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LI.— INTRODUCCION GENERAT,






En la tecnologia de alimentos, el proceso de fermentacidn
alcoholica representa una etapa obligada y decisiva en la
elaboracidén de nuchos de estos; el producto final esta constitui-
do en unocs cases por el fermentade integreo {vino, cerveza) y en
otros por su destilade (ron, whisky). En Espafa, una de las
industrias alimentarias de mayor importancia, tanto tradicional

como econdémicamente, es la industria enolégica.

El wvino puede definirse como la bebida obtenida de la
fermentacién alcohélica, completa o parcial del mosto de uva. Sin
embargo, vinos procedentes de regiones distintas difieren
marcadamente en sus caracteres organolépticos. Ello es debido,
al menos en parte, a factores edafolégicos, botdnicos y climdati-
cos, que condicionan la composicién quimica del mosto la cual a
su vez influye sobre la microflora gue interviene en su

fermentacidn espontédnea.

1.— HISTORIA DE LA ENOLOGIA.

El cultivo de la vid y la elaboracioén del vino son conocidos
en la regidén Mediterrdnea desde tiempo inmemorial. Segun 1la
tradicién judeocristiana, Noé fue el primer hombre gue cultivo
la vid y que elabordé vino: "Noé agricultor, comenzd a labrar 1la
tierra y planto una vifia. Bebid de su vino, y se embriago y quedo

desnudo en medio de su tienda." (Génesis,9,20-21).



Los griegos poseian un dios "viticultor y endlogo® Dionisos;
los romanos y también los fenicios elaboraban vino que incorpora-

ban a sus celebraciones y por tanto a su cultura.

La aparicién del cultivo de la vid y de la elaboracidn de
vino en la Peninsula Ibérica parece estar ligada a las activida-
des comerciales de los pueblos griegos. M. Diez (1977) cita, en
apoyo de esta hipdtesis, el descubrimiento en las islas Baleares
de restos arqueoldgicos de una nave griega que transportaba
plantones de vid, que presumiblemente eran importados por las

colonias griegas de la Peninsula Ibérica desde la metrdpoli.

Loz romanos extendieron el cultivo de la vid en su imperio.
En tiempos de Estrabon, la vid se extendia por todas las costas
mediterrdneas y atldnticas de la Peninsula Ibérica, pero no por
las riberas del Cantabrico, hecho que el autor atribuye fundamen-

talmente a la inclemencia del tiempo.

En la BEBdad Media, la viticultura, come otras muchas
actividades humanas, decayé profundamente, y solo fue salvaguar-
dada en los dominios de las ordenes religiosas, muchas de ellas
asentadas en terrenos altos y aislados, lo cual hizo necesaria
la seleccidén de nuevas variedades capaces de resistir las bajas

temperaturas.

La tradicidn indica que como consecuencia de las peregrina-
ciones a Santiago de Compostela algunas cepas alemanas fueron

traidas a Espafa dando origen a la variedad Albarifo.



A partir del siglo XV el cultivo de la vid se propago desde
el viejo continente a las tierras colonizadas por los espaficles,

portugueses, ingleses y holandeses.

lLas primeras cepas llegaron al Caribe en 1493 expandiendose
luego por toda América. Los colonos holandeses las llevaron a
Africa del Sur en el siglo XVII y los ingleses las aclimataron

en Australia en la segunda mitad del siglo XVIII.

Actualmente Espana es el pais gue mayor extensidn dedica a
la vifia y el tercer productor de vino. (Ministerio de Agricultu-

ra, Pesca y Alimentacidén 1988 - 1989}.

2.~ FELABORACION DEL_VINO.

2.1.~ Vinificacién en blanco.

El proceso de vinificacién (figura IXI.l) comienza, una vez
recolectada la uva, con el despalillado, mediante el cual se
elimina el raspdn; posteriormente se procede al estrujado para

conseguir el mosto.

El mosto obtenido sufre un proceso de desfangado (clarifica-
cién del mosto por decantacidn) y cuando se considera terminado
este, se realiza un trasiego del mosto ya limpio, a otro envase
para gue comience la fermentacidén, gue debe transcurrir a
temperatura moderadamente baja para obtener un vino con la mayor

cantidad posible de aromas primarios, los mds apreciados en vinos



joévenes (Ribereau-Gayon y Peynaud 1962., Ribereau-Gayon y col

1876).

