%.
Para cualquier region seleccionada, los valores de RMSEP.,: que se obtuvieron,
aunque aceptables, fueron siempre significativamente mayores que el error

estandar del método de referencia, debido al valor tan bajo de éste ultimo.
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Figura IV.25. Correlacion entre los resultados reales y los
predichos con el modelo que emplea la region 979-1477
cml de los antocianos totales (mg malvidina-3-
glucésido/L) de las muestras de calibracion y validacion

Ademas, no hay que olvidar que no se pudo corroborar quimicamente las
bandas espectrales caracteristicas de los antocianos en el ensayo de
enriquecimiento de una muestra real con patrén de malvidina-3-glucésido.
Considerando la naturaleza heterogénea de estos pigmentos es razonable
pensar que resulta complicado encontrar la region espectral relevante en la

que desarrollar la regresion PLS.

Prediccion de los taninos condensados (TC)

Para este caso, mediante los graficos de scores y de influencia, se
descartaron los puntos que presentaron altos residuales y leverage (ver
apartado IV.2.2). Concretamente se eliminaron 14 puntos que se sospechaban
que eran outliers peligrosos. Sin embargo, atn asi, los modelos de calibracién
obtenidos para los TC presentaron falta de ajuste y fueron los menos robustos
de todos, como muestra la Figura IV.26. Los modelos obtenidos mostraron
valores de RMSEP% mayores que los de los modelos creados para CFT y AT
para cualquiera de las regiones seleccionadas. Asi pues, la capacidad
predictiva no fue suficientemente buena incluso ni con el mejor modelo

construido, empleando la regién fingerprint.

279



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR

Sandra Fragoso Garnci
DL:T-1532-20 %Plﬁﬁoﬁ/

En cualquier caso, aunque los modelos obtenidos no fueron totalmente
satisfactorios, hay que remarcar que éstos presentaron valores de RMSEP 3

veces inferiores al obtenido por otros autores (27), de 228 mg/L.
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Figura IV.26. Correlacion entre los resultados reales y los
predichos con el modelo que emplea la region 979-1477 crl
de los taninos condensados (mg catequina/L) de las
muestras de calibracién y validacion

Ademas, el analisis de la region de confianza (Tabla IV.13) mostré que
los cuatro modelos presentaron un sesgo significativo, por lo que no

proporcionaron resultados comparables a los valores de referencia.

Tabla IV.13. Resultados del test conjunto de pendiente e intercepto de los 4
modelos de calibracion construidos para los taninos condensados (TC) en

mostos/vinos
. Region F F
Parametro Modelo (cm-1) calculado tabulado
Espectro completo  979-2989 18.01 3.04
C Fingerprint 979-1477 21.16 3.04
t 3 L . . . =
(mg catequina/L)  Principal region 195 1457 9963 3.04
fenolica
Region
> 1168-1457 21.25 3.04
seleccionada

*Nivel de significancia (o) = 0.05
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El aspecto mas importante para obtener buenos modelos de calibracion
que proporcionen errores de prediccion bajos, es contar con muestras de

calibracién de calidad que presenten valores de referencia fiables.

En otras palabras, el método de referencia utilizado deberia proporcionar
valores exactos para que el modelo multivariante desarrollado también lo haga

y sea valido.

Asi pues, se estudi6 la precision del método de cuantificacion de taninos
condensados en vinos, basados en la precipitacion con metil-celulosa.

Sorprendentemente, se obtuvo una desviacion estandar relativa muy alta.

La diferencia tan acusada entre la precision de este mismo método de
analisis aplicado en extractos de uva (<2%) y vinos (>20%) podria deberse a
que los taninos en los vinos podrian haber sido estabilizados con los
polisacaridos propios del mosto y las manoproteinas liberadas por las
levaduras durante la fermentacion, que se encuentran localizadas en su pared
celular (130, 131), y que podrian impedir que los taninos interaccionasen de

manera repetitiva con la metil-celulosa.

De hecho, existen estudios donde se ha demostrado que los taninos, en
presencia de polisacaridos y manoproteinas, disminuyen la sensaciéon de
astringencia de los vinos (129, 131, 132). Esto es debido a que estos
polisacaridos y manoproteinas se agrupan con los taninos en forma de
macroestructuras estables y solubles, impidiendo que los taninos establezcan

puentes de hidrégeno con las proteinas de la saliva.

De la misma manera, estas mismas moléculas también podrian impedir
la formacién de puentes de hidrogeno entre los taninos y la metil-celulosa, que
es el agente precipitante utilizado en la presente memoria, haciendo que la

interaccion fuese poco efectiva.

Por otra parte, se observo que los residuos de precipitacion obtenidos en
el caso de los vinos aparecian muy coloreados, por lo que también se podrian

haber contabilizado los taninos asociados a los antocianos, los pigmentos
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polimeros, y que la metodologia no resultase tan selectiva como en el caso de

los extractos de uva.

Como se puede observar en la Tabla IV.11, no fue posible calcular los
valores de RMSEP..: debido a los valores negativos obtenidos dentro de las

raices cuadradas (por los valores tan elevados de rsd).

El parametro de TC en vinos constituye un claro ejemplo de que los
modelos multivariantes pueden proporcionan un error similar o incluso menor
que el que proporciona el método de referencia, si éste presenta una excesiva

incertidumbre en la medida.

Modelos individuales para las variedades

En una ultima fase del estudio, ademas de construir rectas de calibrado
con todas las variedades, se realizaron calibraciones especificas para los tres
parametros con cada una de las cinco variedades de uva. Se utilizé una nueva
region del espectro (1060-1457 cm'), porque tras numerosas pruebas de
seleccion de diferentes regiones espectrales, se comprob6 que mejoraba los

resultados de calibracién de Merlot y Syrah.

Todas las muestras disponibles de la misma variedad se utilizaron para
la construcciéon de los modelos, en la validaciéon cruzada completa para la
seleccion del numero 6ptimo de factores y en la determinacion de la capacidad
predictiva global del modelo. Estas calibraciones fueron validadas usando la
validacion cruzada leave-one-out, por lo que el parametro analizado para

evaluar la capacidad predictiva de las ecuaciones obtenidas, fue la RMSECV.

La presencia de muestras discrepantes se analiz6é mediante la
observacion del grafico de influencia, construido a partir de la medida de la
varianza residual y de la importancia de los objetos (leverage) en el conjunto de
calibracion. Este es el motivo por el cual para una misma variedad, el namero

de muestras pueda diferir en funcién del parametro analizado.

Los resultados de los modelos creados para cada variedad y parametro

se muestran en la Tabla IV.14.
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Los modelos presentados reflejan las regiones espectrales que mejores
resultados de calibracion proporcionaron para los tres parametros fendlicos.
Los valores de RMSEC % en los casos de los CFT y de AT fueron muy buenos
(< 5.0%). Como puede apreciarse también, cuando se trabajé con variedades
por separado, se necesitaron muchos menos factores PLS para calibrar si se
comparan con los modelos globales que integraron todas las variedades. Esto
esta en concordancia con los resultados obtenidos en el estudio de Di Egidio et
al. (27), donde el numero 6ptimo de los factores PLS utilizados para los

modelos de CFT y AT fueron 3y 7, respectivamente.

De manera general, el namero 6ptimo de factores PLS para modelar los
CFT fue el mas bajo, mientras que para modelar los TC se necesité un nuimero
de factores mayor para obtener el menor RMSECV. Los modelos para los CFT y
AT presentaron unos valores de RPD> 3.0 en todas las variedades, que es lo
que se recomienda para los propésitos de prediccion (87, 94). Asi pues, se
establecié una buena relacion entre los espectros y los valores de referencia de

CFTy AT, con valores de R2.,; > 0.90.

De forma global, puede observarse que, para todas las variedades, los
resultados de calibracion en el caso de los TC no fue tan satisfactrorio como
los obtenidos para CFT y AT. Los valores de RMSECV oscilaron entre el 10-
20% en la mayoria de los casos, lo que demuestra que los modelos
desarrollados carecen de suficiente precision. De nuevo, tal y como ya se ha
indicado previamente, el método de referencia no pareci6 funcionar

adecuadamente.

Cabernet sauvignon proporcioné el modelo mas exacto y robusto para la
prediccion de TC, con R2,, = 0.889 y RPD = 3.0. Los modelos de Merlot y Syrah
presentaron los menores R2,, (0.715 y 0.730, respectivamente) y RPD (1.9, en
ambos casos). El modelo de TC para la Cariflena mostré la menor RPD, es
decir, el modelo menos robusto, debido a la baja dispersion (SD) de los valores

de las muestras de calibracion.

Dado que el conjunto de muestras de calibracion pertenecia a una unica
afiada, la de 2009, pensamos que no era adecuadamente representativo para

construir modelos que puedan considerarse suficientemente robustos.
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IV.4.4 Conclusiones

Tal y como ya se ha expuesto a lo largo de este Capitulo, a partir de los
resultados obtenidos a partir del estudio del seguimiento de la madurez

fenolica de las uvas tintas mediante FT-MIR, se concluye que:

. La espectroscopia FT-MIR en combinacion con la calibraciéon
multivariante PLS ha permitido al mismo tiempo, una determinacion rapida y
precisa del contenido en compuestos fenolicos totales, antocianos totales y

taninos condensados en los extractos de uva.

. Los modelos de calibracion creados para predecir los compuestos
fenolicos en los extractos de uva mediante analisis con FT-MIR han
proporcionado resultados comparables a los medidos con el método de
referencia, presentando errores de prediccion inferiores al 8%, por lo que se les

considera validos para el seguimiento de la maduracion fenolica.

. La desviacion estandar relativa (rsd %) de los métodos de referencia
empleados en la cuantificacion de los tres parametros fendlicos en los
extractos de uva fue menor que el RMSEP., de los modelos FT-MIR, por lo que

resultan métodos de referencia adecuados para la calibraciéon del equipo.

. También se han conseguido crear modelos de calibracion, para predecir
los tres parametros fenodlicos de interés a través de FT-MIR, especificos para
cada variedad de uva estudiada, ofreciendo resultados satisfactorios (RMSECV
< 3%).

Del estudio del seguimiento de la extraccién de los compuestos fenélicos
durante la vinificacién en tinto mediante FT-MIR, se desprenden las siguientes

conclusiones:

° Las cuatro regiones espectrales seleccionadas han proporcionado
buenos modelos de calibracién para los compuestos fendlicos totales y

antocianos totales, permitiendo el seguimiento de su solubilizacién durante la
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maceracion, aunque en el caso de los taninos condensados, éstos no han sido
tan satisfactorios. Asi pues, el equipo FT-MIR es capaz analizar los parametros

de interés en matrices cambiantes.

. Los modelos de calibracion creados para predecir los compuestos
fenolicos totales y antocianos totales (a excepcion del que emplea el espectro
completo) en mostos y vinos mediante analisis con FT-MIR han proporcionado
resultados comparables a los medidos con el método de referencia,
presentando errores de prediccion inferiores al 10%, por lo que se les
considera validos para el seguimiento de la maceracién. Por el contrario, los
cuatro modelos creados para la prediccion de los taninos condensados han
proporcionado resultados significativamente diferentes a los de referencia,

mostrando un error sistematico.

. Sin embargo, la imposibilidad de calcular los valores de RMSEP,, por la
elevada incertidumbre de los valores de referencia (rsd%), han puesto de
manifiesto que estos modelos cometen menos error que el que proporciona el

método de referencia.

. Por tanto, es necesario encontrar una metodologia de referencia mas
precisa que la de precipitaciéon con metil-celulosa para determinar los taninos
condensados en los mostos/vinos con objeto de mejorar las predicciones del

equipo FT-MIR.

. Ha sido posible la creacion de modelos de calibraciéon especificos para
cada variedad de uva estudiada para la prediccion de los tres parametros
fenolicos de interés con FT-MIR, ofreciendo resultados satisfactorios para los
compuestos fendlicos totales y antocianos totales (RMSECV < 5%), aunque no

tan satisfactorios para los taninos condensados (RMSECV > 10%).
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Conclusiones generales
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Como se ha comentado en los objetivos de la presente Tesis Doctoral, y
se ha comprobado a lo largo de esta memoria, el color y el cuerpo del vino tinto
dependen en buena medida del estado de madurez fendlica de las uvas con
que se ha elaborado, constituyendo el parametro de calidad mas determinante
a la hora de fijar la fecha de la vendimia y, a su vez, un desafio analitico para
los enodlogos. No solo por la dificultad de disponer de un método de analisis de
la uva tinta universal y rapido que permita el seguimiento de su composiciéon
fenolica a lo largo de la maduracién, incluyendo la necesaria etapa de
pretratamiento de la muestra, sino también porque los resultados obtenidos se

correlacionen con los de sus correspondientes vinos.

Por este motivo, todos los trabajos realizados y presentados en esta Tesis
Doctoral, pretenden contribuir de alguna manera al avance en esta linea de
investigacion. Ademas de haber optimizado un método de pretratamiento de la
muestra para ahorrar tiempo a las bodegas en sus controles de maduracion
fenolica, también se ha aplicado la espectroscopia FT-MIR para cuantificar los
antocianos y taninos tanto en la uva, a partir de sus extractos, como en los

vinos, en todos sus estadios de elaboracion.

A continuaciéon se exponen las conclusiones derivadas del trabajo

experimental realizado durante el desarrollado en la presente Tesis Doctoral.

Extraccion de los compuestos fendlicos de las uvas

1. Los métodos comparados en el seguimiento de la madurez fendlica (ITV,
AWRI y Glories) han mostrado diferente capacidad de extraccion, pero aunque
el recuento de compuestos fenodlicos totales y antocianos totales en cada uno
de los medios de extraccion ha mostrado diferencias cuantitativas, la alta
correlacion entre los resultados, ha permitido establecer correspondencias

entre ellos.

2. Una vez seleccionado el método de extraccién en términos de sencillez,
repetitividad, rapidez y capacidad de solubilizacion de los compuestos
fenolicos, la optimizacion del método ITV ha permitido reducir el tiempo de
pretratamiento de la muestra en un 75% cuando se emplea una temperatura

de 40°C durante 15 minutos.
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3. Las medidas realizadas sobre uvas conservadas en refrigeracion o
congelacion han proporcionado resultados erréneos a lo largo del tiempo, por
lo que, si no se dispone de suficiente tiempo durante los controles de
maduracion, es preferible procesarlas inmediatamente tras el muestreo y
conservar sus extractos en congelacion hasta el momento del analisis, para

obtener resultados fiables.

4. La alta correlacion entre los resultados de color, compuestos fendlicos
totales y antocianos totales analizados en los extractos obtenidos a partir de
uvas representativas y sus correspondientes vinos, ha respaldado el empleo
del método de extraccion en los controles de maduraciéon fendlica, ya que
podra permitir al enélogo predecir las caracteristicas del vino que se obtendra

en el momento de la vendimia.

5. No existe una correlacion significativa entre los parametros de madurez
fenolica y tecnolégica, por lo que ambos tipos de madurez se deben estudiar
simultaneamente para decidir el equilibrio apropiado entre color y grado

alcéholico que presentara el vino obtenido en el momento de la vendimia.

Espectroscopia FT-MIR

1. El instrumento FT-MIR empleado en la experimentaciéon ha permitido
crear buenos modelos de calibracién sin requerir un pretratamiento previo de
los espectros para eliminar el ruido espectral, permitiendo manipularlos

directamente tras su obtencion.

2. La espectroscopia FT-MIR, en combinacion con la regresion PLS, ha
permitido cuantificar los compuestos fenoélicos totales, los antocianos totales y
los taninos contenidos en los extractos de uva de manera simultanea y
satisfactoria, con errores de predicion inferiores al 6% y ofreciendo resultados

comparables a los obtenidos con el método de referencia.
3. El ensayo de enriquecimiento de una muestra real llevado a cabo con

compuestos fenolicos de diferente naturaleza, ha permitido revelar las regiones

espectrales relacionadas con su presencia, por registrarse diferencias
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significativas en la respuesta espectral, facilitando de esta manera dénde se

debian centrar las regresiones PLS.

4. Los mejores resultados de los modelos de calibracion PLS construidos
para la prediccion de los compuestos fenélicos se han obtenido cuando se han

empleado las zonas espectrales reveladas por el ensayo de enriquecimiento.

5. Por otra parte, se ha demostrado que los instrumentos FT-MIR sirven
para predecir estos tres parametros en variedades concretas de uva, pudiendo

diseflar modelos de calibraciéon especificos para cada bodega en particular.

6. El uso del instrumento FT-MIR también ha permitido el seguimiento de
la solubilizacion de los compuestos fenélicos durante la etapa de maceracion, a
pesar de que la matriz ha experimentado un cambio constante a lo largo del
tiempo para pasar de mosto a vino, ofreciendo la posibilidad a las bodegas de
supervisar el proceso productivo en tiempo real y decidir el final de la

vinificacion y momento de descube eficazmente.

7. Para el seguimiento de la maceracion, en general se han obtenido buenos
modelos de calibracién para los propésitos de prediccion de los compuestos
fenolicos totales y antocianos totales, con errores de predicion inferiores al
10% y ofreciendo resultados comparables a los obtenidos con el método de
referencia. Sin embargo, para el caso de los taninos condensados, los modelos
han presentado errores de prediccion alrededor del 20% y sesgo significativo,
por lo que los resultados predichos han diferido significativamente de los de

referencia.

8. El valor corregido del error de prediccion para el caso de los taninos
condensados a través de la sustraccion de la varianza del método de
referencia, ha demostrado que los modelos multivariantes pueden cometer
menores errores de la medida analitica que los métodos de referencia, y que la
técnica FT-MIR puede ser incluso mas precisa que otras utilizadas
habitualmente.
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9. También se ha demostrado la capacidad de la técnica FT-MIR y la
regresion PLS para construir modelos exclusivos cada variedad de uva que
permita predecir los tres parametros fendlicos en vinos monovarietales de

manera satisfactoria.

Perspectivas futuras

1. Desarrollo de modelos de calibracion mas robustos para la evaluaciéon de
los compuestos fenolicos en la uva y el vino de manera mas precisa que
permita tener una aplicacién industrial, mediante la incorporacion de un
mayor numero de muestras pertenecientes a diferentes variedades, afhadas y

estadios de maduracion.

2. Es necesario encontrar una metodologia de referencia mas precisa para
la determinacion de los taninos condensados que la de la precipitacién con

metil-celulosa con objeto de mejorar las predicciones del instrumento FT-MIR.

3. Dado que una de las ventajas que presenta la técnica FT-MIR es que
precisa una minima o nula preparaciéon de la muestra para su analisis, se
valorara la posibilidad de sustituir la etapa de pretratamiento de las muestras
de uvasobre el que se mide el contenido fenolico, por el analisis directo de la
pasta obtenida con la uva triturada. Para ello se hara uso del dispositivo de

analisis para muestras soélidas por reflectancia total atenuada (ATR).

4. Para el caso de las grandes bodegas, el empleo de un equipo FT-MIR
portable en campo podria permitir el seguimiento de la maduracion fenoélica de
las uvas por parcelas, registrando la informacién mediante coordenadas GPS.
De esta manera se podria seguir, via satélite, el avance de la maduraciéon en
las distintas parcelas para decidir el 6rden de vendimia. Este concepto de
gestion efectiva de los vifiedos que permite la separacion de uvas de diferentes
calidades (vendimia selectiva) entra dentro de lo que se denomina viticultura

de precision.
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ANEXO 1

COMPARISON OF THREE EXTRACTION METHODS USED TO EVALUATE
PHENOLIC RIPENING IN RED GRAPES

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58 (2010) 4071-4076
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Comparison of Three Extraction Methods Used To Evaluate
Phenolic Ripening in Red Grapes

SANDRA FrAGOSO, MONTSERRAT MESTRES, * OLGA BusTo, AND Josep GUASCH

Grup de Quimica Analitica Enologic i dels Aliments, Departament de Quimica Analitica i Quimica
Organica, Facultat d'Enologia de Tarragona, Universitat Rovira i Virgili, Campus Sescelades, 43007
Tarragona, Spain

Because there is not a single methed for carrying out phenelic ripening analysis, it is very difficult to
compare the results obtained by different researchers. In this study, the three most widely used
extraction methods of polyphencls (Glories, AWRI, and ITV) have been analytically compared by
evaluating two of the most impertant parameters for the wine industry: total polyphencls and total
anthocyanins. Samples from different grape varieties (Tempranillo, Gamacha, Carihena, Syrah,
Merlot, and Cabernet Sauvignon), from three different vintages (2008, 2007, and 2008), and at
different ripening states (from the beginning of ripeness until harvest) were analyzed to obtain a
wide range of representative phenclic contents. To avoid external interferences on the comparisons,
the same grape puree was used to make the maceration assays using the different solvents
according to each extraction method. Although every extraction method exhibits a different
extraction efficiency, the correlation between the results obtained with each one was very good
both for total anthocyanins and for total polyphenols. Thus, after having determined a parameter
value of the phenclic ripeness using a specific method, the relationship found can be used to predict
the parameter value of the phenolic ripeness provided by the other two methods.

KEYWORDS: Phenolic ripening; anthocyanins; polyphenolic compounds; red grape; extraction
methods; correlations

INTRODUCTION

The vintage date has been traditionally decided by the techno-
logical maturity of grapes. This term is used to define the state in
which grapes achieve an adequate amount of sugars and acids,
because they would give to wine its characteristic alcohol —acidity
balance after alcoholic fermentation. Nowadays, it is known that
it is also necessary to get an optimal phenolic ripeness, because
phenolic compounds play an important role in the color and
mouthfeel properties (/,2). Among the different parameters that
enologists use when evaluating the phenolic ripeness of grapes,
two of the mostimportantarethe totalanthocyanins and the total
polyphenols.

To determine the phenolic maturity, winemakers need a
methodology as fast and simple as possible toextract the phenolic
compounds from grape berries and to analytically measure their
concentration. Because the extraction is usually a critical step,
several methods have been proposed in the literature, although
some of them are unsuitable for cellar quality control because
they are tedious, slow, and not repeatable enough. For this
reason, instead of the time-consuming methods in which grape
solid parts (skins and seeds) and pulp are analyzed
separately (3—4), it is preferable to use methods in which poly-
phenols are extracted from the whole grape puree.

*Author to whom correspondence should be addressed (telephone
+34977558494; fax +34977558446; e-mail montserrat. mestres(a
urv.cat).

@ 2010 Amevican Chemical Saciety

Within these methods, the most widely used are the most
traditional method, developed by Glories and co-workers (7), the
one implemented by the Australian Wine Research Institute
(AWRI) (§), and, finally, the ITV Standard @), a method
implemented by the Institute Technique de la Vigne et du Vin
in France. All of them measure spectrophotometrically the
contents of total anthocyanins and polyphenols. However, the
time required and the solvent media used (pH value and ethanol
contents) on the maceration process are different for each method
and, therefore, the extraction efficiency in each case will be also
different.

Because all of the proposed methods are equally valid from an
enological point of view, there is a lack of consensus in the choice
of one of them. This fact makes difficult the comparison between
the results found in the bibliography and obtained by different
researchers if they do not use the same method.

The aim of this study was to find correlations between the
results obtained with the three extraction methods above-
mentioned. With these correlations we would have a very useful
tool that, from the vahies obtained in theanalysis of'a sample with
aspecific method, would provide the values that the same sample
would provide if it was analyzed with the other methods.

MATERIALS AND METHODS

Samples. Fresh grape berries of six red cultivars (Tempranillo . Merlot,
Syrah, Garnacha, Carifiena, and Cabernet sauvignon) were obtained
from the experimental vinevard belonging to the Faculty of Enology

Published on Web 0:3/05/2010 pubs.acs.ora/JAFC
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(Rovira i Virgili University) in Constanti (Tarragona, Spain) during 2006,
2007, and 2008 vintages.

The sampling was carried out by taking into account the variability of
the positions of the fruit on the cluster, of the cluster on the vine, and of the
vine in the vineyard as well as from variations in sun exposure to asses a
representative sampleofthe vinevard. Each sample consisted of 300 berries
randomly collected. Special care was taken to obtain a good distribution
between berries from the inside and the outside of the cluster: one was
taken from the top. one from the bottom, and one from the middle of the
cluster. Moreover, the sampling zlso considered the complete biological
cyele; thus, itwas done one day a week from the beginning of ripeness until
harvest.

Instrumentation. The grapes were homogenized using a high-speed
homogenizer Ultra-Turrax T-18 (IKA, Wilmington, NC) equipped with
an S18N-19G rotating shaft (dispersing tool). Sample centrifugation was
carried out by a Hettich Universal 32 R centrifuge (Tuttlingen, Germany).
The absorbance of the extracts was determined using a Thermo Spectronic
ultraviolet—visible spectrophotometer model Helios y (Thermo Electron
Corp., Cambridge, UK.).

Reagents amd Standards. The standard of mahidin-3-glucoside
(purity = 90%) was supplied by Fluka {Madrid, Spain) and gallic add
monohydrate (99.5%) by Scharlab (Barcelona, Spzin). The other chemi-
cals used for the study were ethanol, hydrochloric zcid (HCI), and t4+)-
tartaric acid (H,T), all of them of analvtical reapent grade and supplied
by Scharlab.

Maceration Conditions. Every set of 300 berries of each sample was
destemmed and homogenized (including seeds) at room temperature to
obtain 2 smooth paste using an Ultra-Turrax high-speed at 24000 rpm.
This homogenate was distributed into eight different flasks tocarry out the
maceration in duplicate according to the three methods considered, and
which were slightly improved (see below).

Glories Method. This method provides two different extracts because it
determines two parameters: total polyphenols and easilv extractable
polyphenols. Therefore, two different acidic solutions are used: one at
pH 1 (by using 0.1 MHCI) and another at pH 3.2 (byusing 0.034 M H.T).
Two replicates of 25 g of paste were macerated in 25mL of different pH
solutions in flasks of 250 mL, under agitation, during 4 h and at room
temperature. Then, the samples were centrifuged at 8000 rpm during
10 min. The supernatant obtained was decanted, and the volume was
brought to 50 mL with extracting solution to guarantee a final constant
volume.

AWRI Method. Two grams of paste was put into the centrifuge plastic
tube with 20 mL of a 5% viv ethanol—water solution. The tube was
shaken on a rotating wheelat 30 rpm for | h atroom temperature. Finally,
it was centrifuged and the supernatant brought to 25 mL with ethanol—
water 50% vjv to ensure 2 final constant volume.

ITV Swndard Method Fifty grams of paste was macerated in a
hydroalco holic acid solution (85 mL of HCL0.1% v/v 4 15mL of ethanol
96% ) in 2 flask of 250 mL by 1 h under manual agitation every 15 min.
After this time, the sample was centrifuged and the supernatant was
brought to 20 mL with the extracting solution to achieve a final constant
volume.

Analytical Measurements. The contents of total polvphenoks and
total anthocyanins were the parameters used to follow the phenolic
ripening. They were determined by spectrophotometric analysis of the
extracts (diluted at the specified pH conditions in each case) at 280 and
520 nm, respectively.

Total Polvphenols Analysis. The contents of total polyphenols was
determined by measuring at 280 nm the absorbance of diluted extracts
obtained in each case of study. For the ITV and Glories methods, the
extract was diluted 50 times on deionized water (/). For the AWRI
method, the extract was diluted 25 times on | M HCL(/ ]).

Toral Anthocyvaning Analyvsis. Total anthocvanins content was deter-
mined by measuring the absorbance at 520 nm of the diluted extract. For
the ITV and Glories methods, the extract was diluted 25 times on HCI 1%
{w/w) (10}, For the AWRI method, the extrac was diluted 25 timeson | M
HCI({1).

Calibration Lines. The external standard method was used to
quantify the total polyphenols as milligrams of gallic acid per kilogram
of grape and anthocyanins as milligrams of malvidin-3-glucoside per
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kilogram of grape. Calibration lines were evaluated by the determination
coefficient ( %) and the online linearity (LOL) (12). All of the parameters
of the calibration lines have been calculated with ULC 2.0 (Univariate
Linear Calibration) computer software (13).

‘When dealing with polyphenols, we prepared a stock solution of gallic
acd of 00 mg L~ in ethanol—water (50% v/v) for the AWRI method,
an other two stock solutions at pH 1.0 (with HCljand pH 3.2 (with H,T)
for the Glories method, and another one ina hydroalcoho lic acid solution
(B5mL of HC10.1% viv + 15mL of ethanol 96%) for the ITV method. In
all cases, we prepared six calibration solutions (concentration ranges
between 2 and 20 mg L") by diluting the stock solutions with suitable
amounts of the required solvent acoording to each method. We built the
calibration lines by plotting the absorbance values at 280 nm of each
calibration solution against their corresponding concentrations.

With regard to anthocyanins, a single stock solution of malvidin-3-
ghicoside of 2000 mg L™ was prepared in HCl 1% (w/w) to be used for
the three methods. As with polyphenols, we prepared six calibration
solutions (concentration range from 5to 15mg L") by diluting the stock
solutions with suitable amounts of the required solvent according to each
method. In this case, we built the calibration lines by plotting the
absorbance values at 520 nm of each calibration solution against con-
centrations.

For the Gloriesmethod, only a calibration line was built for anthocyanins
because, in this determination, there is a dilution 1:25 of the extract in HCI,
which means that, when measured spectrophotometrically, the medium is
practically the same regardless of the pH at which maceration takes place.

Comparative Study of the Three Methods. To carry out this study,
the results obtained with one of the three methods were plotted versusthe
results obtained with each of the other two methods. In this way, we
obtained six graphs for each of the two parameters studied (total
polyphenols and anthocyanins). Becanse these representations showed a
linear trend, the regression and the performance parameters were calou-
lated and evaluated again by using ULC 2.0,

RESULTS AND DISCUSSION

Extraction Meihod Precision. Asis well known, the recovery off
an analyte depends on the extraction method used. Therefore,
because the different cellars are using different extraction proce-
dures to determine the phenolic content of grapes, the results
obtained will be also different. To compare these results, which is
the objective of this study, evaluation of the precision of the
extraction methods used is essential since the viability of this
comparison depends on the value of this parameter.

To estimate the repeatability of the three methods considered
in this study, sutable amounts of the same grape variety har-
vested on the same date were crushed to obtain a single grape
homogenate. This homogenate was divided inte 24 different
portions to get 24 identical samples. In that way, we could take
6 identical replicates to be macerated under the conditions
specified for each of the three methods studied. Once the different
extracts were obtained, the absorbances at 280 and 520 nm were
measured to determine the total polyphenols and total antho-
cyanins values, respectively. The results obtained showed relative
standard deviation values of 3.9 and 4.6 for AWRI, 2.2 and 0.7
for ITV, 1.4 and 1.6 for Glodes (whatever the pH used),
respectively. A statistical comparison showed that all of these
values were comparable for all of the methods evaluated. There-
fore, considering the similar and high precisions in all cases,
comparison between the results obtained by using the three
different methods could be carried out.

Calibration Lines. We consider it to be of interest to study the
linearity of the models, determining both the determination
coefficient (R%) and the LOL values, because they indicate the
dispersion degree of the data around the calibration line, helping
to evaluate the linearity of the model.

The calibration lines obtained for total polyphenols by using
gallicacid as standard showed very good determination coefficient
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values (R* = 0.999) and excellent linearity was confirmed by
LOL = 99.5% regardless of the method evaluated.

For anthocyanins, the calibration lines obtained from the
solutions of malvidin-3-glucoside also presented very good co-
efficient values ( R* = 0.999) and good linearity over the concen-
tration ranges evaluated, because LOL values are > 985% in
all cases.

Table 1. Concentration Ranges of Total Polyphenols (Milligrams of Gallic
Acid per Kilogram of Grapes) and Total Anthocyanins (Milligrams of Mabvidin-
3glucoside per Kilogram of Grapes) Determined by Using the Extraction
Methods Evaluated

range (mg kg ')
method no. of samples fotal pe total anth
Imv 120 10422087 3501310
AWRI 66 13232869 2551307
Glories pH 1.0 58 7191587 2651227
Glories pH 3.2 58 5001082 1515897
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Comparative Study of the Methods, After the calibration lines
for each of the three different methods had been obtained, the
total polyphenols and total anthocyanins were quantified in many
different samples. The samples analyzed included a wide range of
varieties and ripening state (see Samples, above) to consider the
most possible variability in the study. Table 1 summarizes the
concentration ranges of the parameters determined by the three
methods. The concentration values for both parameters are the
usually expected in red grapes, including both grape variety and
ripening state. As can be noted, whereas the AWRI method
provides the more effective extraction for total polyphenols, the
ITV method provides the more effective one for total anthocya-
nins. The different extraction efficiencies obtained by each
method could be explained by two factors: the extraction capacity
of the solvent used and the total time employed in the extraction.
Thus, an increase in the ethanol content facilitates the seed
polyphenols extraction (14). However, although an acidic med-
ium does not provide a relevant extraction over the seeds asit does
ethanol media, when thiscontent increases, a higher degradation
of vacuolar membrane and therefore a higher extraction from the
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Figure 1. Graphical representation of the linear regression between total polyphenols quantified in all extracts (in mg of gallic acid per kg of grape).
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Figure 2. Graphical representation of the linear regression between total anthocyanins quantified in all extracts (in mg of mavidin-3-glucoside per kg

of grape).

skins will be achieved. All of these effects are most favored the
longer the maceration time.

To proceed with the comparative study, we caleulated and
evaluated the regression parameters of the different lines obtained
when the results obtained were plotted with the methods studied
(two by two). Figures 1 and 2 show graphically these regressions.

For total polyphenols, there is a very good correlation and
linearity in all cases, as shown by the values of R and LOL
(Table 2). Therefore, this mathematical expression can beused for
predicting the value of the studied variable by using a different
method from that used to obtain the extract analyzed.

On the other hand, it can be noted that the extent of extraction
clearly differs between methods, because the slopes obtained
when correlating the results from the pair-to-pair comparison
aredifferent from 1. Thus, forexample, a value of 0.56 in the slope
of the regression line obtained when the Glores method is
compared with the AWRI method means that the first method
extracts only about 56% of what is extracted by using the second
one. Therefore, from the different slope values we can conclude
that, whereas the AWRI method gives the highest extraction
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Table 2. Regression P on the C Study of the Three
Methods for Total Polyphenals
methods compared

[method 1 (x) vs method 2 (y)] slope + CI* intercept £ CI* A LOL (%)
AWRI—Glones pH 1.0 0564008 ~174L 165 0870 9316
AWRI—Glones pH 3.2 0364003 254 57 0954 9530
TV —Glories pH 1.0 067 +£007 WAL 113 084 W53
TV —Glories pH 32 0474003 5347 0953 9647
TV —AWRI 1324007 664121 0855 9717
Glones pH 10—-GlorespH 32 061+0.06 15476 0869 9466

I, confidence infervals with a significance level () = 0.05.

yield, the Glores pH 3.2 method provides a lower extraction
efficiency value. This behavior coincides with the fact that
whereas the AWRI method provides a nearly complete extrac-
tion, the method of Glories at pH 3.2 extracts only the poly-
phenols called “easily extractable polyphenols™.

The correlation parameters for the results of anthocyanins
obtained by the three methods were even better than those
obtained for total polyphenols (Table 3).
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Table 3. Regression Parameters on the Comparative Study of the Three
Methads for Total Anthocyaning

methods compared

[method 1 (x) vs method 2(y)] sope & CI* infercept+ CI* R LOL (%)

AWRI—-Glores pH 1.0 0884004 27434 0885 9780
AWRI-GlonespH 3.2 0434003 42422 08572 o
ITV—GlanespH 1.0 1.01 4003 ~72424 0859 9B5E
ITV—Gloies pH 3.2 0464002 ~24416 0877 G754
ITV—-AWRI 1084005 ~1184+3 0871 97B4

Glores pH 1.0-Glores pH 3.2 0464002 16413 0882 9813

#¢, confidence lintervals with a significance level (o) = 0.05.

Table 4. Mean Values of EA% and SN Indices Calculated from the Extracts
Obtained with the Glories Method and the Values Pradicted from Regression
Lines

EA&% SME

no. of recovery
samples cald predicted (%)

recovery
bias caled predicied () bias

I 58 520 523
AWR 3 518 518

10086 038 M2 M0 995 018
95.6 013 485 482 954 024

With regard to the extraction efficiency of the total anthocya-
nins obtained with the different methods, we can observe two
different behaviors. On the one hand, the slopes ITV-AWRI,
ITV—Glories pH 1.0, and AWRI-Glories pH 1.0 are very close
to 1, so the extraction efficiencies of anthocyanins obtained by the
three methods are comparable. This behavior is due to the fact
that the three extraction methods carry out an almost total
extraction of anthocyanins. On the other hand, the comparison
of the Glories pH 3.2 method with the other ones gives slope
values of the linear regression close to 0.5, so in this case the
extraction efficiency of this method is only half that achieved by
using the other three methods.

Measurement of Phenolic Ripening Indeices. To demonstrate
the application feasibility of the correlations found in thisstudy to
the enological field, we applied the correlation models developed
to predict two indices widely wsed in enology: the cellular
extractability index or extractable anthocyanins index (EA) and
the phenolic maturity index or seed maturity index (SM).

The EA% index represents the percentage of anthocyanins
that have not been extracted during winemaking and, usually,
decreases during ripening. The SM% index represents the frac-
tion of polyphenols provided by seeds, commonly known as
astringent tannins, and its value also decreases with ripening.
Both indices are determined in an empirical way and allow us to
know the quality phenolic ripening and the state of grapes and,
therefore, to set the harvest date.

These phenolic potential parameters (in mg L") were calcu-
lated as

C. -
EA(OIE) _ [( PHéPszHB.Q)] w100 (1)

(Camiprazy » DF) - (CleQ * %)]
(Gospipriay * DF) J

% 100 (2)

where Cpyy = total content of anthocyanins (mg L ! malvidin-
3-glucoside), Cypy2 = extractable anthocyanins (mg L ! mal-
vidin-3-glucoside), and Cagy 143 2y DF = total polyphenols easily
extracted at pH 3.2 measured at 280 nm, previously diluted in

J Agric. Food Chem.,, Vol. 58, No. 7,2010 4075

deionized water. This parameter is widely called the total poly-
phenols index. Cupaa » (40/100)= skin polyphenols estimated by
extractable anthocyanins (1.5), and (Caopraz % DF) = [Cpaaa %
(40/100)] = seed polyphenols.

Because these indices are from the measure of the extracts
obtained with the time-consuming Glories method, the challenge
was to predict these indices from the extracts obtained with the
ITV and AWRI methods, which are much faster.

Thus, several samples of different varieties and at different
ripening stages were analyzed under the Glones method condi-
tions and the EA% and SM% were calculated. In that way we
had a wide range of values for the indices to be predicted from
AWRI and ITV and, therefore, we could check the prediction
ability in a wide range of concentrations.

Table 4 shows the mean values of both indices calculated from
the extracts obtained according to the Glories method and also
the predicted values from the extracts obtained with the AWRI
and ITV methods. To assess the goodness of the predictions we
defined the recovery parameter as the ratio predicted value/
calculated value and expressed it as a percentage. As can be seen,
in all cases the recovery was very satisfactory, close to 100%.
Because the values shown corresponded to the mean of several
samples, it was interesting to examine also the value of bias, which
should be as close as possible to 0. The statistics showed that for
both methods and also for both parameters, the bias values are
comparable to 0 for a significance level of 0.05. However, given
that the parameter providing more direct information about the
results obtained is the prediction error, we also evaluated it
from the ratio bias/calculated value. When the values were
predicted from the AWRImethod, the prediction error for EA%
was <0.3% and <0.5% for SM%. For the prediction from the
ITV method, the results were also very satisfactory because the
prediction error for EA% was <0.7% and <0.3% for SM%.

Therefore, although the recoveries of the polyphenolic com-
pounds obtained with each of three methods are not comparable,
we can conclude that the regression lines obtained for total
polyphenols and total anthocyanins analyzed by different meth-
ods are suitable tools to compare information about phenolic
ripening obtained in laboratories that use different methodo-
logies.
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ANEXO 2

ESTUDIO Y OPTIMIZACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA
ESTIMACION DE LOS PARAMETROS DE MADUREZ FENOLICA DE LA UVA
TINTA

Endlogos, 58 (2009) 38-43
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RESUMEN

En el siguiente trabajo se presenta la optimiza
cion de un método analitico para la extraccion
de los compuestos fenolicos de las uvas, res-
ponsables del color y astringencia de los vinos
tintos, que permite un seguimiento eficaz de la
madurez fenolica. Trabajando con el método
optimizado se acorta considerablemente el
tiempo de anilisis, comparando con otros
métodos de extraccion. Asimismo, se ha evalua-
do la estabilidad de las muestras de uva tomadas
durante el control de maduracion y almacenadas
durante distintos periodos de tiempo en dife-
rentes condiciones de conservacion. Los resul-
tados de este trabajo son de gran utilidad para
estudios experimentales de madurez fendlica en
los que se requiera disponer de un gran nimero
de muestras que proporcionen resultados anali-

ticos repetitivos y reproducibles en el tiempo.