Finalizada 1la fermentacidén, es necesario realizar un
trasiego para separarlo cuanto antes de levaduras y otras
materias que se depositan en el fondo del recipiente de fermenta-
cién y cuyo contacto prolongado produciria caracteristicas

organolépticas desagradables.

2.2.— Vinificacién en tinto.

Una vez la vendimia estrujada y despalillada se lleva a
fermentar; la fermentacioén se produce en presencia de los orujos
para conseguir que el color, presente en los hollejos, se difunda
en la masa del liquido:; este proceso de maceracidn es lo que

caracteriza y diferencia la elaboracién de tintos y blancos.

Al terminar la fermentacién alcohdlica, se procede al
descube, separandose el vino de los orujos. El vino se pasa a un
recipiente distinto en el que sufrird la fermentacién maloldctica
que proporciona al wvino finura y suavidad, al transformar un
acido acerbo y duro, el malico, en otro mds suave y untuoso, el

lactico.
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3.~ TRATAMIENTOS QUIMICOS DE ESTABILIZACION.

Una vez obtenido el vino es preciso que este pueda mantener-
se en perfectas condiciones de limpidez y transparencia durante

el tiempo que haya de ser conservado hasta su consumo.

El vino, después de terminada la fermentacién, inicia una
lenta clarificacién espontanea, la limpidez adquirida de esta
forma natural requiere tiempo y no siempre se alcanzan los
niveles de exigencia en el mercade vinicola. Por esta razon se
hace necesarioc agilizar y perfeccionar el proceso natural;
recurriendose bien a la adicidn de sustancias inocuas autorizadas
por la legislacidn, bien al uso de la accién mecanica, sometiendo
al vino a centrifugacién y a operaciones de filtrado y abrillan-

tado.

Hay que tener en cuenta que la clarificacidén no es necesa-
riamente un proceso de estabilizacién, entendiendo como tal el
conjunto de operaciones que tienen como finalidad la conservacioén

de la limpidez a lo largo del tiempo.

Los distintos procesos de estabilizacién aplicables al vino
se basan en los resultados de ensayos de comportamiento al ser

sometido a condiciones de conservacion.

Cualgquier tratamiento de estabilizacidén aplicado al vino
persigue dos objetivos fundamentales: la eliminacidn de microor-

ganismos y la preservacién de su integridad fisicoquimica. Hay



pues que distinguir entre "estabilidad bicldgica" y "estabilidad
fisicoquimica". Para un técnico enédlogo, el significado sera
distinto que para un microbiélogo del vino; para el primero
significara un sentido absoluto, mientras que para el segundo
esto no es asi, puesto gue el vino es un sustrato de gran
labilidad, sobre todo =i es joven, susceptible de comunicar
posibilidad nutricional vy, por tanto, de dar nueva vida a
numerosas especies microbianas. El vino no es bioldgicamente
estable por naturaleza; aundgue por su alto contenido en etanol
y bajo pH sea de los alimentos de fermentacidén con mayor

estabilidad (Suarez e Inigo 1990)

3.1.— Anhidrido sulfuroso.

La introduccién del anhidrido sulfuroso como antiséptico en
el tratamiento del mosto, representd un importante avance en la
enologia al ofrecer la posibilidad de prevenir y evitar diversas
alteraciones que pueden afectar al proceso de vinificacién. Su
empleo es una practica corriente en el proceso de elaboracién del

vino y su uso esta extendido en todo el mundo.

El anhidrido sulfuroso tiene una serie de ventajas, tales
como seleccionar la microfliora de la uva, proteger los mostos y
los vinos contra alteraciones microbianas (Aerny 1986 a,b,c},
enzimdticas y quimicas (Ribereau-Gayon y col 1977), favorecer la
mayor obtencién de alcohol etfilico y facilitar un color mas
intenso y estable (Mateos 1985. Sanchez-Infante 1986. Singleton

y col. 1980)}. Es también agente impulsor del desfangado (Mareca



1982). El sulfurosoc tiene también inconvenientes, como seleccio-
nar las levaduras segun la sensibilidad que estas presentan al
antiséptico y no atendiendo a sus cualidades enoldégicas (Inigo

1971) o entorpecer e incluso impedir la fermentacién malolactica.