PALABRAS CLAVE
Madurez fendlica, polifenoles, antocianos, trata-

miento y conservacion de la muestra.

ABSTRACT

This study presents the optimization of an ana-
lytical method for the extraction of phenolic
compounds of grapes, which give the color and
astringency properties to red wines, in order to
get an effective monitoring of the phenolic
ripening. Over other extraction methods, this
optimized method save time of analysis. It has
also been assessed the stability of the grape
samples taken over the ripening and stored,
under different conditions, different periods of
time. The results of this last study are useful for
experimental studies about phenolic maturity
that require having a large number of samples
to provide reliable analytical results over time.

INTRODUCCION

El momento en que se realiza la vendimia esti
determinado por el grado de maduracion de la
uva y es uno de los factores fundamentales en la
obtencién de vinos de calidad [1]. El estado de
madurez de la uva se establece en funcion de la
concentracion de azicares y de 4cidos de la
baya, en lo que se conoce como “madurez tec-

noldgica”. En el caso de las variedades tintas,

38/ ENOLOGOS

ademds, también es necesario  determinar la
concentracion de antocianos y polifenoles tota-
les, en lo que se ha venido a denominar “madu-
rez fenolica” [2-3] puesto que los compuestos
fendlicos son los responsables del color y las
propiedades gustativas del vino final.

Actualmente, cuando se realizan controles
de maduracion en los laboratorios, la madurez
tecnologica puede determinarse de forma rapi-
da y simple midiendo los azicares del mosto
por refractometria y su acidez total por valora-
cién con una solucién patrén alcalina. Sin
embargo, para determinar la madurez fendlica
no existe aun un método universalmente acep-
tado que permita determinar de forma eficaz
este parametro, a pesar de que en la bibliografia
hay un gran nimero de métodos descritos.
Gran parte de este problema se debe a que es
necesario establecer no solo la concentracion de
los compuestos fendlicos en la uva, sino tam-
bién estimar su extractabilidad durante la vinifi-
cacion [4].

Dentro de los métodos publicados sobre la
extraccion de los compuestos fendlicos, se
puede distinguir entre los que procesan la uva
entera [5-9] y los que procesan por separado las

pieles de las pepitas [10-12

En el trabajo que aqui se presenta se ha
optado por la utilizacién de un método de
extraccion  relativamente ripido y de facil
implantacién en bodega, por lo que se ha elegi-
do uno que no precisa la separacion de las dis-
tintas partes de la baya. Concretamente se tomé
como punto de partida el método de Cayla ez al.
[7], que es el procedimiento propuesto por el
Institut Technique de la Vigne et du Vin (IT1), ya
que se conocfan algunos de sus parimetros de
calidad analitica.

El otro propésito de este trabajo ha sido
garantizar la fiabilidad de los resultados cuando
se llevan a cabo estudios de investigacion mads
exhaustivos en los que es necesario preservar las
muestras. Para ello se ha evaluado el tempo de
conservacion tanto de las uvas como de sus
extractos para conocer la repercusion que tiene
un almacenamiento prolongado sobre los com-
puestos fendlicos y, mis en concreto, sobre los
antocianos responsables del color (ya que se

trata de compuestos inestables que evolucionan

a lo largo del tiempo).

2.- MATERIALES Y ME
2.1. Reactivos

‘ODOS

Los reactivos utilizados, todos ellos de calidad
analitica, son los que se detallan a continuacion:
acido clorhidrico (HCl) 37% y etanol (EtOH)
96%  (Scharlau) y
(NayS5,05) (Panreac).

metabisulfito  sédico

2.2 Equipos
Para llevar a cabo el estudio de trituracion de la
muestra se utilizaron un Homogeneizador
T25 vy

Bapi600 de 10 velocidades. Para centrifugar las

Ultra-Turrax una’ Batidora Taurus

muestras se us6 una Centrifuga Universal 32 R

de Hettich. Las medidas colorimétricas se reali-

zaron con un Espectrofotometro Helios g de

Thermo Electrén.

2.3 Muestras

El seguimiento de la maduracion fendlica se
realizé evaluando el contenido fendlico de las
uvas recogidas en diferentes estadios de madu-
racion de 7 variedades tintas (Pinot noir, Merlot,
Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carifiena y
Cabernet sauvignon) en la finca y bodega expe-
rimental de Mas dels Frares, con la que cuenta la
Facultad de Enologia en Constanti (Tarragona).
2.3.1 Seleccion de las bayas en la parcela

Para asegurar la representatividad de la muestra
analizada se seleccionaron 100 uvas sanas toma-
das por el mismo analista, a primera hora de la
manana, de calles centrales y cepas alternadas,
combinando sol, sombra y distintas partes del
racimo (hombros, parte central y puntas).

2.3.2 Preparacidn de las uvas para el andlisis

Se contaron 100 buyns y se pesaron, tras quitar
el pedicelo, para poder expresar los resultados
en términos de peso o baya. Seguidamente las
bayas se trituraron enteras asegurindose de

obtener una pasta homogénea.

2.4 Método de extraccion

El método utilizado en este trabajo se ha basa-
do en una micro-maceracioén en medio hidroal-
coholico acido a 40°C. Para ello, después de tri-
turar las uvas, se pesan exactamente 50 g de

pasta y se llevan a un vaso de precipitados de
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250 ml donde se maceran con solucion extrac-

tante (85 ml de acido clorhidrico 0.1 % v/v +
15 ml de etanol 96 % v/v) durante 15 min a
40°C, en un recipiente tapado, bajo agitacion
constante. Transcurrido este tiempo, la muestra
se centrifuga y el sobrenadante se filtra sobre
lana de vidrio. Se lava el residuo con unos mili-
litros de solucion extractante para asegurarnos
de extraer todo el color y, a continuacion, se
centrifuga de nuevo y se anade el liquido de
lavado al sobrenadante obtenido anteriormente.
Para acabar, el extracto obtenido se lleva a un
matraz aforado de 200 ml y se enrasa con la
misma solucion extractante para trabajar siem-
pre con un volumen final constante.

2.5 Medidas analiticas

Los parimetros medidos para determinar el
potencial fenolico de las uvas fueron:

Intensidad colorante (IC): Este parametro nos indi-
ca la cantidad de color del extracto, y es la suma
de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm medi-
das en una cubeta de cuarzo de 10 mm de cami-
no optico [13]:

) LC.= (Aga0 + A 550 + Agop)

Indice de polifenoles totales (IPT): 1.os compuestos

fendlicos totales se estimaron por la medida de
la absorbancia a 280 nm del extracto, previa-
mente diluido 1/50 en agua destilada, en una
cubeta de cuarzo de 10 mm [14]:
IPT (ua) = Apgg x FD

Para expresar el contenido polifendlico total
(CPT) en g/kg de uva, se multiplica el IPT por
0.08 (referido en g/I. de tanino extraido de
Masquelier) y por la relacion volumen extracto
(ml)/ peso triturado (g) [6].
/ 2 totales (AT):

Antocianos totales se midié mediante el méto-

Antocianos La concentracion de

do de Puissant & Leon [15], y por el método
Ribereau-Gayon & Stonestreet [16], con el fin
de comparar los resultados obtenidos con
ambos métodos.
a) Meétodo de Puissant & Leon: Se diluye el extrac-
to 1/20 con HCl 1% y se mide la Azp() en una
cubeta de 10 mm.

AT (mg/L) = Asp() x 22.76 x FD
b) Meétodo de Ribéreau-Gayon & Stonestreet: Se
mezclan 250 pl de extracto, 250 pl de etanol
(96%) y 5 ml de HCI (0.7%). Se divide la mez-
cla resultante en dos porciones de 2.5 ml y se
llevan a dos tubos de ensayo. A uno de ellos se
le anade 1 ml de agua destilada (tubo 1) y al otro
1 ml de una disoluci6n saturada de NayS,Og5
(tubo 2). Después de 10 min, se mide la dife-
rencia entre las absorbancias de los dos tubos a
520 nm.

AT (mg/L) = dAgp() x 875

El valor 875 es el coeficiente de extincion molar
de la malvidina-3-glucésido corregido para

expresar el resultado en mg/I, de extracto.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tal y como ya se ha comentado anteriormente,

este estudio consta de dos partes. En una pri-
mera etapa se procedi6 al estudio y optimiza-
ci6n de un método analitico para la estimacion
de los parametros de madurez fenolica més uti-
lizados en uvas tintas y el establecimiento de sus
parametros de calidad analitica. En la segunda
parte se realizé el seguimiento de la estabilidad
de las muestras en el tiempo.

3.1. Optimizacion del método analitico

Para conseguir un método analitico que nos
permitiera evaluar los parametros del color de la
uva a lo largo del proceso de maduracion fené-
lica, se tom6 como punto de partida el método
ITV estandar [7]. Este es un método que, segun
los autores, fue validado mediante datos proce-
dentes de diferentes regiones viticolas francesas
y a partir de los cuales se obtuvo un coeficiente
<5%.

reproducibilidad, éste parecia un método apro-

de variacion Considerando la buena

piado, y mas, teniendo en cuenta que el método

se habia aplicado en regiones viticolas proximas
a la nuestra, con clima, pricticas encaminadas a
obtener productos de maxima calidad, en tér-
minos de rendimiento de produccion. Asi pues,
con el fin de obtener un método lo miés rapido
posible y con una fiabilidad adecuada, se han

minar concentraciones de analitos a niveles de
traza.

Batidora Taurus Bapi600 de 10 velocidades (a
velocidad méxima), de uso doméstico.

Se hicieron cuatro replicados (para cada tipo de
homogenizador) de obtencion de triturados a
partir de 50 uvas de la variedad Pinot Noir y
también de la variedad Tempranillo. Se escogie-
ron estas variedades para comparar la extrac-
cion de los compuestos responsables del color
en uvas de diferentes tamafios de baya y en dife-
rentes estadios de maduracion ya que, en la
misma fecha, la Pinot Noir esta madura, por ser
una variedad de maduracion muy temprana,
mientras que ¢l Tempranillo esta aun en las pri-
meras etapas de maduracion.

Después de analizar la varianza (ANOVA) de
los datos y comparar el valor critico tedrico con
el valor experimental, se concluyé que, en con-
cordancia con los resultados de Cynkar e/ al.
[17], no

nificativas entre utiliz

en diferencias estadisticamente sig-

ar homogeneizador o bati-
dora sobre los parametros medidos (IC, IPT vy
Antocianos totales). Por esta razon se ha opta-
do por utilizar el de mas facil manejo y limpie-
za que es la batidora doméstica. En la tabla 1 se
muestran los resultados del ensay

«

> 4

Muestra 50 uvas (g) Volumen (ml)

UT(@1) 74,4 91,7 130

UT@Q) 7551 92,7 130

UT@Q) 746 921 130

UT@) 748 921 130
Batdora (1) 74,6 85,7 130
Batdora (2) 74,8 855 130
Batidora (3) 73,0 85,8 130
Batidora (4) 752 85,5 130

F (experimental)

Andlisis de la Varianza F (vabr critico)

Extracto
ic IPT AT (mgkg)

938 612 308 3210 50830 139,30
993 595 3555 3055 55198 139,07
1017 662 3513 3063 59332 156,82
1026 658 37,55 3365 581,10 152,27
998 7,02 3325 3035 53612 152,50
971 685 3448 3020 49998 154,55
910 662 3450 3005 49478 14817
929 661 3523 3038 52364 148,85
218 556 008 409 448 076
599 599 599 599 599 599

Tabla 1.

Influencia de la trituraciéon de las muestras sobre la extraccién. Variedad: Pinot Noir y

Tempranillo. Nota: IC: A420+A520+A620; IPT: A280; AT: A520, método HCI 1%.

estudiado y optimizado las principales etapas:
trituracioén de las uvas y tiempo y temperatura
de maceracion.

3.1.1. Trituracion de las uvas

Uno de los objetivos de la preparacién de la
muestra a analizar es convertir su forma original
en una forma estable y homogénea. Si la mues-
tra no esta apropiadamente preparada para su
andlisis, los resultados no serin reproducibles.
Se compararon dos tipos muy distintos de equi-
pos homogenizadores para saber si los parime-
tros de calidad de las uvas podrian estar
influenciados por la diferente trituracién de las
mismas:

Homogeneizador Ultra-Turrax T25 a 24.000
r.p.m., disefiado para uso de laboratorio y deter-

3.1.2. Tiempo y temperatura de maceraciin

Uno de los factores mas determinantes a la hora
de realizar cualquier analisis es el tempo nece-
sario para llevarlo a cabo. En el caso que nos
ocupa, la etapa mas critica, en términos de tiem-

po, es la extraccion de los polifenoles. Es por
ello que se realizé un estudio de la cinética de
extraccion de estos compuestos en 4 variedades
de nuestra finca (Tempranillo, Merlot, Pinot
Noir y Syrah) en el transcurso de una macera-
cion de 2 horas tomando submuestras cada 15
minutos y midiendo los distintos parametros de
color (IC, IPT y AT). Para obtener valores lo
a cinética

mas fiables posible, se comprobé es

sobre las distintas variedades de uva estudiadas
por duplicado y en diferentes estadios de madu-
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Cinética de extraccién de antocianos
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Fig.1. Cinética de extraccion de antocianos.

Cinética de extraccion de polifenoles

—@— Tempranilo (27.07.06)
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Fig.2. Cinética de extraccion de polifenoles.

Tempranillo 2007
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Fig.3. Cinética de extraccion del color en uva Tempranillo a tres temperaturas diferentes (25°C,

40°C y 60°C)
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racion, ya que la madurez es un factor a tener en
cuenta sobre la extractabilidad de polifenoles
[18-20]. Los resultados obtenidos mostraron la
misma tendencia cualquiera que fuera el para-
metro medido. A modo de ejemplo, en las Fig. 1
y 2 se presentan la evolucion de los antocianos y
polifenoles totales del homogenizado en el
transcurso de 2 horas. Valorando el compromi-
so entre el tempo de maceracion y la eficacia de
la extraccion, se puede comprobar que 1 hora de
maceracion del triturado de uva es suficiente
para la extracdiéon de la mayoria de los com-
puestos fendlicos.

Por otra parte, teniendo en cuenta que, aparte
del momento de maduracion de la uva, la tem-
peratura también puede influir sobre la extrac-
cion de compuestos, se hacia necesario evaluar
el efecto de este parametro. Para ello se compa-
raron los resultados obtenidos trabajando a tem-
peratura ambiente, a 40°C y 60°C. Con el fin de
conseguir unos resultados lo mas representati-
vos posible, se realizaron ensayos con diferentes
variedades de uva y estadios de madurez. En

cada ensayo se tomaron 300 uvas y después de

triturar se repartieron entre 6 erlenmeyers (50 g
de triturado en cada uno), de manera que las 3
maceraciones (a T* ambiente, 40°C y 60°C) se
hicieron por duplicado. Las submuestras se
tomaron a t = 0, 1, 5, 10, 15, 30 y 60 minutos.
Tras centrifugarlas y filtrarlas se midié la
Intensidad colorante (IC), el IPT y los antocia-
nos (AT) de cada una de ellas. Los resultados
obtenidos demostraron que, a mayor temperatu-
ra de maceracion, mas favorecida se ve la cinéti
ca de extraccion de los analitos. Este comporta-
miento fue similar para todas las variedades de
uva y se ilustra en las Fig. 3, 4 y 5 con la varie-
dad Tempranillo.

La explicacion a estos resultados la encontra-
rlamos en el hecho de que temperaturas proxi-
mas a 40°C hacen mas fragiles las paredes celu-
lares de los hollejos, favoreciéndose el rendi
miento de la extraccion. A 60°C se obtienen
resultados similares que a 40°C pero, a valores
tan elevados de temperatura, los antocianos pue-
den degradarse y evolucionar hacia otros com-
puestos que ya no poseen color rojo. Asi pues,
queda claro que, de entre las opciones evaluadas,
la mejor resulta ser la de 40°C ya que esta tem-
peratura permite obtener, en s6lo 15 minutos de
maceracion, el mismo rendimiento de extrac
cién de polifenoles que el que se obtiene con 1
hora de maceracién a temperatura ambiente.
3.1.3.- Determinaciin de Antocianos totales (AT)

La optimizacion del método pasa por la utiliza-
cién de una técnica de medida de antocianos
totales precisa, sencilla y rapida. Por ello, se
compararon los dos principales métodos de
medida de antocianos totales: el método de
Puissant & Leon [15] por acidificacion del
medio con HCl 1% y el método de Ribéreau-
Gayon & Stonestreet [16] por decoloracion con

SO,.
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En ambos métodos, para expresar el resulta- .
do de antocianos totales referido a Kg de uva, Te mplanlllo
empleamos la formula:

AT (mg/ Kg) = AT (mg/L) x —4—T%=25°C Te=40°C T=60°C
(ml extracto obtenido / g triturado) 12

Para llevar a cabo esta comparacion, se aplica- z
ron ambos métodos de medida de antocianos a g 1.1 i
200 muestras de uvas que agrupaban variedades 8 —————— F—’i—j‘_"
distintas y diferentes grados de maduracion. Tal 2 - 1.0 ==
y como se refleja en la Fig. 6, los resultados 8 = 09
obtenidos con uno y otro método presentaron g g, '
una buena correlacién, aunque cabe destacar oS 0,8 -
que difieren ligeramente en términos de magni- 8
tud. é 07 =/

Concretamente, con el método de Puissant k’
& Leon se obtienen resultados un 20-25% mas 06

e . 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

bajos que por el de Ribéreau-Gayon &
Stonestreet, aunque hay que tener en cuenta que Tiempo (min.)

el primero es mas sencillo y directo. . i i
) Fig.4. Cinética de extraccion de antocianos en uva Tempranillo a tres temperaturas diferentes
(25°C, 40°C y 60°C)

El hecho de tener una respuesta distinta
segin el método utilizado, nos llevd seguida-

mente a calcular la correccion que habria que

aplicar sobre el coeficiente 22.76 de la férmula
original del método de de Puissant & Leon, .
para obtener un resultado comparable al del Tem pranlllo

método de Ribéreau-Gayon & Stonestreet. Tras o T=25°C T=40°C T=60°C
la correccion, la férmula a emplear queda de la

Siglll(‘ﬂ[ﬂ manc:

Antocianos totales (mg/L) = .\52” x 28,6 x
FD.

Por otro lado, se comprobé la repetitividad
de ambos métodos midiendo los antocianos
totales del mismo extracto 10 veces con cada

uno de los dos métodos. Para el ensayo se ana-

PFT (u.a./g)

lizaron los extractos de dos variedades de uva

diferentes, Syrah y Pinot noir. Los resultados

mostraron que el método de Puissant & Leon 09 ?
0

es mas preciso, con un coeficiente de variacion 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

< 1%, mientras que ¢l método de Ribéreau-

Tiempo (min.)

Gayon & Stonestreet presenta un coeficiente de

variacion algo mayor (< 3%). Ambos métodos
muestran una precision aceptable, pero se Fig.5. Cinética de extraccion de polifenoles totales en uva Tempranillo a tres temperaturas dife-
rentes (25°C, 40°C y 60°C)

adopt6 el método de Puissant & Leon por ser

mas rapido y comodo.

3.2. Estudio de la estabilidad de las mues- 1600
tras 4
Como se ha indicado anteriormente, en estu-

dios de investigacion a menudo se requiere con- 1200

y=126x+5,238
R?=0,9842

servar la uva para evitar su deterioro hasta el
momento de procesarla, desconociéndose el 800
impacto sobre el recuento de los compuestos
fenolicos. Para evaluar la estabilidad de las

muestras, se estudio el efecto sobre el color (IC)

S02 (mg/Kg uva)

400 &

Antocianos totales

y el contenido polifenélico (IPT y AT) que tiene

una conservacion prolongada de las uvas tintas

en distintas condiciones. En todos los casos, 0

para comprobar la posible degradacion de la

) . ;i 0 200 400 600 800 1000 1200
muestra (llllillll(‘ su almacenamiento se midie-

ron los valores de estos parametros de distintas Antocianos totales HCI 1% (mg/Kg uva)
muestras (diferentes variedades en distintos

estados de maduracién y, por lo tanto, con dis- Fig. 6. Contenido de antocianos segun el método de Puissant & Leon vs el de Ribéreau-Gayon &

tinta concentracion de compuestos fenolicos) — Stonestreet.
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tras distintos periodos de conservacion y se

compararon con los valores de las mismas

1000

muestras frescas, es decir, analizadas recién
| recolectadas.
800 > 3.2.1. Estabilidad de las uvas refrigeradas y congeladas

El primer estudio que se llevé a cabo consistio
y =0,8346x + 39,614 & P !