La eficacia antiséptica del anhidrido sulfuroso (Beech y
Thomas 1985) es funcidén de las formas moleculares gque se
encuentran en el medio, uUnicamente la forma SO,H, es activa. Esta
forma depende directamente del pH, de manera gque cuanto menor sea
este mayor sera la cantidad de anhidrido sulfuroso en forma

molecular activa (Huss y Ecker 1977. Scopfer y Aerny 1985).

La distinta resistencia que ofrecen los microorganismos al
sulfuroso, se debe a la mayor o menor facilidad de transporte de
la forma molecular activa a través de la membrana plasmdtica, el
paso puede ser por difusién simple (Stratford y Rose 1986) o por
transporte activo (Macris y Markakis 1974). Su accidén como
antioxidante ha sido revisada por Ribereau-Gayon y col. (1976-
1977). La forma mas activa es la disociada, que se oxida por la

accidén del oxigeno del aire.

Es también necesario tener en cuenta que el S0, y el SH, son
productos que naturalmente aparecen en el vino, debido a gque son
producidos por las levaduras en pequeha proporcién a partir de
los aminodcidos azufrados (Eschembrruch 1974. Bidan 1985. Bravo

y Garcia 1987).
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Desde el punto de vista organoléptico, la presencia del
anhidrido sulfuroso es negativa para el aroma del vino, debido
a gue es una molécula con bajo umbral y olor desagradable

(Cabezudo 1988).

En los dltimos afos se tiende a suprimir o a emplear la
menor cantidad posible de aditivos en los alimentos y principal-
mente en aquellos gque,como el vino, pueden ser consumidos
diariamente. Esta iniciativa se basa en los estudios realizados
sobre el sulfurosoc en el organismo humano y que en algunos casos

puede llegar a hacer desaconsejable su utilizacién (Lueck 1980).

El sulfurcso resulta altamente irritante sobre las mucosas
Yy presenta cierta toxicidad cuando se ingiere en determinadas
cantidades. Este ultimo aspecto fue estudiado por el Comité de
Expertos en Aditivos Alimentarios de la F.A.0Q. y de la 0.M.S.,
que determinaron en 1972, que niveles de hasta 0,35 mg SO0,/Kg de
peso pueden ser ingeridos sin peligro; ahora bien, cantidades gue
superen los 1,5 mg de SO, pueden ocasionar graves riesgos, tales
como avitaminosis con relacién a la vitamina Bl, obstaculizacién

de la digestiodn, espasmos, dolores de cabeza, etc. {(Hamond 1976).

La supresién del anhidrido sulfuroso en la elaboracidn de
vinos es un proceso factible siempre que se tomen las debidas
precauciones (Margheri y Versini 1986. Ifnigo 1986. Bravo e ThAigo
1989). Se requiere una vendimia sana, grado optimo de madurez en

las uvas, tecnologia adecuada y utilizacién de levaduras seleccionadas.
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Entre los aspectos tecnoldégicos gque permiten disminuir la
cantidad de SO, destacan: instalaciones adecuadas por su higiene
y facilidad de desinfeccién, prensado suave y con escaso contacto

con el aire y estabilizacidén por frio.

Se han propuesto diversos métodos para eliminar la adicidn

de anhidrido sulfurosc, entre ellos tenemos:

- Sustitucién del S0, por otros antioxidantes como el acido
ascorbico, (Ough 1987).

- Uso de clarificantes con centrifugacién y/o filtracidén
del mosto (Galassi y Mancini 1985).

- Tratamientos térmicos (Usseglio-Tomasset 1985).

- Ultrafiltracién tangencial (Reglero 1987).
3.2.—- Acido ascoérbico.

La bisqueda de algin producto gue sustituyera al anhidrido
sulfuroso desembocé finalmente en el descubrimiento de la accién
reductora del acido ascérbice (vitamina C), naturalmente presente
en muchas frutas y que es una sustancia imprescindible en la

alimentaci6én humana.