* en comprobar el efecto que tiene sobre el color

600 2
R"=0,9923 y los compuestos fenolicos el conservar las uvas
400 refrigeradas (4°C) y congeladas (-20°C).

& En el caso de la conservacion de las uvas en
el refrigerador a lo largo de dos semanas, los

200

resultados obtenidos pusicron de manifiesto la

Antocianos totales (mg/Kg)
extracto congelado 12 meses

ineficacia de dicho tipo de conservacion. A esta

0 - conclusion se llega si se tiene en cuenta que al
0 200 400 600 800 1000 correlacionar los valores de IC, IPT y AT de las

Antocianos totales (mg/Kg) extracto fresco muestras frescas con las refrigeradas sélo se

obtienen unos coeficientes de regresion de 0.90,

} v . : . 0.83 y 0.75, respectivamente. Estas diferencias
Fig. 7. Relacién entre los antocianos medidos en el extracto fresco y en el congelado transcurri- - . .
dos 12 meses podrian estar relacionadas con que la uva pierde
agua y firmeza con el tiempo, lo cual influiria en

¢l recuento de los compuestos fenélicos.

En el estudio del efecto de la congelacion de
. ) ) las uvas se observo algo parecido. En este caso,
—a— Pinot Noir 4 Tempranillo ---0--- Syrah
—=s— Garnacha s Cabemet S.

el coeficiente de regresion entre uvas frescas y

congeladas fue de 0.73 en AT, de 0.84 en IPT y

s variaciones se deben, muy

70 » — S de 0.78 en IC
| probablemente, a que en las uvas congeladas los
60 cristales de hielo rompen las membranas de las
células de los hollejos facilitando la salida de los
50 antocianos, lo cual falsearia el resultado [17, 21].
A la vista de los resultados obtenidos se hace
40 patente que ni un analisis de uva refrigerada mas
de 24 horas ni un andlisis de uva congelada refle-
30 jan la realidad de la uva en la cepa para un estu-
dio de seguimiento de madurez fenolica.
20 o ) . 3.2.2. Eistabilidad de los extractos

fraseo 24h. 48h 15dias 2meses 4meses 6meses 12 meses Prosiguiendo con el estudio, se decidio compro-
bar la estabilidad en el tiempo de los extractos

obtenidos a partir de las muestras recién reco-
Fig. 8. Evolucion de la tonalidad [(A420/A520) x 100] de extractos conservados en refrigeracion  lectadas utilizando el método optimizado. Una
(4°C) a lo largo de 1 afio. vez obtenidos los extractos, una parte de éstos

se mantuvo en refrigeracion a 4°C y el resto se
congel6 a -20°C.

Los parametros de color de los extractos

refrigerados mostraron una correlaciéon lineal
) 2

. perfecta a las 24h respecto al extracto fresco (R*
4 Tempranillo ---o-- Syrah —s— Garnacha = Cabernet S. 00
> 0.99). Al prolongarse el estudio de la conser-
vacion de los extractos refrigerados a lo largo
del tiempo (48 h, 15 dias, 2 me 6
ses, 12 meses) se comprobo que esta correla-

cién se mantiene hasta los dos meses ya que, a

60

4 me

50
40

partir de aqui, el valor del coeficiente de correla-
cién empieza a bajar hasta que, a los 12 meses,

30

llega a un valor de 0.93.
20 Por otro lado, se quiso también comprobar
los resultados obtenidos congelando el extracto

10 obtenido y midiendo los parimetros de color a

lo largo del tiempo (24 h, 48 h, 15 dias, 2 meses,

4 meses, 6 meses, 12 meses). En este caso, se
fresco 24h. 48h. 15dias 2meses 4meses 6meses 12 meses 5 )
comprobd que los extractos congelados son

mucho mas estables que los refrigerados ya que

Fig. 9. Evolucion de la tonalidad [(A420/A520) x 100] de extractos conservados en congelacion :l o 2\@:01)1(;¢ “;m Lm‘l ‘lm rL\((?\ pr“; .
(-20°C) a lo largo de 1 afio ba un R“ = 0.99, valor que se mantuvo a lo largo
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de los 12 meses que se prolongé el estudio.
Estos resultados demostraron que el extrac-
to no sufre una variacién significativa en su
composicion. Esto significa que el extracto con-
gelado es estable y que, por lo tanto, es la herra-
mienta perfecta para conservar intactos los
parametros de la uva en el momento del mues-
treo, lo cual permitiria el seguimiento de la
madurez fendlica de forma fiable.
3.2.3. Influencia del tiempo en la calidad de los extrac-
tos
Con los estudios presentados en los parrafos

anteriores, se demostré que los parimetros de
color medidos en los extractos no variaban con
el tiempo si se mantenian en unas determinadas
condiciones. Sin embargo, para comprobar la
validez real de este método de conservacion, se
hacia necesario comprobar también la conser-
vacion de la calidad del extracto, es decir, com-
probar si se mantenia el color original de la
muestra recién recolectada. Se sabe que con el
tiempo, el color rojo (Agp() de los antocianos
se pierde por oxidacion o por combinaciones
con otros compuestos que hacen aumentar la
componente amarilla (Agp). Asi pues, en esta
parte del estudio se hizo un seguimiento de las
componentes roja (%eAgp(), amarilla (YoAyp0)
y tonalidad (importancia relativa del amarillo
sobre el rojo (Agpg / A 5p0) x 100) de los
extractos refrigerados y congelados.

La grafica 8 muestra la evolucién de la tona-
lidad de los extractos conservados en refrigera-
cién y la 9 muestra la evolucién de la tonalidad
de los extractos conservados en congelacion. Se
observa un crecimiento progresivo de la com-
ponente amarilla en los extractos refrigerados,
que se hace patente a partir de los 2 meses,
mientras que este comportamiento no se apre-
cia en los extractos congelados. El estudio de la
evolucién de la componente roja a lo largo del
tdempo confirmé que los extractos refrigerados
pierden su color rojo con el tiempo.

Podemos afirmar que el extracto refrigerado
muestra el mismo comportamiento que un
vino: crece ligeramente su componente amarilla
en detrimento de la roja. Esto se explica por las
combinaciones directas entre taninos y antocia-
nos que disminuyen el color rojo y elevan la
tonalidad anaranjada del extracto. La congela-
cién evita este tipo de reacciones de manera que
los extractos congelados se mantienen estables
durante méds tempo, permitiendo un anlisis
mas fiable que el de los extractosrefrigerados.

3. CONCLUSIONES

Tal y como ya se ha expuesto a lo largo de este
trabajo, y a partir de los resultados obtenidos en
la optimizacion del método de extraccion de los
compuestos fendlicos se concluye que:

El empleo de equipos homogenizadores de
distinta naturaleza no supone diferencias signi-
ficativas sobre el recuento de compuestos feno-
licos, por lo que cada laboratorio puede optar
por el que considere mas conveniente, siempre

que ambos trituren las mismas partes de la baya.

Si en lugar de trabajar a temperatura ambien-
te (como se trabaja en el método de partida) se
aumenta la temperatura de trabajo a 40°C, el
tempo de extraccion pasa de 1 hora a tan solo
15 minutos, lo que disminuye considerablemen-
te el tiempo de anilisis. Para llevar a cabo el
recuento de antocianos totales de manera mas
rapida y sencilla que con el método de
Ribéreau-Gayon & Stonestreet [16], y obtenien-
do resultados similares, puede utilizarse el
método de Puissant & Leon [15] aplicando una
correccioén sobre su formula. Respecto al estu-
dio realizado sobre la conservacion de muestras
se llega a las siguientes conclusiones. Hay que
evitar trabajar con uvas que no sean frescas (sea
cual sea el método de conservacion empleado)
dada la escasa fiabilidad de los resultados que
éstas proporcionan. Se puede trabajar con
extractos de uvas conservados de manera con-
trolada ya que éstos aportan toda la informa-
cién de la uva fresca, tanto en términos de con-
centracién de polifenoles como en facilidad
para ser extraidos. En lo que al método de con-
servacion se refiere, los extractos congelados se
muestran mds estables en el tiempo que los
refrigerados, por tanto, la congelacién de los
extractos (y no de las uvas) es el procedimiento

correcto de conservacion de muestras.
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Summary

(Received 20 March 2011; Accepted in revised form 1 August 2011)

Herein, the phenolic composition and colour attributes of red grapes extracts (obtained with a fast
methodology) were correlated with those of their corresponding wines to predict the final quality properties
of wines. The phenolic parameters were evaluated as total phenolic compounds (TPC), total anthocyanins
(TA) and total condensed tannins (TCT), whereas the chromatic parameters were evaluated as colour
intensity (CI), tonality (To), and the percentages of yellow, red and blue tones. All of them were determined
by usual UV-Vis spectrophotometric methods. To get robust models, grapes of five red varieties were
collected at three different ripening stages throughout the 2009 vintage. Good correlations between the
results from grapes and wines were obtained, showing high regression coefficients and low prediction errors
for TPC (R*> = 0.929, RMSE = 5.99%), TA (R> = 0.953, RMSE = 7.23%) and CI (R> = 0.954,
RMSE = 7.58), concluding that these wine phenolic properties can be predicted reliably from the extracts
obtained with an optimised fast extraction method from grapes on the ripening controls along the maturity

process.

Keywords

Introduction

The harvest date is one of the most critical factors to get
quality red wines and it is conditioned by the ripeness
grade of grapes. Traditionally, the grape ripeness has
been determined by the technological ripening, also
called pulp ripening, that implies the measure of the
sugar/acid ratio in the pulp of grapes because both
parameters give to wine its characteristic alcohol-acidity
balance after alcoholic fermentation. However, when
considering red grape varieties, it is also necessary to
determine the phenolic ripening as it influences the
stability of the red wine colour, mainly if that wine will
be aged. From an oenological point of view, anthocy-
anins and tannins are the two most important phenolic
families in red grapes. Anthocyanins, located at the red
grape skins, are responsible for the red wine colour,
while tannins, located at grape seeds and skins, play an
important role on some of the mouth-feel properties, as
astringency and bitterness, as well as on the colour
stabilisation of red wines during storage (Ribéreau-

*Correspondent: Fax: +34977558446;
e-mail: olga.busto@urv.cat

doi:10.1111/j.1365-2621.2011.02784.x

Chromatic parameters, phenolic compounds, phenolic ripening, red grapes, wine quality prediction.

Gayon et al., 1999). Both the quantity and the extract-
ability of anthocyanins and tannins increase throughout
grape ripening. Indeed, wines obtained from well-ripe
grapes have much colour and are richer in phenolic
compounds than wines obtained from unripe grapes
(Ribéreau-Gayon et al., 1999). Although the phenolic
composition of grapesisaffected by many factors, the most
important are the grape variety (Romero-Cascales et al.,
2005) and the climatic conditions (Chorti ez al., 2010).

Although there are a great number of different
methods to determine the phenolic ripening of grapes,
up to now, none universal method is accepted. Among
all the published methods about grape phenolics extrac-
tion, it can be distinguished between the ones where the
whole berries are analysed (Lamadon, 1995; Saint-Cricq
et al.,1998; Cayla et al., 2002; Iland, 2004; Jensen et al.,
2007; Fragoso et al., 2011) and the ones where skins and
seeds are separately processed (Di Stefano & Cravero,
1991; Venencie et al., 1997; Spagna et al., 2003; Mufioz
et al., 2008).

The main variables that influence the yield and rate of
phenolic extraction from grapes are particle size, tem-
perature, maceration time, pH, solvent-to-solid ratio
and type of solvent used. All these variables have been

© 2011 The Authors. International Journal of Food Science and Technology © 2011 Institute of Food Science and Technology
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optimised in a previous study and the extraction method
developed allows obtaining representative phenolic
extracts in only 15 min (Fragoso et al., 2011).

The correlation between the phenolic composition of
grapes and the phenolic composition and the colour
properties of their corresponding wines has been already
studied, because it could be a good way to predict the
wine characteristics after winemaking and, therefore, to
determine the optimum harvest date. In some cases, the
prediction cannot be performed due to the mismatch
between the phenolic composition of grapes and wines
(Gonzalez-Neves et al., 2002; Mattivi et al., 2002; Ro-
mero-Cascales et al., 2005). On the contrary, there are
recent studies that demonstrate that it is possible to
obtain good results either by direct regression (Gon-
zalez-Neves et al., 2004; Cagnasso et al., 2008; Konto-
udakis et al., 2010) or by multivariate calibration
(Jensen et al., 2008; Gonzalez-Neves et al., 2010), being
this last one widely used in food and wine qualitative
analysis (Kallithraka et al., 2001; Tzouros & Arvanito-
yannis, 2001).

To ensure a high concordance between experimental
data and calculated values by using the prediction
models it is necessary, not only a high correlation
coefficient between the phenolic composition of grapes
and wines, but also a low predictive error. Since this
information is not provided in the studies carried out up
to now and, moreover, the methodologies proposed are
time-consuming and difficult to be implemented in
cellars, this problem remains unsolved.

Thus, the aims of the study herein presented were to
find direct relationships between the phenolic composi-
tion and the colour attributes of red grapes (determined
in the representative extracts obtained by a fast method
previously optimised) and those measured in their
respective wines, as well as to evaluate the prediction
error of these regression models.

To build robust models of prediction, we considered
the natural variability of the grape samples by using five
different red grape varieties collected at different ripen-
ing stages.

The grape phenolics were extracted by using a fast,
simple and accurate extraction procedure that we have
previously developed (Fragoso et al., 2011). At the same
time, some clusters of these samples were chosen to be
microvinified using a standard vinification procedure.
The phenolic contents and the chromatic parameters of
both sets (grape extracts and wines) were characterised
by colorimetric analysis.

Materials and methods

Reagents and standards

The standards of malvidin-3-glucoside (purity = 90%)
and (+)-catechin (purity = 96%) were purchased from

International Journal of Food Science and Technology 2011

Fluka (Madrid, Spain). Methyl cellulose (M-0387) was
supplied by Sigma Aldrich (Madrid, Spain). Gallic acid
monohydrate (purity of 99.5%) and the rest of chem-
icals used for the study were of analytical-reagent grade
and provided by Scharlab (Barcelona, Spain). Selected
yeasts (AWRI 596) were purchased from Agrovin
(Ciudad Real, Spain). The fermentation activators
(Actiferm 1 and 2) and the potassium bisulphite
(purity = 95%), were supplied by Martin Vialatte Oe-
nologie (Epernay, France).

Grape samples

Fresh grapes from five red cultivars (544 vines of
Tempranillo, 424 vines of Merlot, 424 vines of Syrah,
476 vines of Carifiena and 502 vines of Cabernet
sauvignon) were collected from the experimental vine-
yard belonging to the Faculty of Enology (Rovira i
Virgili University) located at Constanti (Tarragona,
Spain). Each grape variety was sampled at three
different ripening stages covering the grapes develop-
ment from ‘veraison’ (first stage) until harvest (complete
ripeness and last stage) of 2009 vintage.

All along the period of time considered, grape samples
were collected following an identical and precise proto-
col: same vines, properly identified, were sampled in the
morning (8:00 AM) by the same analyst. Then, grapes
were transported immediately to the laboratory.

The sampling was carried out taking into account the
fruit position variability on the cluster, of the cluster on
the vine and of the vine in the vineyard, as well as from
variations in sun exposure to asses a representative
sample of the vineyard. Each sample consisted on 300
berries randomly collected from 100 vines (200 berries
for phenolic ripening and 100 for pulp ripening).
Special care was taken to obtain a wide distribution
of berries in the cluster, so three grapes from each
cluster were selected: one was taken from the top, one
from the bottom, and one from the middle of the
cluster.

Grape extracts

The pulp ripening determination at each sampling date
was assessed by measuring the weight corresponding to
100 grapes (g), as well as the total soluble solids (°Brix,
by refractometry), total acidity (by titration with
NaOH) and pH of the grape must. Total soluble solids
were directly related to the sugar content of must (g L™")
and probable alcoholic degree (%vol.) of wine.

To carry out the phenolic ripening study, a previ-
ously optimised extraction method (Fragoso et al.,
2011) was employed. According to this method, every
set of 200 berries for each sample was de-stemmed and
crushed (including seeds) by a high-speed homogeniser
at 24 000 rpm to obtain a smooth paste. Then, 50 g of

© 2011 The Authors
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homogenate were placed in a stopper flask and 100 mL
of extracting solution (85 mL of HCI 0.1% and 15 mL
ethanol 96%) were added. Flasks were kept into a
thermostatic bath at 40 °C during 15 min under
magnetic stirring. This procedure was done in duplicate
for each variety and ripening stage. The sample was
then centrifuged, the supernatant reserved and the
residue re-suspended with 50 mL of the extracting
solution. After centrifugation, the supernatant was
joined with the first one and the volume was brought
to 200 mL with the extracting solution to achieve a
constant and exact final volume. Colour and phenolics
content of this extract were spectrophotometrically
analysed.

Micro-vinifications

Around 12 kg of grapes of each variety at each of the
three ripening stages established were randomly and
carefully (only one cluster from each vine and from
marked vines which combined sun and shadow) col-
lected and vinified separately. These grapes were col-
lected the same day that the ones used to determine both
the pulp and the phenolic ripening analysis.

Grapes were manually de-stemmed and crushed using
a manual crusher fitted with stainless steel rollers. Then,
4 kg of crushed grapes were introduced into a plastic
container of 6 L and 0.12 g of K,S,05 per kilogram of
grape was added

The alcoholic fermentation was carried out by selected
yeasts (AWRI 596), which were inoculated (0.20 g kg™
of grape) the same day of harvest. Fermentation
activators were firstly added 24 h after yeast inoculation
(Actiferm 1) and also when density values arrived at
1040-1050 g L™" (Actiferm 2). Must density and tem-
perature were daily measured. Must temperature during
fermentation was controlled by keeping the plastic
containers into a thermo-controlled room in order to
prevent the temperature from exceeding 30 °C.

When the alcoholic fermentation finished (between
the 5th and the 7th day) the subsequent maceration was
extended until the 10th day. During both periods, the
cap was punched down once a day. The 10th day, an
aliquot of 20 mL of each free-run wine was taken to be
analysed.

Instrumentation

Grapes were homogenised using a high-speed homog-
eniser Ultra-Turrax® T-18 (IKA, Wilmington, USA)
equipped with a SI8N-19G rotating shaft. Sample
centrifugation was carried out by a Hettich Universal
32 R centrifuge (Tuttlingen, Germany). The absor-
bances were measured using a Helios y Thermo Spec-
tronic UV-Vis spectrophotometer (Thermo Electron
Corporation, Cambridge, UK).

© 2011 The Authors

Analytical measurements

The phenolic parameters measured on both grape
extracts and wines were total phenolic compounds
(TPC), total anthocyanins (TA) and total condensed
tannins (TCT). The chromatic Glories parameters used
to describe their respective colour on both grape extracts
and wines were measured as colour intensity (CI),
tonality (To), percentage of yellow (% Yellow), percent-
age of red (% Red) and percentage of blue (% Blue)
(Glories, 1984). All these parameters were determined
by spectrophotometric analyses.

Colour Intensity represents the total amount of colour.
It was calculated as the sum of the absorbances at 420,
520, and 620 nm measured in a | mm quartz cuvette,
although it was expressed for a 10 mm optical path
cuvette (Eq. 1).

Tonality indicates the relationship of the yellow-
orange pigments (420 nm) over the red ones (520 nm)
(Eq. 1):

Aso

Cl = Agpo + Asyo + Aso.  To =

1

Aszo M)

Colour composition indicates the contribution of each

one of the three components (yellow, red and blue) in
the overall colour (Eq. 2):

Asx

420 Y Red =22 x 100.

A

% Yellow = <7 x 100.
A

% Blue = % % 100 (2)

Total phenolic compounds were determined by mea-
suring the absorbance at 280 nm after dilution 1:50 with
distilled water in a 1 cm quartz cuvette (Ribéreau-
Gayon et al., 1999). TPC content was expressed in mg of
gallic acid by the external standard method.

Total anthocyanins were determined by measuring the
absorbance at 520 nm after dilution 1:25 with HC1 0.1 m
in a 1 cm plastic cuvette (Blouin, 1992). TA content was
expressed as mg of malvidine-3-glucoside by the external
standard method.

Total condensed tannins were determined by precipi-
tation with methyl-cellulose (Mercurio et al., 2007). This
is an indirect analytical method that measures the
absorbance difference between the sample (blank) and
the same sample after precipitation with methyl-cellu-
lose at 280 nm. The total condensed tannins were
expressed as mg of catechin by the external standard
method.

Statistical analysis

To determine the statistically significant differences
among the values of the different samples parameters,
the analysis of the variance (ANova) and the least

International Journal of Food Science and Technology 2011
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significant difference (LSD) test were performed consid- Flaorm8 &
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for the pulp ripening. As it can be seen, samples covered e
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sions about the behaviour of varieties along ripening. s| 5 @ 0 ©
. - © Mo mMmw N
It should be noted that the berry weight decreased as £l 3 2 |deson @
the sugar content increased because of the water loss g Ele|="+
that takes place along ripening, in agreement with g N - ©
previous studies (Roggero et al., 1986; Downey et al., :QE & § é E § 3 &
2003; Ryan & Revilla, 2003; Pérez-Magariio & Gon- £ ~ oo
zalez-San José, 2006). However it should be also taken g > - e
into account that the most pronounced lost of water - 2lz22z22 3
occurs when the harvest date is delayed and an over- E NEEEER A
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size of grapes because, since anthocyanins are located in wlg o 8282 7
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Cabernet sauvignon

11 Sep 21 Sep

28 Aug

Carifena
10 Sep

Merlot Tempranillo
11 Aug 1 Sep 14 Sep 12 Aug 26 Aug 9 Sep 27 Aug 3 Sep

2) corresponding to the parameters of extracts at the three chosen sampling dates

Syrah
7 Sep

24 Aug

Table 2 Mean values (n

10 Aug

© 2011 The Authors
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TPC, total phenolic compounds (mg kg™ gallic acid); TA, total anthocyanins (mg kg~' malvidine-3-glucoside); TCT, total condensed tannins (mg kg™ catechin); Cl, colour intensity

(absorbance units, a.u.); To, tonality. Values with the same letter between sampling dates, for each variety and parameter, were not significantly different according to LSD test (o = 0.05).
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extracts studied together with the results of the least
significant difference test (LSD), which allows deter-
mining the influence of the sampling date for each
variety.

As it can be seen the chromatic parameters (tonality,
% yellow, % red and % blue) of grape extracts did not
show a clearly defined trend along ripening among all
varieties. Indeed, only the colour intensity (CI) shows a
clear increasing tendency throughout ripening, which is
especially significant during the first period, i.e. between
the first and the second sampling dates. However,
although they did not seem to be good phenolic ripening
indicators, it is important to measure these parameters
to check whether they are correlated with those of the
corresponding wines.

For the phenolic parameters, we found a remarkable
growth on the TPC and TA phenolic parameters
between the first and the second sampling points,
followed by a stabilisation or slightly decrease in the
third sampling point. This behaviour agrees with the one
observed in other studies (Canals et al., 2005) which
related the anthocyanins falls with the beginning of the
post-maturity process (Pérez-Magarifio & Gonzalez-San
José, 2006). The reason for the slight drop of anthocy-
anins content at the harvest moment could be due to the
combination of the anthocyanin with tannins (Jackson,
2008).

Moreover, the values of TPC and TA matched with
those expected, except for the Cabernet sauvignon
variety that showed an uncommon behaviour. Although
Cabernet sauvignon is considered a high coloured
variety due to its high skin-to-flesh ratio, it presented a
low and changeless value of TA. This is because the
vineyard area where this variety grows accumulates a lot
of wet, making difficult a proper ripening process in
terms of pigments accumulation. However, even with
this unusual oenological finding, these samples are
suitable to build the correlation models because they
increase the natural variability of the samples.

Regarding TCT, the analyses of whole berries,
including powdered seeds, did not show a clear trend
because, whereas the tannin concentration increases in
the skins over ripening, this concentration decreases in
the seeds during this process (Ribéreau-Gayon et al.,
1999). Therefore, when considering the whole, these
concentrations were balanced along ripening and
remained almost constant.

Another issue that should be noted is that, as shown
in Table 2, the phenolic parameters showed a wide range
of values with a high variability between cultivars. This
wide range is because of the suitable sampling per-
formed in the present study where different ripening
stages were considered. Therefore, unlike other studies
where only ripe grapes were considered (Jensen et al.,
2008), this high variability ensures the achievement of
robust correlation models.
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TCT) in grape extracts than in the wines obtained from
their conventional vinification.

Figure 1 shows the ratio between the phenolic content
measured in wines and grape extracts of the five varieties
over the sampling time. Since this ratio provides the

(a) 060 4
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Figure 1 Evolution of the total phenolic compounds, TPC (a), total
anthocyanins, TA (b) and total condensed tannins, TCT (c) transfer
ratio from grapes to wines, for the five grape varieties over the ripening
process.

© 2011 The Authors
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phenolics transfer rate from grape to wine along
ripening, it can be observed a general trend showing
that the amounts of the three phenolic compounds in
wines increased along grape ripening. This behaviour is
due not only to the accumulation of phenolic com-
pounds during ripening, but also to their solubility
increase. This increase can be attributed both to the
weakening of the cell wall structure that favours their
diffusion into the wine (Saint-Cricq et al., 1998; Ribé-
reau-Gayon et al., 1999) and also to the sugar accumu-
lation which leads to an ethanol content increase after
maceration/fermentation that provides a higher extrac-
tion of phenolics from seeds and skins (Canals ez al.,
2005).

However some exceptions to this general trend are
observed. Thus, the first TPC value obtained for
Carifiena and Cabernet Sauvignon and also the first
TA value obtained for Carifiena showed a negative
trend. This indicates that, in these cases, the unripeness
of these grapes made less efficient the fast extraction
method. Related to the TCT values, it should be pointed
out that the negative trend that presented three of the
varieties studied in their first point was due to the higher
standard deviation of the measurements (Tables 2 and
4).

Correlation between grape and wine composition

To determine whether the phenolic and chromatic
parameters of grapes were able to predict the ones
corresponding to wines, a regression line for each
parameter was built by plotting the grape response
against the wine response. Taking into account the wide
range of values considered when building these lines
(five different grape varieties at three ripening stages),
the findings coming from this study should be consid-
ered highly significant. The suitability of the correlations
established was evaluated not only by the correlation
coefficients but by the on line linearity values (LOL).

As the correlation coefficients revealed (Table 5),
there was a high significant correlation between CI of
grape extracts and TPC and TA of wines, and vice versa,
and also when considering TPC and TA parameters
from wine and grape extracts. The high correlation
coefficients between CI and TA in grapes and wines were
due to the fact that anthocyanins are the main respon-
sible of the red wines colour (CI). On the other hand,
since anthocyanins also absorb at 280 nm, it is obvious
TPC contents includes anthocyanins, so a good corre-
lation between both parameters was expected in
advance.

In contrast, a lack of correspondence between
contents of TCT on grape extracts and on wines
(R = 0.092) was observed. This bad correlation was
attributed to the different amount and type of
compounds extracted from grapes by the accelerated
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Table 5 Correlation coefficients between phenolic and chromatic parameters of grape extracts and wines
Wine

Grape TPC TA TCT Cl To % Yellow % Red % Blue
TPC 0.964%** 0.917*** —-0.462 0.885%** -0.167 —-0.342 -0.122 0.730%**
TA 0.869%*** 0.976*** —0.729** 0.986%*** -0.395 —-0.548* 0.110 0.585*
TCT 0.670%** 0.521* 0.092 0.476 —-0.040 -0.153 -0.134 0.481
Cl 0.813*%** 0.942%** —0.761%%** 0.977*** -0.510* —0.650** 0.239 0.485
To 0.315 0.480 —-0.526* 0.447 0.123 0.075 -0.198 0.271
% Yellow 0.262 0.434 —-0.486 0.401 0.117 0.079 -0.175 0.221
% Red —-0.444 —-0.590* 0.630* —-0.557* -0.124 —-0.047 0.247 —-0.406
% Blue 0.662** 0.645%* -0.631* 0.636* —-0.066 -0.070 -0.289 0.656**

TPC, total phenolic compounds (mg gallic acid); TA, total anthocyanins (mg malvidine-3-glucoside); TCT, total condensed tannins (mg catechin)
expressed per kg of grapes and per litre of wine; Cl, colour intensity (absorbance units, a.u.); To, tonality.
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001

Table 6 Regression parameters of the models built for the calculation of the wine characteristics by the grape extract analysis (n = 15)

Extract (x)

versus wine (y) Slope = C.I. Intercept = C.I. LOL (%) R? RMSE (%)
TPC 0.55 = 0.09 —79.14 + 149.03 92.35 0.929 5.99
TA 0.62 = 0.08 -152.87 = 63.31 93.85 0.953 7.23
TCT 0.02 £ 0.13 473.72 = 331.77 —-198.92 0.009 24.38
CI* 1.64 = 0.21 -6.30 + 2.24 93.94 0.954 7.58

TPC: Total phenolic compounds (mg gallic acid); TA: Total anthocyanins (mg malvidine-3-glucoside); TCT: Total condensed tannins (mg catechin)
expressed per kilogram on grapes and per litre on wines; Cl*: Colour intensity (absorbance units; a.u.). C.l.: confidence intervals. RMSE: The root mean
square error, which represents the prediction error of the wines parameters by the grape analysis.

extraction method (where seeds and skins were
crushed) than those extracted during winemaking
(where the seeds and skins kept intact because wines
are obtained by free-run, without pressing). Then, this
different composition and polymerisation degree of
condensed tannins in grapes and wines would provide
different interactions with methyl cellulose what would
affect the analytical measurement. To corroborate this
different behaviour, we evaluated the precision of the
precipitation method (replicates = 10) and whereas
the coefficient of variation (CV%) in grape extracts
was around 3%, when working with wines this
value was greater than 20%. Thus, this high uncer-
tainty of the TCT results in wines would be the
responsible for the lack of correlation between grapes
and wines.

Therefore, among the phenolic parameters evaluated,
TCT was the only one not reliable enough to be used as
a predictor of wine quality when using the extraction
and analytical methods chosen in this work.

Another interesting finding is related to the mismatch
between the values of the chromatic parameters found
for grape extracts and those corresponding to wines.
This divergence was due to the different pH for both
solutions (the pH of grape extracts was below 2.0 and
pH of wines was around 3.4) which affects the pigments

International Journal of Food Science and Technology 2011

equilibrium and determines their colour (Kontoudakis
et al., 2010). Thus, although chromatic parameters are
widely used when determining colour characteristics of
wines using different red grape varieties (Gonzalez-
Neves et al., 2004), different oenological treatments on
the winemaking process (Gordillo ez al., 2010) and also
when studying colour development by natural (Pérez-
Magariiio & Gonzalez-San Jos¢, 2006) or accelerated
aging (Cano-Lopez et al., 2006), the chromatic param-
eters are not suitable to establish direct correlations
between grape extracts and wines.

Since only the phenolic parameters were suitable to
predict the wine properties from grape extracts, then, we
evaluated the regression parameters of their correlation
lines. Table 6 shows these values together with the
regression coefficients (R?), the on line linearity values
(LOL) and the predictive error. Moreover, Fig. 2 shows
graphically the correlations between the values of CI,
TPC, TA and TCT obtained for the grape extracts and
their corresponding wines. As it can be seen, good
results were obtained except for TCT mainly due to the
great structural diversity of wine tannins in contrast to
grape tannins.

Regarding the slopes of the different lines obtained,
these provided very interesting information. Thus, the
values of TPC (0.55) and TA (0.62) suggested that

© 2011 The Authors
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Figure 2 Regression plots between total phenolic compounds, TPC (a); total anthocyanins, TA (b); total condensed tannins, TCT (c) and colour
intensity, CI (d) of the grape extracts and wines obtained from 5 grape varieties harvested at three different ripening stages along 2009 vintage.

during winemaking process the grape extraction yield
was about 55% when considering TPC and about 62%
when measuring TA. On the other hand, the slope value
corresponding to CI (1.64) suggested that the amount of
colour of the obtained wines was 1.64 times greater that
the amount of colour measured in grape extracts.

However, the most remarkable results are the good
linearity of the regression lines calculated for CI, TPC
and TA in the range of concentrations studied
(LOL > 90% and R* > 0, 92) and the very satisfactory
predictive errors obtained when using these regression
lines or models. To evaluate the predictive ability of
these models, which was an unsolved matter in this type
of studies, we calculated the root mean square error
(RMSE %) and we obtained error values of 5.99% for
TPC, 7.23% for TA and 7.58% for CI when the wine
results were predicted from the values obtained through
grapes analysis. From these good results we can
conclude that the extraction method used in this study
provides suitable grape extracts to predict their wine
phenolic parameters (except TCT).

Conclusions

The extraction method of red grapes used is fast and
simple what implies an advantage over other method-
ologies described that are more time-consuming.

© 2011 The Authors

With the method proposed it is possible to obtain
very good correlations (R> > 0.9) between phenolic
parameters of the grape extracts and those of their
corresponding wines. Thus, the colour intensity (CI),
the total phenolic compounds (TPC) and total antho-
cyanins (TA) could be suitable predictors of some
quality attributes of wine quality with predictive errors
<8%.

Moreover, the goodness of the models obtained by
direct relationships between grape and wine phenolics
would provide an interesting analytical tool to the
enologists when trying to predict wine features from
grape analysis along the ripening period.
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ABSTRACT: The content of phenolic compounds determines the state of phenolic ripening of red grapes and is a key criterion in
setting the harvest date to produce quality red wines. In this study, the feasibility of Fourier transform mid-infrared (FT-MIR)
spectroscopy combined with partial least-squares (PLS) regression to quantify phenolic compounds is reported. The reference
methods used for quantifying these compounds (which were evaluated as total phenolic compounds, total anthocyanins, and
condensed tannins) were the usual ones used in cellars that employed UV—vis spectroscopy. To take into account the high natural
variability of grapes when building the calibration models, fresh grapes from six varieties, at different phenolic ripening states were
harvested during three vintages. Destemmed and crushed grapes were subjected to an accelerated extraction process and used as
calibration standards. A total of 192 extracts (objects) were obtained, and these were divided into a training set (106 objects) and a
test set (86 objects) to evaluate the predictive ability of the models. Among the different MIR regions of the extract raw spectra, those
that provided the highest variability on the absorption were selected. The results showed that the best PLS regression model was the
one obtained when working in the region of 1168—1457 cm ™" because it gave the most accurate and robust prediction for total
phenolic compounds (RMSEP % = 4.3 and RPD = 4.5), total anthocyanins (RMSEP % = 5.9 and RPD = 3.5), and condensed
tannins (RMSEP % = 5.8 and RPD = 3.8). Therefore, it can be concluded that FT-MIR spectroscopy can be a fast and reliable
technique for monitoring the phenolic ripening in red grapes during the harvest period.

KEYWORDS: FT-MIR spectroscopy, phenolic compounds, PLS regression, phenolic ripening

H INTRODUCTION to make the most of its potential both for qualitative analysis and for
quantitative analysis. Partial least-squares (PLS) regression is a multi-
variate calibration method that is particularly useful when we need to
predict a set of dependent variables from a large set of independent
variables (i, predictors)."!

FT-MIR equipments have already been demonstrated to be
suitable for routine qualitative analysis and process control in
wineries by analyzing raw materials, ' monitoring the fermenta-
tion '*'* or determining some of the main compounds in wine
such as ethanol, organic acids, or sugars.">™'” In regard to the
analysis of phenolic compounds, there are also some applications
of FT-MIR spectroscopy related to the quantification of these
compounds in white'® and red wines."”"** However, studies to
determine the concentration of phenolic compounds in red grape
homogenates have been developed using near-infrared spectroscopy
(NIR).2>*® Moreover, in this study frozen samples were used for
developing the calibration models, and this sample conservation
treatment affects the accuracy of the predictive results as we demon-
strated in previous studies,*” mainly due to the effect of the rupture of
the cell membrane of the skins by the ice crystals, which could affect
the precision of the extraction step.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the potential of
FT-MIR, combined with PLS multivariate calibration, for quan-
tifying phenolic compounds in red grape. With this objective, the
phenolic contents (evaluated as total phenolic compounds, total

The study of phenolic compounds has taken on a special signi-
ficance in recent years due to their contribution to the organoleptic
properties of red wine. The two most important classes of phenolic
compounds found in grapes are anthocyanins and tannins.! Antho-
cyanins, located in grape skins, are responsible for the color of red
grapes.” Tannins, located in grape seeds and skins, are mainly respon-
sible for mouthfeel properties such as astringency and body of wine.?
Moreover, tannins are important because they affect the development
of color during wine aging. The concentration of the phenolic
compounds increases during grape ripening, although it is affected
by many factors including grape variety,* climatic and soil conditions
(“terroir”),>® and viticulture techniques and enological treatments.”®
Therefore, the determination of this concentration, which has a direct
relationship with the phenolic ripening state, is a key criterion in
setting the harvest date to produce quality red wines.

The usual analytical methods used to quantify the phenolic
parameters in grapes are based on spectrophotometric measurements
at 520 nm for total anthocyanins® and at 280 nm for total phenolic
compounds® and condensed tannins.'® These methods are generally
used in cellars because they are sufficiently simple and precise.
However, during grape ripening controls, a large number of samples
have to be analyzed daily and, then, these methods become tedious
and time-consuming,

The use of spectrometric techniques, such as Fourier trans-
form mid-infrared (FT-MIR) spectroscopy, has recently emerged as a

powerful analytical tool that allows the fast and simultaneous analysis Received: ~ October 15,2010
of several parameters in a large number of samples. Due to the great Accepted:  January 25, 2011
amount of information about the sample composition that each FT- Revised:  January 25, 2011
MIR spectrum provides, it is necessary to use of chemometrics tools Published: February 18, 2011
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anthocyanins, and condensed tannins) of different fresh red
grapes at different degrees of maturity were spectrophotometri-
cally determined according to the methods usually employed in
cellars, and the results obtained were correlated with FT-MIR
response. Then, the models obtained were used to predict the
concentration of new samples. From these predictions we
evaluated the reliability of this technique for providing the value
of some phenolic parameters commonly used in cellars, which
would allow this technique to be used to monitor phenolic
ripening in red grapes.

B MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation. Fresh grape berries of six red varieties
(Merlot, Tempranillo, Syrah, Garnacha, Carinena, and Cabernet
sauvignon), at different states of phenolic ripening (from veraison until
harvest) and from three different vintages (2007, 2008, and 2009) were
obtained from the experimental vineyard of the Faculty of Oenology of
Tarragona (Rovira i Virgili University, Spain). To ensure a representa-
tive sampling, 200 berries from central rows and alternative vines,
combining sunlight and shadow and different parts of the cluster
(upper, middle, and bottom) were chosen.

Grapes were destemmed and ground at room temperature using an
Ultra-Turrax high-speed homogenizer at 24000 rpm for 2 min to get a
smooth paste. The phenolic compounds of each sample were extracted
by using the method previously optimized in our laboratory®” that
provides a recovery of total phenolic compounds of >95%. Therefore, S0
g of paste was macerated during 15 min at 40 °C in a hydroalcoholic acid
solution (85 mL of HCI 1% v/v + 15 mL of ethanol 96%) under
constant agitation. Then the sample was centrifuged for 10 min at 8000
rpm, and the precipitate was resuspended in 50 mL of extracting solution
and recentrifuged. Finally, the supernatants of both centrifugations were
joined, and the volume was completed to 200 mL with the extracting
solution.

Instrumentation. The grapes were ground using a high-speed
homogenizer Ultra-Turrax T-18 (IKA, USA) equipped with a SI8N-
19G rotating shaft. Sample centrifugation was carried out by a Hettich
Universal 32 R centrifuge (Tuttlingen, Germany). The reference
analytical measurements were performed by using a Thermo Spectronic
ultraviolet—visible spectrophotometer model Helios ¢ (Thermo Elec-
tron Corp., Cambridge, U.K.). All spectra of the extracts were collected
using a FT-MIR Nexus (Thermo, USA), equipped with a deuterated
triglycine sulfate detector (DTGS). The instrument was connected to a
TDI Bacchus (Gava, Spain) autosampler. The software package OM-
NIC version 6.2 from Thermo Nicolet was used for spectra acquisition.
The software used for data analysis and calibration was the Unscrambler
package (version 9.0, CAMO ASA, Norway).

Reagents and Standards. The standards of malvidin-3-gluco-
side (purity = 90%) and (+)-catechin (purity = 96%) were supplied by
Fluka (Madrid, Spain). Gallic acid monohydrate (99.5%), tannic acid
(99.9%), and ammonium sulfate (99.5%) were supplied by Scharlab
(Barcelona, Spain). Methyl cellulose (M-0387) was supplied by Sigma
Aldrich (Madrid, Spain). The rest of the chemicals used for the study
were of analytical reagent grade and supplied by Scharlab.