El &cido ascérbico tiene mayor poder reductor gque el dcido
sulfuroso; sanitariamente es totalmente inofensivo y, ademds no
altera el sabor ni el olor de los alimentos en los que se
encuentra. Sin embargo, la vitamina C no presenta actividad

bactericida y no puede por tanto emplearse como sustitutivo del

12



sulfuroso en cuanto remedic de enfermedades y defectos de los
vinos, sin embargo puede actuar como coadyuvante de gran valor

en lo que se refiere al tratamiento y maduracidén de estos.

La adicion de &cido ascdrbico a los mostos permite limitar
los efectos de las oxidaciones enzimdticas. Flanzy (1959} indica
gque la presencia de acido ascérbico ayuda al mantenimiento del
color y conservacién del aroma afrutado. Cassignard, citado por
Ribereau~Gayon y Peinaud (1961), constata que el acido ascédrbico
asegura una buena proteccidén contra los efectos de la oxidacidn
en el curso de la vinificacion en blanco y conserva el gusto

afrutado y aroma fresco en los vinos.

Cordonnier (Ribereau-~Gayon y Peynaud 1961) al estudiar la
quiebra oxiddsica llega a la conclusién de gue los efectos
antioxidantes del &dcido ascérbico y del anhidrido sulfuroso se
potencian cuando actian conjuntamente, por lo gue son necesarias
dosis menores de cada uno de ellos para consgseguir los mismos

efectos.

Los vinos ricos en hierro gue se enturbian después de
aireacidén por precipitacidén férrica, permanecen limpios tras 1la
adicidén de acido ascérbico; esto permite embotellar sin trata-
mientos especiales vinos con exceso de hierro. E1 dcido ascérbico
contrarresta el efecto de pequeifias aireaciones pero no actua
contra una oxidacién drdstica o media, su papel se limita a
proteger el vino de la aireacidén durante el procesc de embote-~

llado, ya que después el vino permanece al abrigo del aire.
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Las ventaijas gue el &dcido ascérbico produce son:

- Proteccién contra la oxidacidén mds eficaz gue la del
sulfuroso.

- Permite la obtencién de vinos con niveles de oxido-reduc—
cién mds bajos, con lo gque se favorece el desarrcllico de
aromas.

- Elimina las precipitaciones férricas de los vinos conse-
cuencia de una aireacién en vinos con alto contenido en
hierro.

- Evita las consecuencias desfavorables de la aireacidn

desde el punto de vista gustativo.

La desventaja es que solo asegura la proteccidn de los vinos

en caso de aireacidén pasajera.

3.3.— Acido citrico.

La acidificacion de mostos y vinos por adicién de &acido
citrico cristalizado estd permitida, siempre que el mosto o vino

resultante no contenga mds de un gramo por litro de dicho dcido.

5in embargo, al tratarse de un producto facilmente degrada-
ble por numerosas especies de bacterias ldcticas, viene relegado
por el uso del Aacido tartdrico, mas resistente al ataque de
microorganismos que solamente consiguen degradarlo en vinos con

pH superior a 6.
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Los valores en &acido citrico de vinos blancos sobrepasan
raramente los 450 mg/l en vinos ordinarios y 600 mg/1 para los
vinos procedentes de podredumbre noble. Las dosis son habitual-
mente menores en vinos tintos, especialmente en aquellos que han

sufrido la fermentacién maloldctica.

3.4.~ Enzimas pectoliticos.

Productos también utilizados en los tratamientos de vinos
son los enzimas pectoliticos, llamados enzimas clarificantes o
enzimas de filtracién. Son sustancias obtenidas a partir de
micelios desecados de Aspergillus, Penicillium, y Botrytis y del
residuo seco de los medios de cultivo sobre el que se desarro-

llan.

Con la clarificacion enzimdtica se consiguen vinos que se
distinguen por su bello color y su limpidez. Cuando se acompaha
de encolado se consiguen resultados muy superiores a 1los

obtenidos cuando se realiza sclamente este Ultime tratamiento.

La actividad de estos enzimas es muy variable, unos se
caracterizan por la actividad diastdsica casi exclusivamente
pectolitica, debido a las pectinasas o poligalacturonasas que
pueden escindir pectinas y transformarlas en moléculas solubles;
otros contienen un enzima que precipita la pectina, la pectasas;

y otros, los enzimas proteoliticos, degradan las proteinas.

Estos enzimas son utilizados principalmente en dos casos:
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-~ En el prensado, para permitir, por digestidén de las
paredes celulares del grano, un mayor rendimiento del estrujado
¥y una mejor extraccidén de la materia colorante y de las sustan-

cias aromaticas.

- En el tratatamiento de wvinos 7jovenes gque deben ser
filtrados. En este caso, gracias a la ruptura de la estructura
coloidal, se consigue una clarificacién que permitird un mejor

y mas rdpido aprovechamiento de la filtracidén.

4.— CARACTERISTICAS VITIVINICOLAS DE LA ZONA DE RUEDA.

PROVINCIA DE VALLADOLID
OROGRATFIA

Figura II.2

Mapa de la zona de Denominacién de Origen Rueda
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La localidad de_Nava del Rey (figura II.2), entre los rios
Trabancos al oceste, Zépardiel al este vy Duero al norte, pertenece
a la provincia de Valladolid, se encuentra situada en la meseta
castellana y sus caracteres orograficos son los propios de esta
formacidén. El conjunto forma una plataforma con una altitud media

aproximada a los 800 m. (Ministerio de Agricultura. I.N.D.O.)

Con excepcidén de las terrazas fluviales pertenecientes al
Cuaternario, el resto de los suelos de la provincia pertenecen
al Neoceno, y dentro de esta edad, la mayor parte al Mioceno
Vindoboniense. Las zonas gue parecen reunir mejores condiciones
para la implantacidn del vihedo son las terrazas del Cuaternario
junto a los cauces de los rios, las rahas' del Plioceno interca-
ladas con calizas y margas del Vindoboniense y los materiales

detriticos y calcdareos del Mioceno inferior.

El clima es continental con influencia atlantica, yendo las
lluvias persistentes asociadas a vientos del suroeste (dbregos).
La lluvia media anual es préxima a los 400 mm. El promedio anual
de dias cubiertos es de 85 y de 95 el de despejados. Corresponde
a la provincia un promedio de 2600 horas de sol efectivo. La
temperatura media anual esta entre 12 °C y 13 °C, con valores
extremos de 36°C (finales de Julio) v de -6°C (Enero). El periodo
libre de heladas abarca desde principios de Mayo a mediados de

Cctubre.

1
Acumulereidn de cantos rodados, con origen en un sistema de erosién aride o por un sistema de erosién periglacial.
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5.— 1.0S VINOS DE NAVA.

Hace varios ahos los vinos gue se producian en lo que hoy
es la Denominacién de Origen Rueda eran mas conocidos como los
vinos de la Nava, debido a la gran cantidad que se elaboraba en
este municipio y también a su calidad. Cuando se crea la D.O. la
zona de produccion comprende un total de 70 términos municipales

repartidos entre las provincias de Valladolid, Segovia y Avila.

Los marcos de plantacidén de Nava del Rey y en general de
todos estos términos se reparten entre el "marco real" y el
"tresbolillo™, este idltimo en las plantaciones mds antiguas, con
distancia entre plantas de 2,80x2,80 y 3x3 m. La densidad de
plantacién es de 1100 a 2500 cepas/Ha con producciones de 3,5-4
kg/cepa (datos para la variedad Verdejo). También existen
piantaciones en espaldera con distintas densidades de plantacioén,

con el fin de adaptar el vifiedo a las Wultimas técnicas en

viticultura.
5.1.~ Variedades de uva,

Verdejo blanco.- Variedad principal implantada en la zona
por los mozdrabes, puede considerarse hoy como autéctona va que
su adaptacion a sido tal, gue cuando sale de ella pierde todas
sus caracteristicas peculiares, habiendo conseguido resistir

frios y sequias.



Viura.- Procedente de Rioja con el fin de probar su adapta-

cidén, aporta a los vinos aromas tipicos de esta variedad.

Palomino {Jerez).— Variedad de Jerez gque llegd después de

la Philoxera y como reaccion a la misma.

Otra variedad experimental que ha sido aprobada por el
reglamento de la D.0O. dada su buena adaptacién, es la Sauvignon

blanc gque proporciona calidad a los vinos en gue se encuentra.