Reference Analytical Measurements. The phenolic ripening
of grapes was evaluated by three parameters: total phenolic compounds,
total anthocyanins, and condensed tannins. The reference methods used
for quantifying them were based on UV—vis spectroscopy.

Total Phenolic Compounds Content (TPC). This value was deter-
mined by measuring at 280 nm the absorbance of extract sample, in a 10
mm quartz cuvette, previously diluted 50 times in deionized water” and
using a calibration line built with gallic acid monohydrate as standard at
six different concentrations in the range of 2.2—18.0 mg L™". The total

phenolic compounds content was expressed in milligrams of gallic acid
per kilogram of grape.

Total Anthocyanins Content (TA). This parameter was determined
by measuring the absorbance at 520 nm of the extract, in a 10 mm plastic
cuvette, previously diluted 25 times with 0.1 M HCI’ to get a pH close to
1.0 and using a calibration line built using malvidin-3-glucoside as
standard at six different concentrations in the range of 2.4—20.0 mg
L™ The total anthocyanin content was expressed in milligrams of
malvidin-3-glucoside per kilogram of grape.

Condensed Tannins Content (CT). The quantification of these
phenolic compounds was carried out by using the indirect method of
precipitation with methyl cellulose'® and using a calibration line built
with (+)-catechin as standard at six different concentrations in the range
0f 19.2—76.9 mg L™ ". This content was expressed in milligrams of (+)-
catechin per kilogram of grape.

Mid-Infrared Scanning Spectra. The MIR spectra of the sam-
ples were collected using a FT-MIR Nexus (Thermo, USA), connected
to a TDI Bacchus autosampler, which was equipped with an online and
automatic system of sample filtration (stainless steel filter of food grade
with a pore size of SO um, Teflon coated). The FT-MIR spectrum
acquisition takes only 30 s per sample.

All spectra were averaged from 32 scans and collected in absorbance
mode, at 4 cm™ ! spectral resolution, on the 979—2989 cm ™' wave-
number range (MIR vibrational zone). To eliminate the possible
equipment drift over time, every 10 h, the equipment collected an
environmental spectrum (considering water vapor together with CO,)
and redefined the background.

On the other hand, because water dominates the spectrum of aqueous
samples, prior to the analysis of the grape extracts, a blank of distilled
water was acquired automatically by the spectrometer to isolate the
water absorption bands as done in other studies.”®

Enrichment Experiments. During grape ripening, changes in the
concentration of chemical compounds different from the phenolic
compounds, such as sugars or organic acids, take place. Therefore, it is
difficult to determine which compound or compounds are responsible
for the changes observed in the spectral response. To locate the spectral
regions associated with phenolic compounds we compared a grape
extract spectrum with the spectra from the same grape extract enriched
with four phenolic compounds of different chemical structure. Thus,
different concentration levels (ranging from 0.5 to S g L™ ") of gallic acid,
(+)-catechin, and tannic acid, as well as 1 mg of malvidin-3-glucoside
(commercial standard format), were added to different grape extracts.
Because these compounds present different chemical compositions and
polymerization grades, they were very helpful and appropriate for
identifying the absorbance regions of FT-MIR spectra related to
phenolic compounds present in grapes and, therefore, for selecting the
suitable wavenumbers used on the calibration of phenolic compounds.
Chemical structures of the four different phenolic compounds are shown
in Figure 1.

Development and Validation of the FT-MIR Models. Che-
mometrics was used to perform both descriptive and quantitative
analysis of the data. The descriptive analysis was done using the principal
components analysis (PCA) method. PCA is used to describe the
maximal quantity of information present in the data set using a small
number of latent variables (i.e., not directly measured), and it is very
useful to reveal possible grouping samples and to visualize the presence
of outliers.?

Quantitative analysis was done using PLS regression. PLS regression
is a method used for relating a matrix of predictor variables, X (i.e.,
spectra), and a matrix of chemical properties, Y (ie., concentration
values), by a linear multivariate model.'" For this, X is divided into a
training set to build the model and a set to evaluate the prediction ability
of the model. A critical step in the model building is the selection of the
number of optimal factors (latent variables) to ensure the prediction

2176 dx.doi.org/10.1021/jf104039g |J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 2175-2183
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Figure 1. Chemical structures of the four different standards used to determine the FT-MIR spectra absorbance regions of the phenolic compounds:
gallic acid (A), (+)-catechin (B), malvidin-3-glucoside (C), and tannic acid (D).

ability and to avoid overfitting. In this paper the number of optimal
factors was obtained by means of leave-one-out cross-validation.”® In
that way, one object of the training set is removed and a PLS model is
built with the remaining ones and, then, this model is used to predict the
removed object. This procedure is repeated until all of the objects in the
training set are selected for a number of given factors. The optimal
number of factors in the PLS model was determined by the lowest root
mean square error of cross-validation (RMSECV) (eq 1)

where Ncy is the number of cross-validation samples (i.e, Noy = N, N
being the number of samples in the training set), y; is the reference
measurement, and j\; is the estimated result when the model is built
without sample i.

Related to the calibration step, we evaluated the model fit to the data
with the root mean square error of calibration (RMSEC) expressed as a
percentage (RMSEC %) (eq 2) that can be defined as the mean error of
model.

N is the number of samples of training set, y; is the reference value for
sample i, and; is the predicted value for sample i.

To test the predictive accuracy of the calibration models built, the
minimal root mean square error of prediction (RMSEP) was determined
in percent (eq 3)

where N is the number of samples of the test set, y; is the reference value
for sample i, andy; is the predicted value for sample i. The results of future
predictions can then be expressed as “predicted value 2 x RMSEP”.*

Additionally, to standardize the predictive accuracy, for each model

the residual predictive deviation (RPD) was calculated as the ratio

Table 1. Descriptive Statistics of Training and Test Sets”

training set (samples = 106) test set (samples = 86)

phenolic

parameter  min max mean SD min max mean SD

TPC 1005 2140 1626 363 1058 2035 1623 315

TA 348 1316 810 258 392 1225 791 184

CcT 984 3351 2298 595 1320 2912 2258 487
“TPC, total phenolic compounds in mg of gallic acid kgfl; TA, total
anthocyanins in mg of malvidin-3-glucoside kgfl; CT, condensed
tannins in mg of (+)-catechin kg_l; min, minimum value; max,
maximum value; SD, standard deviation.

between the standard deviation (SD) of the validation samples and the
RMSEP.3' If the RMSEP is large compared to the spread of that
compound in all samples (SD), a relatively small RPD is obtained. This
means that the model is not able to model suitably the variability. An
RPD value ranging between 2.5 and 3.0 is considered to be poor, and the
models could be applied only for very rough screening. However,
generally, an RPD of >3 could be considered to be very satisfactory
for prediction purposes.'>3

Estimation of the True Prediction Error. Because the refer-
ence values used to construct the models are not known with negligible
uncertainty but instead are obtained with a standard error, the validation
of multivariate calibration models using these values leads to a so-called
apparent prediction error, which systematically overestimates the true
prediction error. To solve this problem we used the simple correction
procedure proposed by Faber et al.** that yields a more realistic estimate
of the true prediction error (eq 4)

MSEP,,, = MSEP,,, — 6° (4)

where MSEP,, is the bias-corrected MSEP, MSEP,,, is the apparent
MSEP (i.e., the value that we obtained with the test set), and ¢%is the
variance of the measurement error in the reference values.

Il RESULTS AND DISCUSSION

Reference Values. All of the samples harvested at different
phenolic ripening states to consider the high natural variability of
phenolic amount in grapes were extracted by the methodology
described. In this way, 192 extracts were obtained. These were
distributed into a training or calibration set (n = 106 samples)
and a test or validation set (n = 86 samples). The reference values
of the contents of total phenolic compounds (TPC), total

2177 dx.doi.org/10.1021/jf104039g |J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 2175-2183
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anthocyanins (TA), and condensed tannins (CT) were deter-
mined by using the reference analytical measurements. The
reliability of these methods was previously tested (eight analyses
of the same grape extract sample), and we found that the relative

Table 2. Concentration of the Phenolic Compounds in
Each Variety Studied (Samples from 2007, 2008, and
2009 Vintages)”

grape no. of phenolic

variety samples  parameter min max  mean SD
Merlot 38 TPC 1679 2140 1943 117
TA 843 1296 1021 139

CT 1771 2921 2435 270

Tempranillo 34 TPC 1625 1996 1812 92
TA 651 1002 782 103

CT 2291 3351 2879 247

Syrah 32 TPC 1648 2120 1848 121
TA 826 1316 1024 142

CcT 1950 2828 2415 178

Carinena 30 TPC 1005 1196 1092 47
TA 485 759 639 70

CT 984 1495  13S8 95

Garnacha 24 TPC 1023 1295 1173 82
TA 348 482 411 41

CT 1448 2217 1825 260

Cabernet sauvignon 34 TPC 1328 1856 1659 150
TA 686 883 784 58

CT 937 2911 2453 479

“TPC, total phenolic compounds in mg of gallic acid kg™ '; TA, total
anthocyanins in mg of malvidin-3-glucoside kg™'; CT, condensed
tannins in mg of (+)-catechin kgﬂ; min, minimum value; max,
maximum value; SD, standard deviation.

standard deviation (%rsd) was 1.21 for TCP, 0.73 for TA, and
1.27 for CT.

Table 1 summarizes the contents of the parameters studied
considering all of the samples harvested and analyzed weekly
during the August—October period throughout three different
vintages (2007, 2008, and 2009). As can be seen, both sets had
similar contents of the compounds studied, and the highest
standard deviation value was associated with the CT, which could
be associated with the different size (polymerization degree) of
condensed tannins in grapes from its “veraison” to full ripeness.

Table 2 summarizes the concentration of the phenolic com-
pounds evaluated considering each variety separately. We can
see, for example, that Carinena, which is characterized by its low
tannic content, presented the lowest CT value or that Merlot and
Syrah, varieties that are known for their intense red color,
presented the highest values of TA, whereas Garnacha, which
has low color intensity, presented the lowest TA value. However,
we also detected the uncommon behavior of the Cabernet
sauvignon because, although this is considered a highly colored
variety, it presented a low value of TA. This is because the field
zone where this variety grows is very wet, and this high humidity
makes difficult a proper ripening process.

Grape Extracts Spectra. Although the spectral peaks in the
MIR frequencies are usually sharp and well resolved, there were two
main problems when the phenolic compounds of the studied extracts
were analyzed by FT-MIR spectroscopy. The first was that the
phenolic compounds considered (anthocyanins, tannins) are chemi-
cally very similar and therefore displayed similar MIR absorption
characteristics. The second problem was that the contents of water,
organic acids, and sugars, which are the major components of the
grapes, vary during ripening and all of them absorb in the same MIR
region, masking the distinctive MIR vibrations of phenols.14'28'34_36
In Figure 2 are shown the FT-MIR spectra of 192 grape extracts and,
as can be seen, the water and ethanol (from the extraction step)

Ethanol absorption

§ ] region
S 2
£ o2 N\l
2 1 |
= _ |
< ] :

, \ \

0 - —

i \__V—J R ——
Ethanol, organic acids,
i carbohydrates and

phenolic compounds

+——— Waler absorption

. . region
absorption region €
: (Fingerprint)
04 —
T T T T T T
ofa. 1126 1272 1418 1885 72 2005 2152 2298 2445 2591 2738 2885

Wavenumber (cm)

Figure 2. FT-MIR raw spectra of the 192 extracts (979—2989 cm™') with the three dominant absorption zones pointed out.
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Figure 3. Spectral responses of different concentrations of gallic acid
(A), (+)-catechin (B), and tannic acid (C) added to a grape extract
sample.

absorption peaks dominate the spectrum. For ethanol, the most
intense bands are located at 1045 and 1083 cm™' due to the
contribution of C—O stretch (oxygen belonging to a primary
alcohol). Other less intense bands located around 2850—2960
em ™" are due to C—H stretch.***” For water, a negative absorption
band located in the 1500—1740 cm™ " region can be observed. This
negative peak is due to the automatic subtraction of the blank that the
equipment makes by using distilled water prior to the sample
analysis.”® Related to other compounds present in the samples, on
the one hand can be seen an absorption band from 900 to 1100 cm ™,
which can be assigned to C—O valence vibrations and C—O—C
stretching vibrations of the carbohydrates, including fructose and
glucose."*3%3® On the other hand, it is well-known that organic acids
present an alcohol functional group and, therefore, C—O and the
O—H bonds. These different bonds absorb around 1060—1150
cm~ ' due the C—O stretch (oxygen belonging to a secondary
alcohol) and around 1320—1420 cm ™ due the O—H bend.*®

0.5

Loadings

-0.2 —PC1 —PC2 —PC3

0.3

979 1379 1779 2179 2579 2979

Wavenumber (cm-] )]

Figure 4. Loadings for the three first PCs on the full range (979—
2989 cm™ ') corresponding to the 192 sample spectra.

Taking into account this great number of absorption bands, it
was not easy to know which were the spectral regions where the
phenolic compounds absorbed. Therefore, we investigated
the spectral response of four different phenolic compounds by
adding increasing amounts of these compounds in a real sample
(grape extract). These compounds were gallic acid, (+)-cate-
chin, malvidin-3-glucoside, and tannic acid.

These additions revealed particularly evident variations in
the spectral region from 1168 to 1457 cm™" for gallic and tannic
acids and in the spectral regions from 1133 to 1160 cm™ ", from 1238
to 1322 cm™ ', and from 1373 to 1457 cm™ ! for (+)-catechin
(Figure 3). When malvidin-3-glucoside was added to determine the
region where anthocyanins absorb, no variations in the spectra were
detected due to the low concentration of the commercial standards
of these compounds.

Therefore, from these enrichment experiment results, we may
conclude that, for phenolic compounds calibration purposes, the
best spectral region ranged between 1133 and 1457 cm™/, whereas
the remaining wavenumbers (from 979 to 1129 cm™ !, from 1457 to
1477 cm™ !, and from 2649 to 2989 cm™ ') present small and not
distinguishing signals of grape phenolic compounds.

Principal Components Analysis. To carry out a study of the
information contained in the data set, we applied a PCA consider-
ing the response obtained when working with the full range (979—
2989 cm ™ '). The results showed that three principal components
(PCs) explained 97.90% of the spectral variation of the samples (first
PC, 60.39%; second PC, 35.05%; third PC, 2.46%). Figure 4 shows
the loadings plot, which determines the influence of each wave-
number on the variance along this region and, as expected, the three
main zones with high influences in the variance of the spectra
samples coincided with the three regions where the signal is higher:
979—1477, 1500—1740, and 2869—2989 cm '. Because the
second region corresponds to the water signal and the third region is
related to the ethanol contents, it can be concluded that the 979—
1477 cm™ ! region contains almost all of the information that
characterizes the samples. Indeed, a PCA of this region
showed that the first PC explained 93.77% of variance and
that the three first PCs explained 99.41% of variance. There-
fore, we considered this region as very useful for calibration
purposes and called it the fingerprint region. However, taking
into account the results of enrichment experiments and also
considering that inside this wavenumber range could be
observed several sharp absorption bands, it was reasonable
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Table 3. Analytical Performance Parameters of the Multivariate Calibration Models Built by PLS Regression Using Different

Spectral Regions of Grape Extracts”

dependent region

variable model (em™1) PLS factors RMSEC ~ RMSEC (%) R, RMSEP  RMSEP (%) R RMSEP,.(%)  RPD
TPC full-range 979—2989 13 56.5 3.5 0.976 72.5 4.5 0.946 4.3 4.3
fingerprint 979—1477 11 74.7 4.6 0.956 86.9 54 0.935 53 3.7

main phenolic region  1133—1457 8 83.4 5.1 0.947 85.7 5.3 0.930 52 3.7

selected region 1168—1457 9 67.3 4.1 0.965 70.6 4.3 0.951 4.1 4.5

TA full-range 979—2989 15 28.0 3.4 0.988 389 4.9 0.959 4.8 4.8
fingerprint 979—1477 10 47.3 5.8 0.966 514 6.5 0.930 6.5 3.6

main phenolic region ~ 1133—1457 9 48.3 6.0 0.965 SI.1 6.4 0.927 6.4 3.5

selected region 1168—1457 10 413 5.0 0.973 46.8 59 0.928 5.9 3.5

CT full-range 979—2989 11 130.6 57 0.947 171.6 7.6 0.905 7.5 29
fingerprint 979—1477 10 121.4 53 0.961 179.5 8.0 0.900 79 2.9

main phenolic region 1133—1457 10 1215 53 0.957 134.0 59 0.934 5.8 3.7

selected region 1168—1457 9 1282 5.6 0.953 130.8 5.8 0.937 57 3.8

¢ Calibration set n = 106 samples; validation set = 86 samples. TPC, total phenolic compounds in mg of gallic acid kg~ '; TA, total anthocyanins in mg of
malvidin-3-glucoside kg ~'; CT, condensed tannins in mg of (+)-catechin kg '; RMSEC, root mean square error of calibration; RMSEP, root mean
square error of prediction; R?, coefficient of determination; RPD, residual predictive deviation; RMSEP,,, bias-corrected RMSEP.

to consider other smaller intervals in the calibration. After A . 200 —
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MIR instrument allows high levels of signal stability and repro- E 00
ducibility to be achieved over time, we decided not to preprocess 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
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selected) and the reference values of the phenolic concentration. Bl ¢
The results of each model are reported in Table 3. s ?
As can be seen, in most of cases, the four regions tested 8 800
provided good calibration models (RMSEC% < 6.0) for the three £
types of phenolic compounds with accurate prediction (RMSEP < é*
% < 8.0 and RPD > 3.0). Nevertheless, it can be also observed £ A
that the regions where we found the main phenolic spectral 200
features were, in general, the best correlated with the concentra- 200 400 600 800 1000 1200 140
tion, providing the best results of the parameters that evaluate the Total Anthocy anins by UV-Vis
accuracy assessment such as RPD (>3.0) or RMSEP % (<6.0). P i
Total Phenolic Compounds (TPC) Prediction. To verify the (#) Training samples .
A 4 (&) External test samples. * . 2
absence of bias between the reference values and the predicted 2 3750 | (=) Line of perfect carrelation L
values, we carried out a joint confidence region analysis. With this = )
. - (D
study we could conclude that the results obtained by the four FT- 2 2250 F-
MIR models are reliable because, with a significance level of 0.05, § p
the slope and intercept of the four regression lines obtained were < 1730 o &
not significantly different from 1 and 0, respectively. E # .
Indeed, when dealing with this phenolic parameter, the z 1230
RMSEP % values obtained were satisfactory for all regions tested, —F
but the smallest calibration error and also the best R%., were : e
750 1250 1750 2250 2750 3250

obtained when we used the full-range region. However, seeing
the relatively high number of factors and also the high difference
between the values of RMSEC and RMSEP, we concluded that
this model was slightly overfitted.

The comparison of the other three models showed that the
1168—1457 cm™ ! range provided the best results with both
calibration and prediction errors. This behavior suggested that

Condensed Tannins by UV-Vis

Figure 5. Correlation plot of training and test for the prediction of total
phenolic compounds (expressed as mg kg~ ' of gallic acid) (A), total
anthocyanins (expressed as mg kg~ ' of malvidin-3-glucoside) (B), and
condensed tannins (C) (expressed as mg kg™ ' of catechin) using
selected region model (1168—1457 cm ™).
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Table 4. Analytical Performance Parameters of the Individual Multivariate Calibration Models Built by PLS Regression for Each

Variety and Using the 1168—1457 cm ™! Spectral Region”

grape variety dependent variable samples PLS factors RMSEC
Merlot TPC 27 10 5.0
TA 29 7 14.6
CT 21 9 15.8
Tempranillo TPC 24 8 7.5
TA 22 7 10.1
CT 23 6 24.4
Syrah TPC 24 N 18.1
TA 30 9 7.7
CT 22 7 21.0
Carinena TPC 20 10 1.8
TA 26 8 5.1
CT 20 7 7.3
Garnacha TPC 20 7 8.1
TA 20 6 6.1
CT 22 N 46.8
Cabernet sauvignon TPC 27 7 139
TA 23 8 7.9
CT 25 6 45.0

RMSEC (%)  R%;  RMSECV  RMSECV (%) R%;  RPD
03 0.998 2.7 12 0.953 47
14 0.988 242 2.4 0.966 5.5
0.6 0.996 66.7 2.8 0923 37
04 0.992 17.9 1.0 0954 47
12 0.992 18.7 23 0971 6.0
0.8 0.989 334 14 0.979 7.1
1.0 0.980 256 14 0.961 52
0.8 0.997 242 2.4 0972 6.1
09 0976 417 17 0.906 33
02 0.998 127 12 0.904 33
0.8 0.995 15.4 2.4 0.955 48
05 0.986 250 18 0.846 2.6
0.7 0.991 14.9 13 0971 6.0
LS 0979 8.5 2.1 0959 5.1
25 0.967 672 37 0.932 39
0.8 0.991 232 14 0.974 63
1.0 0.982 16.1 2.1 0.927 38
18 0978 73.0 2.9 0.943 43

“TPC, total phenolic compounds in mg of gallic acid kg~ . TA;, total anthocyanins in mg of malvidin-3-glucoside kg™ 1. CT, condensed tannins in mg of
(+4)-catechinkg ™ !, RMSEC, root mean square error of calibration; RMSEP, root mean square error of prediction; R,, coefficient of determination; RPD,

residual predictive deviation.

this spectral region was more specific for the phenolic com-
pounds than the other regions considered or that the masking
effect produced by the interfering substances is less important.”®
Moreover, when the correction of the RMSEP was made, we
obtained a RMSEP,,, of 4.1%, so this good value, together with
the RPD of 4.5, ensures the robustness of the model for the
prediction of TPC.

Figure SA shows graphically the good correlation plot of
calibration and validation for the prediction of TPC using the
selected 1168—1457 cm ™! wavenumber range. Indeed, although
from the distribution of the samples shown in Figure SA, it can be
thought that it shows bimodality (due to the fact that some grape
varieties presented lower amounts of phenolic compounds than
others), it was not necessary to build two calibrations because the
validation samples of the external set (i.e., test set) were correctly
predicted. Therefore, this behavior demonstrated that there was
no overfitting.

Total Anthocyanins (TA) Prediction. For this phenolic para-
meter the joint confidence region analysis showed that there is no
bias between the reference and the predicted values, so they are
comparables. As can be observed in Table 3, the four wavenum-
ber intervals assayed showed good values for all of the para-
meters, and these were slightly higher than those of the TPC.

From the results presented in Table 3, we conclude that the
best TA prediction was obtained when using the full range because
this model presented the smallest error values, the best R%,;, and the
highest RPD. However, the difference between RMSEC and RMSEP
is the highest, and the number of PLS factors is also higher than those
necessary to build the other models. Indeed, the models obtained
when using the other regions are also very suitable, especially the one
obtained in the selected region 1168—1457 cm ™, as can be seen in
Figure SB.

Because we did not chemically corroborate the spectral features
of the anthocyanins and, taking into account the heterogeneous

nature of these pigments given by the presence of glycoside
anthocyanins, it is reasonable to think that the relevant spectral
information could not be totally coincident with the main phenolic
spectral frequencies. Therefore, for these compounds, although a
good calibration was obtained in the 1168—1457 cm ™' region, it is
possible to obtain better calibration and prediction results when
more spectral information is considered (i.e., full range). However,
the corrected prediction error obtained, RMSEP,,, although ac-
ceptable whatever the region selected, was always significantly
higher than the standard error of the reference method due to the
low value of this latest.

Condensed Tannins (CT) Prediction. When evaluating the
data for this parameter, we had to remove some samples from the
training set because they behaved as outliers. The outliers were
identified by their high values of residual y-variance and leverage
and subsequently subtracted from the model. The presence of
outliers can be attributed, on the one hand, to the fact that the
degree of polymerization of these compounds may be very
different depending on the grape characteristics and, on the
other hand, to the fact that the value of this parameter is strongly
dependent on the method used for its determination. Taking into
account that the methylcellulose precipitation assay is an indirect
method of measurement and that it determines only the phenols
with a high size, the accuracy of this method, even suitable, could
make more difficult the correspondence with the spectral re-
sponse. Once these samples were obviated, the models built were
satisfactory (Table 3) and the joint confidence region analysis for
all of the models constructed showed the absence of significant
bias. However, we could clearly see that the spectral information
obtained chemically helped to improve the model. Thus, whereas
the wider regions provided the less accurate prediction (with the
highest RMSEP % values and the worst R ;) and the models
constructed in these regions are less robust (RPD < 3.0), the
models obtained in the regions in which the enrichment
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experiments gave the best results, mainly when the selected
region of 1168—1457 cm™ ' was used. Figure SC illustrates the
good correlation obtained for this parameter in this region. As
occurred with TPC correlation, it could be thought that
Figure SC shows bimodality but, because the validation samples
of the external set were correctly predicted, we could conclude
that there was no overfitting.

Models for Individual Grape Varieties. Provided the good
results obtained with the full data set of the samples analyzed and
especially in the spectral range of 1168—1457 cm™ ', we decided
to check the FT-MIR spectroscopy ability to predict the phenolic
parameters but working with each grape variety individually.

For this purpose and taking into account the smaller number
of samples, the PLS models were constructed using leave-one-
out cross-validation. As can be seen in Table 4, for all of the grape
varieties the calibration error was very good, with values of
<2.5%, and also the calibration lines obtained were very suitable.
On the other hand, the low values of the error obtained by cross-
validation (<4.0%) also showed the good relationship between
the spectra of each variety and the reference values of phenolic
compounds. The values of RPD of >3.0 gave an idea of the
acceptable robustness of the models built. Only for the CT model
of Carinena did we obtain a not good enough R?; value (0.846),
which coincides with the lowest RPD value. This different behavior
can be attributed to the lower range of this parameter values on the
calibration samples because the low contents of phenolic com-
pounds is a varietal characteristic of Carinena grapes. This model
only could be applied for rough screening.

From all of these results we conclude that FT-MIR spectro-
metry combined with multivariate calibration allows a simulta-
neously fast and accurate determination of TPC, TA, and CT
concentrations in grape extracts. The possibility of predicting these
grape parameters is an invaluable tool when a large of number of
samples needs to be analyzed, as occurs when a phenolic ripening
control is necessary.

Moreover, the present work also presents a preliminary
attempt to apply the FT-MIR instrument to predict the phenolic
composition of specific grape varieties, which is a starting point
for the design of specific models according to the requirements of
the wineries if a greater number of samples were considered.
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ANEXO 5

QUANTIFICATION OF PHENOLIC COMPOUNDS ALONG RED
WINEMAKING USING FT-MIR SPECTROSCOPY AND PLS-REGRESSION
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Quantification of Phenolic Compounds during Red Winemaking Using

FT-MIR Spectroscopy and PLS-Regression

Sandra Fragoso, Laura Acena, Josep Guasch, Montserrat Mestres,” and Olga Busto

Group of Analytical Chemistry of Wine and Food, Department of Analytical Chemistry and Organic Chemistry Campus Sescelades,

Faculty of Oenology, Universitat Rovira i Virgili, 43007 Tarragona, Spain

ABSTRACT: We present a rapid method to quantify phenolic compounds all during the red winemaking process using Fourier
transform mid-infrared (FT-MIR) spectroscopy and chemometrics. To get the reference values, we used the usual UV—vis
spectroscopy methods, and the compounds studied were evaluated as total phenolic compounds (TPC), total anthocyanins (TA),
and condensed tannins (CT). Sampling from five different grape varieties (Merlot, Tempranillo, Syrah, Cariniena, and Cabernet
sauvignon), harvested at different ripening states, and monitored over 10 days of vinification produced a total of 600 spectra. These
were used to build and validate four different predictive models by partial least-squares (PLS) regression. The spectral regions
selected for each model were between 979 and 2989 cm ™", and when selectin zg the most suitable one in each case, good values of
performance parameters were obtained (R*21> 0.95 and RPD > 4.0 for TPC; R*,,; > 0.90 and RPD > 3.0 for TA; R*,; < 0.8 and RPD
< 3.0 for CT). Furthermore, also more specific PLS regression models for each phenolic parameter and each grape variety were
developed using different regions with results similar to those obtained when dealing with all of the grape varieties. It is concluded
that FT-MIR spectroscopy together with multivariate calibration could be a rapid and valuable tool for wineries to carry out the
monitoring of phenolic compound extraction during winemaking.

KEYWORDS: FT-MIR spectroscopy, PLS regression, phenolic compounds, anthocyanins, condensed tannins, vinification,

maceration

H INTRODUCTION

Phenolic compounds play an important role in the organo-
leptic properties of red wines and also in the aptitude of the wine
to age. Among the different phenolic compounds in red wines,
the two most important parameters from the oenological point of
view are the total anthocyanins and the condensed tannins. Thus,
whereas the anthocyanins are responsible for the wine color and
are located in grape skins, the condensed tannins are present in
skins and seeds and are related to astringency,' although it has to
be taken into account that tannins are also involved in the
development and stabilization of wine color during its aging.”

The concentration of the phenolic compounds in grapes is
affected by many factors including grape vanetgr state of grape
ripening, chmatu: and soil conditions (terroir),”® and viticulture
techniques.” The transference of phenolic compounds from
grapes to wines not only depends on the raw material (variety
and ripening state) but also on the winemaking strategies, depend-
ing on many factors, such as fermentation temperature, skin to
juice ratio, maceration time, and enzyme additions.>’

During red winemaking, the phenolic extraction from the
skins starts quickly and soon becomes stable, while extraction
from the seeds starts later and increases gradually, when the
ethanol present in the medium dissolves the waxy layer that coats
the seeds and promotes the polyphenol solubilization. Indeed,
the phenolic content of grapes is mainly extracted throughout the
first 10 days of maceration,'® and when skin-contact maceration
is extended over this period of time, the wine color does not
increase significantly, but it becomes more stable. "' Thus, when
producing a young wme, short macerations are preferred to avoid
too astringent wines,'? but for aged wines, long macerations are
required to have enough phenolic compound amounts to ensure

v ACS Publications © XXXX American Chemical Society

color stabilization during aging.13 Therefore, monitoring the
polyphenol content in grapes is essential to determine the wine
aging ability.

The most usual analytical methods for quantifying phenolic
compounds in musts/wines are based on colorimetric measure-
ments of the diluted samples, at 520 nm for anthocyanins and at
280 nm for total phenolic compounds and condensed tannins."”'*'>
These methods are generally used in wineries because they are
simple and precise enough, but they are time-consuming and
expensive when many samples must be analyzed, e.g., for process
control.

To solve these problems, we propose a rapid method that
combines the Fourier transform mid infrared (FT-MIR) spec-
troscopy and partial least squares (PLS) regression. FT-MIR
spectroscopy is a powerful analytical tool that allows fast and
simultaneous analysis of several parameters in a large number of
samples. Moreover, it implies a minimal sample preparatlon,
being possible to know, at real time, the phenolic content all during
winemaking.

However, because of the great amount of information that
each FT-MIR spectrum provides, it is necessary to use chemo-
metric tools to extract quality information, both for qualitative
and for quantitative analyses. PLS regression is a multivariate
calibration method, which is particularly useful when we need
to predict a set of dependent variables (i.e, concentrations)
from a large set of independent variables (i.e., spectra). FT-MIR
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spectroscopy is an attractive technology for the food and beverage
industry because of its simple, rapid, and nondestructive mea-
surements.'® It has been applied for routine qualitative analysis
and process control in wineries, enabling immediate analysis of
raw materials,"” fermentation monitoring,lg'19 or determination
of some of the main compounds in wine such as ethanol, organic
acids, or sugars.”® > It has also been applied to the guantiﬁcation of
phenolic compounds in white® and red wines.** >’ Related to
the monitoring of the extraction of phenolic compounds during
winemaking, althou§h there are few studies carried out by using
NIR spectroscopy,””>’ up to now, there is only a previous study
where FT-MIR has been used for this purpose, but its authors
only considered one grape variety, and the samgling was not
suitably performed to ensure representativeness.”

The objective of the present article was the application of
FT-MIR, combined with PLS regression, for quantifying the
concentration of phenolic compounds (evaluated as total phe-
nolic compounds, total anthocyanins, and condensed tannins) in
the skin-contact macerations during winemaking.

It was necessary to take into account that the grape variety and
ripening stage determine the phenolic content solubilization in
the macerated grapes. Thus, to develop robust multivariate models,
we chose the samples of the calibration set considering this natural
variability by taking five red grape varieties at different stages of
ripening. Moreover, the progressive change of sample matrix
during maceration due to winemaking further increased the robust-
ness of the models.

The data set reference values were obtained by common
UV—vis spectroscopic methods used in cellars: absorbance at
520 nm for total anthocyanins and 280 nm for total phenolic
compounds and condensed tannins (after precipitation by methyl-
cellulose).

B MATERIALS AND METHODS

Samples. Grapes from five red cultivars (Tempranillo, Merlot, Syrah,
Carinena, and Cabernet sauvignon) were obtained from the experi-
mental vineyard, Mas dels Frares, belonging to the Faculty of Enology
(Rovira i Virgili University) in Constanti (Tarragona, Spain) during the
2009 vintage. Every sampling consisted of several clusters, carefully collected
as follows: Vines that combine sun and shadow were randomly selected
and marked. For each grape variety, one cluster from each marked vine
was collected and transported to the laboratory in a 20 kg box for
winemaking. The sampling also considered the complete biological cycle
of each variety, so it was done weekly for each variety, from the beginning
of ripeness until vintage. Thus, the number of samplings was 20: S
Merlot, 4 Syrah, 4 Tempranillo, 4 Cabernet sauvignon, and 3 Carinena.

Microvinifications. We proceeded with three individual microvini-
fications for each variety and ripening stage (i.e,, 60 microvinifications).

Thus, the grapes of each sampling were manually destemmed and
crushed with a manual crusher fitted with stainless steel rollers. Then,
4kg of crushed grapes were introduced into plastic containers of 6 L, and
0.48 g of K,S,05 (0.12 g/kg) was added. The alcoholic fermentation was
carried out by selected yeasts (AWRI $96), which were inoculated
(0.20 g per kg of crushed grape) on the same day of harvest. Fermenta-
tion activators were first added 24 h after yeast inoculation (Actiferm 1)
and also when the density reached values of 1040—1050 g L~ " (Actiferm 2).
Must/wine density and temperature were daily measured. Must tempera-
ture during fermentation was controlled by keeping the plastic containers
in a thermo-controlled room in order to prevent the temperature from
exceeding 30 °C.

The alcoholic fermentation finished between the fifth and the seventh
day, but the skin-contact maceration was extended until the 10th day.

During both periods (fermentation and maceration), the cap of each
microvinification was punched down once a day, and after this action, an
aliquot of 20 mL was taken to be analyzed.

Reagents and Standards. The standards of malvidin-3-glucoside
(purity =90%) and (+)-catechin (purity =96%) were purchased from
Fluka (Madrid, Spain). Methyl cellulose (M-0387) was supplied by
Sigma Aldrich (Madrid, Spain). Gallic acid monohydrate (99.5%) and
the rest of chemicals used for the study were of analytical-reagent grade
and provided by Scharlab (Barcelona, Spain).

Selected yeasts (AWRI 596) were purchased from Agrovin (Ciudad
Real, Spain). The fermentation activators (Actiferm 1 and 2) and the
potassium bisulphite (purity =95%) were supplied by Martin Vialatte
Oenologie (Epernay, France).

Instrumentation. Centrifugation of must and wine samples was
carried out with a Hettich Universal 32 R centrifuge (Tuttlingen,
Germany). The absorbance was measured using a Thermo Spectronic
UV—vis spectrophotometer Model Helios y (Thermo Electron Cor-
poration, Cambridge, UK). All spectra of the musts/wines were collected
using a FT-MIR 470 Nexus (Thermo Nicolet, USA), equipped with a
Globar IR source, a KBr beam splitter, a ZnSe liquid transmission flow
cell 0f 0.025 mm of path length (0.004 mL of liquid sample volume), and
a Deuterate Triglycine Sulfate detector (DTGS). The instrument was
connected to a TDI Bacchus (Gava, Barcelona, Spain) autosampler with
an online and automatic system of sample filtration (stainless steel filter
of food-grade with a porous size of S0 #m, Teflon coated), which pumped a
volume of 10 mL of each individual sample to the cell for spectra acquisition.
The software package OMNIC, version 6.2, from Thermo Nicolet
was used for spectra acquisition. The software used for data analysis
and calibration was the Unscrambler package (version 9.0, CAMO ASA,
Norway).

Midinfrared Scanning. Prior to MIR scanning, musts and wines
were centrifugated at 8000 rpm for 10 min. All spectra were averaged
from 32 scans (each spectrum acquisition takes only 30 s per sample)
and collected in absorbance mode, at 4 cm ™" resolution, in the wavenumber
range of 979—2989 cm . To remove the environmental interferences
(water vapor together with CO,) and the possible instrumental drift
over time, every 10 h the instrument collected a background spectrum
that was automatically subtracted from each sample spectrum, yielding
the spectrum of the compounds being analyzed. Furthermore, since
water bands dominate the spectrum of liquid samples, prior to the
analysis of the musts and wines, a blank of distilled water was acquired
and the spectrum obtained also subtracted.

FT-MIR instruments allow one to achieve high levels of signal stability
and reproducibility over time, and it is not necessary to preprocess
spectral data, so we decided to work with raw spectral data.

Reference Analytical Measurements. Total phenolic com-
pounds (mg L™ gallic acid), total anthocyanins (mg L~" malvidin-3-
glucoside), and condensed tannins (mg L' catechin) were the oeno-
logical parameters used to monitor the phenolic extraction during
winemaking. These parameters were determined by UV—vis spectros-
copy as follows.

Total Phenolic Compound Analysis. The total phenolic compound
(TPC) content was determined on musts/wines by measuring the
absorbance at 280 nm after dilution 1:50 with distilled water' in a 1 cm
quartz cuvette. The quantification was carried out by the external standard
method using a calibration line built with gallic acid as the standard at 6
different concentrations in the range of 2.2—18.0 mg L™ ".

Total Anthocyanin Analysis. Total anthocyanin (TA) content
was determined on musts/wines by measuring the absorbance at
520 nm after dilution 1:25 with 0.1 M HCI to get pH ~1.0ina 1 cm
plastic cuvette.'* The quantification was carried out by the external
standard method using a calibration line built with malvidin-3-
glucoside as the standard at 6 different concentrations in the range
of 2.4—20.0 mg L™ ".
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Table 1. Descriptive Statistics for Total Phenolic Compounds, Total Anthocyanins, and Condensed Tannins of Training and

Test Sets”
training set (samples = 400) test set (samples = 200)
phenolic parameter min max mean SD min max mean SD
TPC 250 1189 778 233 250 1172 746 252
TA 98 577 349 126 99 569 333 131
CT 80 742 389 152 91 761 388 150

*TPC, total phenolic compounds (mg gallic acid L™"); TA, total anthocyanins (mg malvidin-3-glucoside L™ "); CT, condensed tannins (mg catechin L™ ");

min, the minimum value; max, the maximum value; SD, standard deviation.

Table 2. Descriptive Statistics for the Total Phenolic
Compounds (TPC), Total Anthocyanins (TA), and
Condensed Tannins (CT) for Each Varietal Must/Wine”

phenolic

cultivar samples parameter min max mean SD

Syrah 120 TPC 391 1122 921 183
TA 238 566 461 74
CcT 80 521 297 96

Merlot 150 TPC 378 1189 896 216
TA 192 577 444 93
CT 84 502 294 95

Tempranillo 120 TPC 278 1010 801 192
TA 119 384 300 57

CT 139 761 513 128
Carinena 90 TPC 250 582 476 89
TA 98 208 163 27

CT 100 664 440 143

Cabernet sauvignon 120 TPC 252 904 638 165
TA 99 377 282 70

CT 91 690 437 150

“TPC, total phenolic compounds (mg gallic acid L™"); TA, total
anthocyanins (mg malvidin-3-glucoside L™ "); CT, condensed tannins
(mg catechin L™ "); min, the minimum value; max, the maximum value;
SD, standard deviation.

Condensed Tannin Analysis. The condensed tannin (CT) content
was determined on musts/wines by the indirect method of precipitation
with methyl-cellulose precipitable (MCP),'* measuring the absorbance
at 280 nmin a 1 cm quartz cuvette. The quantification was carried out by
the external standard method using a calibration line built with (+)-
catechin as the standard at 6 different concentrations in the range of 19.2
to 769 mg L.

Development and Validation of FT-MIR Models. The data
set was composed of a total of 600 samples, corresponding to musts/
wines from 60 vinifications (15 Merlot, 12 Syrah, 12 Tempranillo, 12
Cabernet sauvignon, and 9 Carinena) analyzed daily during 10 days of
skin-contact maceration.

First, a descriptive analysis of the data was performed by principal
components analysis (PCA). Then, quantitative analysis was per-
formed with partial least-squares (PLS) regression by relating the
sample spectra and the reference values.> Before proceeding with the
PLS, the FT-MIR spectra data were automatically processed by mean
centering.

The whole data set was split using the Kennard—Stone algorithm,31
into a training set (N = 400 samples), to build and validate the model,
and a test set (N = 200 samples), to evaluate the prediction ability of
the model.

6

04

Absorbance

-0.4
950 1380 1780 2180 2580 2980

Wavenumber (cm’)

Figure 1. FT-MIR spectra belonging to the fermentation of a must
sample daily monitored during the first 3 days. Main glucose peaks (¥):
991, 1037, 1064, 1080, 1103, 1153, 2885, and 2935 cm ™. Main ethanol
peaks (1): 1045, 1083, 2904, and 2981 cm ™.

0.4
03 J =—PCl
1 fl —PC2
0.2 fl —PC3
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£
E 0.0 ...e{__.-—ﬂ’{?{‘-‘
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Figure 2. Loadings for the first three PC’s of the full-range (979—
2989 cm ') spectral data.

The Kennard-Stone algorithm proposed a sequential method that
should cover the experimental region uniformly. The procedure consists
of selecting the first two samples with the largest Euclidean distance for
the training set, considering the values of the spectral variables. Then,
from the rest of all possible samples, the one that is most distant from
those already selected was chosen, and it was included in the training set.
This selection process continued until the desired number of samples for
the training set was reached. The remaining samples in the data set are
used to create the validation set. The Kennard-Stone algorithm ensures
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Figure 3. Score plots (PC1—PC2) obtained by applying PCA to the FT-MIR spectra in the region 979—1477 cm™ ' (A) when considering the cultivars
and (B) when considering the vinification stage.

Table 3. Analytical Performance Parameters of the Multivariate Calibration Models Built by PLS Regression Using Different

Spectral Regions of Musts/Wines”

region (cm ') PLS factors RMSEC RMSEC (%) R’

dependent variable model
TPC full-range 979—2989 9 48.6
fingerprint 979—1477 10 392
main phenolic region ~ 1133—1457 9 394
selected region 1168—1457 9 40.4
TA full-range 979—-2989 10 319
fingerprint 979—1477 12 20.6
main phenolic region ~ 1133—1457 9 25.1
selected region 1168—1457 9 25.0
CT full-range 979—2989 15 57.7
fingerprint 979—1477 13 64.0
main phenolic region ~ 1133—1457 15 62.5
selected region 1168—1457 13 63.8

RMSEP RMSEP (%) R’,, RMSEP,, (%) RPD

6.2 0956 520 7.0 0.958 6.9 4.9
5.0 0972 424 57 0.972 5.6 6.0
S.1 0971  43.0 5.8 0.971 5.7 59
52 0970  48.7 6.1 0.967 6.1 5.5
9.1 0936 392 11.8 0.912 11.8 3.3
S.9 0973 251 7.5 0.963 7.5 52
72 0960  28.6 8.6 0.952 8.6 4.6
72 0.960 294 8.8 0.950 8.8 4.5
14.8 0.858  70.6 182 0.777 b 2.1
16.4 0.822  66.9 174 0.799 b 22
159 0.830 712 184 0.772 b 2.1
16.3 0824 778 20.1 0.728 b 19

“RMSEC, root mean square error of calibration; R?.,, coefficient of determination of calibration; RMSEP, root mean square error of prediction;
R?,., coefficient of determination of validation; RMSEP..,, bias-corrected RMSEP; RPD, residual predictive deviation. TPC, total phenolic compounds
(mg gallic acid L™ '); TA, total anthocyanins (mg malvidin-3-glucoside L™ "); CT, condensed tannins (mg catechin L. " It was impossible to calculate
this value as the correction of the RMSEP % due to the negative values inside the square roots.

235 that the validation samples are in the experimental space of the training
236 set, minimizing the extrapolation when the validation samples are predicted.
237 A critical step in model building is the selection of the optimum
238 number of factors to ensure the prediction ability but also to avoid
239 overfitting. In this study, the number of factors was determined by means
240 of leave-one-out cross-validation®” considering the lowest root-mean-
241 square error of cross validation (RMSECV 33

242 Related to the calibration step, we evaluated the model fit to the data
243 with the root-mean-square error of calibration (RMSEC) expressed as a
244 percentage (RMSEC %), which can be defined as the mean error of
248 the model.

246 To test the predictive accuracy of the calibration models built, the
247 external test set was used to determine the root-mean-square error of
248 prediction (RMSEP) expressed as a percentage (RMSEP %).33

249 Additionally, to standardize the predictive accuracy, the residual
250 predictive deviation (RPD) was calculated for each model as the ratio
251 between the standard deviation (SD) of the TPC, TA, and CT values of
252 the validation samples (test set) and the RMSEP results.** An RPD value
253 greater than 3.0 indicates a suitable calibration model for prediction
254 purposes.'”*

255 Estimation of the True Prediction Error. The reference values
256 used in the development of the models lead to an intrinsic associated
257 uncertainty, so they are obtained with a standard error. Therefore, the

validation of multivariate calibration models using these reference values
provides a systematic overestimation of the true prediction error, which
is the so-called apparent prediction error. To yield a more realistic
estimation of the true prediction error of the models, we used the simple
correction procedure proposed by Faber et al.*® (eq 1)

MSEP,, = MSEP,,, — ¢ (1)
where MSEP,, is the bias-corrected MSEP, MSEP,,, is the apparent
MSEDP (i.e., the value obtained with the test set), and 6~ is the variance of
the measurement error in the reference values.

Il RESULTS AND DISCUSSION

Reference Values. Table 1 summarizes the reference values of
the contents of the total phenolic compounds (TPC), total
anthocyanins (TA), and condensed tannins (CT) for both data
sets determined by using the reference analytical measurements.
As shown, a wide range of composition was covered due to the
changes that occurred during winemaking.

Table 2 summarizes the concentration of the phenolic com-
pounds evaluated considering each variety separately. It can be
seen, for example, that Carinena, which is characterized for its
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258
259
260
261
262

263
264
265

266

267
268
269
270
271
272
273
274
275

T1

T2



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTROL DE CALIDAD DE LA MADURACION FENOLICA DE LA UVA TINTA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-MIR
Sandra Fragoso Garcia
DL:T-1532-2011

276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287

Journal of Agricultural and Food Chemistry

A
1400
= Training samples
:.Z.- 1200 External test samples
= — Perfect comrelation line
£ 1000
=
H]
gv 800
=
3 600
£
]
£ 400
-
o
E 20
]
e
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Total phenolic compounds by UV-Vis
B w0
Training samples
= w00 External test samples
= — Perfect correlation line
E s00
z
£
g
300
e
|
g 200
E
2 100
0
L] 100 200 300 400 500 600 700
Total anthocyanins by UV-Vis
C 800
Training samples
= 700 External test samples og
= — Perfeect correlation line oo
= 600 o
= ]
£ 500
w
=
£ 400
E
2 300
£
§ 200 i
S 100 B o
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Condensed tannins by UV-Vis

Figure 4. Correlation plot for the prediction of (A) total phenolic
compounds (expressed as mg L™ of gallic acid), (B) total anthocyanins
(expressed as mg L' of malvidin-3-glucoside), and (C) condensed
tannins (expressed as mg L' of catechin) using the model for the
selected region (979—1477 em ).

low anthocyanic content, presented the lowest TA value, while
Merlot and Syrah varieties, which are known for their intense red
color, presented the highest TA values. The uncommon low TA
value found for a high colored variety such as Cabernet sauvignon
was due to the fact that the field zone where this variety grows is
very wet, and this high humidity makes a proper ripening process
difficult. However, as shown, Merlot and Syrah showed the
highest standard deviation (SD) values. This is because these
grape varieties are characterized for showing a progressive
accumulation of TPC and TA during long ripening periods.
Spectra of Musts and Wines. As expected, the dominating
absorption bands belonged to the major components of grape,

i.e, to organic acids, sugars, and also to ethanol generated during
the fermentation of sugars. All these bands masked the char-
acteristic IR vibrations of phenolic compounds.'®*”~%°

Moreover, it has to be pointed out that, since during the
fermentation the contents of these compounds changed, the
spectra obtained were different depending on the fermentation
stage (Figure 1). These differences could be observed mainly
in the 979—1477 cm™ " region where the bands were mainly
generated by the contribution of the C—O stretch belonging
to the primary alcohol of ethanol*”* and also of the C—O
valence vibrations and C—O—C stretching vibrations belon§in
to carbohydrates, including fructose and glucose.'****"*
However, although in less extent, the differences can also be
detected in the 2800—2960 cm ™' region where the bands were
due to the C—H stretch of CH; and CH, from ethanol.>**
However, since the first region contained much more information
about the organic compounds, it was called the fingerprint region.

The negative absorption band at 1500—1740 cm ™, assigned
to water, was due to the automatic subtraction of the aqueous
blank absorbance that the instrument carried out prior to the
sample analysis.>” The peak at 2341 cm™ ' corresponds to the
CO, released during fermentation. The water and CO, absorp-
tion regions do not contain useful information, so they are
isolated from the spectral data for calibrating purposes.

Because of the great number of absorption bands obtained, it
was not easy to find the spectral regions associated with the
phenolic compound absorptions. However, there are some studies
related to the identification of the spectral regions for the wine
tannins,”” and we also carried out some studies with the spectra
from grape extracts enriched with different phenolics of different
chemical structure in a previous study.*® These studies revealed
that, when dealing with phenolic compounds, the best spectral
regions for calibration purposes ranged from 1168 to 1457 cm ™'
or from 1133 to 1457 cm ™.

Principal Components Analysis (PCA). We applied a PCA to
the full range (979—2989 em ™) spectral data set. The results
showed that three principal components (PC’s) explained the
99.68% of the spectral variation of the samples (first PC 96.78%;
second PC 2.41%; and third PC 0.50%).

Figure 2 shows the loadings for the first three PCs, that is, the
influence of each wavelength on the variance along this region.
The main regions with the highest influence on the spectral
variance coincided with the regions where the signal is higher:
979—1477 cm™ ' and 1500—1740 cm™'. However, since the
latest bands were due to water absorption, we could conclude
that the region 979—1477 cm ™' contained almost all the informa-
tion that characterizes the samples. Indeed, a PCA analysis using
this region showed that the first PC explained the 98.76% of
variance and that the first three PCs explained the 99.98%.

Moreover, when examining the score plots in the area defined
by the first two principal components, it was observed that the
samples did not form clusters or groups, but they were distrib-
uted all along the space (Figure 3A,B), so global models with
total calibration samples could be built. Therefore, we could
check that the fingerprint region was very useful for calibration
purposes.

Quantitative Analysis: PLS Models. The PLS regression
method was used to build four different multivariate calibration
models between the FT-MIR spectra (using different wavenum-
ber ranges selections) and the reference values of the TPC, TA,
and CT phenolic concentrations, respectively. The four different
wavenumber range selections corresponded to the full spectrum
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Table 4. Results of PLS Models for Phenolic Compounds in Varietal Musts/Wines Using the Best Calibration Regions“

cultivar dependent variable  samples  region (cm ')  PLS factors RMSEC ~RMSEC (%) R’y RMSECV (%) R%, RPD
Merlot TPC 150 1133—1457 3 27.8 3.1 0.983 32 0.982 7.6
TA 150 1060—1457 6 19.5 4.4 0.956 4.8 0.946 4.3
CT 143 1060—1457 12 42.3 14.5 0.799 17.3 0.715 1.9
Tempranillo TPC 120 1168—1457 6 26.8 33 0.980 3.7 0.975 6.4
TA 120 1133—1457 8 11.8 3.9 0.957 44 0.946 4.3
CT 120 979—1477 9 41.6 8.1 0.893 9.6 0.850 2.6
Syrah TPC 120 979—1477 N 24.3 2.6 0.982 2.8 0.980 7.0
TA 120 1060—1457 7 16.0 3.5 0.953 3.9 0.941 4.1
CT 114 11331457 11 40.2 134 0.815 16.3 0.730 1.9
Carinena TPC 90 1168—1457 4 15.5 32 0.970 3.7 0.961 5.1
TA 90 1168—1457 9 6.0 3.7 0.951 4.5 0.927 3.7
CT 90 979—1477 9 44.0 10.0 0.905 12.5 0.852 2.6
Cabernet sauvignon TPC 118 1133—-1457 2 224 3.5 0.981 3.6 0.980 7.1
TA 117 1133—-1457 6 112 4.0 0.973 4.4 0.966 5.4
CT 120 1133—1457 6 45.4 10.4 0.908 114 0.889 3.0

“RMSEC, root mean square error of calibration; R, coefficient of determination of calibration; RMSECV, root mean square error of cross-validation;
R?,,, coefficient of determination of validation; RPD, residual predictive deviation. TPC, total phenolic compounds (mg gallic acid L™"); TA, total
anthocyanins (mg malvidin-3-glucoside L™"); CT, condensed tannins (mg catechin L.

(9792989 cm™ "), the fingerprint region (979—1477 cm™ '),
and the two regions revealed by the previous enrichment
experiment:* 1133—1457 cm ™ (called the main phenolic region)
and 1168—1457 cm ™' (called the selected region). The results of
each model are reported in Table 3, and an example of the
prediction correlation plots obtained when using the fingerprint
region is shown in Figure 4.

TPC Quantification. Among the different models, the ones
developed when using the fingerprint and the main phenolic
regions presented the best TPC prediction results with highest
values of R%,,; (0.972 and 0.971) and RPD (6.0 and 5.9) and also
with lowest RMSEP % values (5.7% and 5.8%), respectively.
However, the number of factors to describe the spectral variance
when working with the main phenolic region was slightly lower.
All these results indicated that when some bands inside MIR
spectra were selected more satisfactory prediction results were
obtained than when the full spectrum region was used. Moreover,
all the models obtained in this study presented lower prediction
error values than the ones provided by other researchers on the
quantification of total phenolic compounds in red wine fermen-
tations by MIR spectroscopy.29

To verify the absence of bias between the reference values and
the predicted values calculated by each model, we proceed with
the joint confidence region test. We concluded that the results of
the four FT-MIR models were unbiased because the slope and
intercept of the four regression lines were not significantly
different (with a significance level of 0.05) from 1 and 0, respectively.

TA Quantification. After applying the joint confidence region
test to the data of this parameter, we detected a significant bias
when using the full range of spectrum. Indeed the models
obtained working in this region presented the lowest R*u
(0.912) and RPD (3.3) values and the highest RMSEP %
(11.8%). On the contrary, the model developed using the
fingerprint region showed the highest R*; (0.963) and RPD
(5.2) and the lowest RMSEP (7.5%). The models built with the
other two regions considered also provided satisfactory predic-
tion results, with R%,5; = 0.952 and 0.950, RPD = 4.6 and 4.5, and
RMSEP % = 8.6% and 8.8%, respectively.

In comparison with those obtained for the TPC results, the
RMSEP values obtained for TA predictions were higher. This
different behavior could be due to the chemical similarity of
anthocyanins with other phenolic compounds, which makes it
difficult to find their total relevant spectral region. However,
whatever the region selected, whereas for TA the RMSEP,,
values obtained were equal to the RMSEP, these values are
slightly different for TPC. This different trend is due to the fact
that the reference method to quantify TA is more precise and
presents a lower standard deviation. In any case, because all the
models obtained for both parameters provided RMSEP,, lower
than 10%, we considered that the uncertainty values are suitable
for predictive purposes.

CT Quantification. The calibration models obtained for CT
were the least robust of all. In fact, already in the joint confidence
test, we checked that the four models were significantly biased, so
they did not provide comparable results with the reference
values. Moreover, the models obtained showed higher values
of RMSEP % than those for TPC and TA parameters whatever
the spectral region selected, so the predictive was not good
enough even when we considered the best model, which was
obtained with the fingerprint region. This was mainly attributed
to the high relative standard deviation (>20%) of the chosen
reference analytical method. This lack of accuracy of the refer-
ence method can be explained because it is an indirect quantifica-
tion method and also because wine tannins are structurally very
complex and diverse, which implies a poorly repetitive interac-
tion with the methyl cellulose. Therefore, in future studies the
reference method should be replaced.

Models for Individual Cultivars. Separate calibrations for
each cultivar and spectral region were performed and the models
cross-validated to evaluate the predictive ability of the calibration
equations. Table 4 shows the models built with the spectral
regions that provided the best results for each phenolic para-
meter and, as can be seen, every variety follows a specific trend.

In comparison with those of the global calibrations, these
models showed better RMSEC % values, mainly for TPC and TA
(lower than 5.0%). Moreover, less PLS factors were required,
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which is what is in accordance with the results obtained by other
researchers.”

From all the results presented, we conclude that the FT-MIR
spectrometry combined with multivariate calibration enables an
easy and reliable measurement of the content of phenolic com-
pounds at the same time, regardless of the stage of skin-contact
maceration. Indeed, although the sample matrixes were constantly
change during winemaking, the phenolic compounds studied can
be well predicted avoiding sample preparation or spectral pre-
treatment. This implies a very short analytical time, so the
methodology proposed becomes an invaluable tool when a large
number of samples have to be analyzed.

This allows one to determine the suitability of a grape to get a
specific style of wine because the quick establishment of the
extraction ending moment can prevent negative sensory attri-
butes in red wines.

Moreover, the FT-MIR instruments could be applied to predict
phenolic compounds on specific cultivars. This would allow one
to design specific models to fulfill each winery's requirements.
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IX Congreso Nacional de Investigacién Enolégica. Badajoz, 29 de

mayo a 1 de junio de 2007.
Fragoso, S.; Mestres, M.; Busto, O.; Guasch, J.

- Estudio y optimizaciéon de un método analitico para la estimacion de
los parametros de madurez fendlica de la uva tinta (Péster).

- Obtencidén de muestras estables en el tiempo para el seguimiento de la
madurez fendlica. Estudio del efecto de la congelacion de las uvas

tintas sobre el color (Péster).

Comunicaciones en “Avances en Ciencias y Técnicas Enolégicas.
Transferencia de Tecnologia de la Red GIENOL al Sector Vitivinicola”.
Badajoz: Junta de Extremadura. Consejeria de Economia y Trabajo;

2007, p 364-366 y 420-422. ISBN: 978-84-690-6060-5.

XIV Congreso Nacional de Endlogos. San Lorenzo de El Escorial, 12
a 14 de junio de 2008.

Fragoso, S.; Mestres, M.; Busto, O.; Guasch, J.

- Prediccion de los compuestos fendlicos en extractos de uva tinta
mediante espectroscopia de infrarrojo medio (FT-MIR) (Poster y

comunicacion oral).

XXIV International Conference on Polyphenols; Salamanca, 8 a 11
de julio de 2008.

Fragoso, S.; Mestres, M.; Busto, O.; Guasch, J.

- Comparative study of three methods to evaluate phenolic red grape

ripening (Poster).

Comunicaciéon en “Polyphenols Comunications 2008” (Vol. 2)
Escribano-Bailén, M.T.; Gonzalez-Manzano, S.; Gonzalez-Paramas,
A.M.; Duenas, M.; Santos-Buelga, C. (Eds.), p 503-504. ISBN 978-84-
691-4334-6.
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X Congreso Nacional de Investigacion Enolégica; Ourense, 3 a 5 de

junio de 2009.
Fragoso, S.; Mestres, M.; Busto, O.; Guasch, J.

- Método simple de seguimiento del estado de madurez y de
caracterizacion de variedades tintas (Poster).
- Determinacion de los compuestos fendlicos en extractos de uva tinta

mediante espectroscopia FT-IR (P6ster).

Comunicaciones en “Nuevos Horizontes de la Viticultura y Enologia”.
Vigo: Servizo de Publicacions Campus das Lagoas-Marcosende; 2009.

p 599-602. ISBN: 978-84-8158-438-7

VII Colloquium Chemiometricum Mediterraneum; Granada, 21 a

24 de junio de 2010.
Fragoso, S.; Mestres, M.; Boqué, R.; Guasch, J.; Busto, O.

- Monitoring the phenolic extraction on red winemaking using FT-MIR

spectroscopy and multivariate andlisis (Poster).

Comunicacion en “E-Proceedings Book of VII Colloquium
Chemiometricum Mediterraneum”. Jaén: Ayuda a la Ensefianza S.L.;

2010. N2 PO2-21; p 1-5. ISBN: 978-84-937483-4-0.

XI Congreso Nacional de Investigacién Enolégica; Jerez de la

Frontera, 31 de mayo a 3 de junio de 2011.
Fragoso, S.; Mestres, M.; Busto, O.; Guasch, J.

- Prediccion de la calidad del vino tinto a partir de la composicion

fendlica y el color de las uvas (Poster).

Comunicacion en “Actualizaciones en Investigacion Viticola”. Cadiz:

Martinez Encuadernaciones S.L., 2011, p 375-378. ISBN: En tramite.
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