5.2.~ Caracteristicas de los vinos de la zona.

Los vinos elaborados en esta zona de produccidén tienen como
‘denominador comin el aporte de la variedad de uva Verdejo y segun
la proporcién en la que entre y el tipo de crianza a la que se
someten se clasifican en: vinos blancos de mesa y Vinos generosos

o de licor.

Vinos blancos de mesa: Rueda y Rueda superior.

Rueda. Elaborado con un minimo de Verdeijo del 25%, se
aprecian con amplitud las caracteristicas de la Viura
¥y de la Jerez sin perder el matiz varietal de 1a

Verdejo.

Rueda superior. Vino elaborado con un minimo
de Verdejo del 85% y criado en madera de

roble americano como mninimo durante seis
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meses. También se da como vino afrutado sin
crianza. De color amarillo paja pdlido, con
tonos acerados y verdosos tipicos de 1la
variedad. Aromas caracteristicos con matices
afrutados. En boca son vinos de cuerpo con
posgusto amargo. La graduacidn oscila entre

11,5-13¢,

Vinos generosos o de licor: Palido Rueda y Dorado Rueda. Son

reliquia de las elaboraciones histdéricas de la Nava y en general

de la Denominacidén de Origen.

20

Palido Rueda. Vino generoso de crianza bioldgica bajo
velo de flor con un minimo de graduacidén de 15° vy
cinco afios en madera de roble americano. Son vinos
palidos, ligeros, secos y fragantes. Amplios de aroma

y boca.

Dorado Rueda. Es un palido cuya crianza en velo de
flor ha sido cortada, prolongandose su enveijecimiento
hasta adquirir un color caoba e intensidad de aromas
y sabores que le dan sus caracteristicas de generoso.

Su graduacidén minima es de 15°%.



6.— MICROBIOLOGIA DE MOSTQS Y VINOS.

Caignard Latour, en 1835, demuestra que los microorganismos
vivos presentes en los mostos de fermentacién son levaduras

pertenecientes al reino vegetal.

Pasteur (Ribereau-Gayon y cel), con guien nace la enologia
cientifica, demuestra definitivamente el origen biolégico de las
fermentaciones, oponiéndose a la teoria, mantenida por Berzelius
y Liebig, que daba a la fermentacidén un origen meramente quimico.
Mds tarde describe la fermentacién alcohdélica y lactica vy
demuestra la correlacién entre estructura microbiana y funcidn
bioguinica. Obtiene por primera vez cultivos de levaduras dife-
rentes y establece el origen y ciclo de algunas especies en la
naturaleza. Demuestra también gue las levaduras se encuentran

sobre el hollejo de los granos maduros y no en su interior.

El danes Hansen (Ribereau-Gayon,J. ,Peynaud,E. 1962)
establece los fundamentos de la taxonomia de levaduras. Guiller-
mond (Gibbs,B.M.,Shapton 1968) realiza estudios citoldgicos y

describe la estructura interna de la célula de levadura.

Las levaduras, segun Lodder (1970), se definen como hongos
en los que la forma predominante de su ciclo de vida es la uni-

celular.

Los primeros microbiélogos que estudiaron las transformacio-

nes mosto-vino, observaron que en la fase inicial de la fermenta-
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cidn espontdnea predominaban células en forma de limén, levaduras
apiculadas, a medida que el proceso avanza las formas apiculadas
pierden su predominio y aparecen en el medio otras de forma glo-
bosa, a veces alargadas, y finalmente otras de forma eliptica,
que al consumir todos los azucares del medio floculan y se depo-
sitan. Estos microbidélogos estaban interesados por la funciona-
lidad de las levaduras vinicas, es decir las transformaciones
bioquimicas gque realizaban al desarrollarse en el mosto de uva
y més concretamente en los productos finales que originaban y
quedaban acumulados en el vino. Se vio que las levaduras apicula-
das producen escasa cantidad de alcohol y notable proporcidn de
compuestos volatiles, dejando mucho azicar en el medio, por el
contrario, la levadura eliptica produce mdas alcohol, menos

metabolitos secundarics y consume ma-yor cantidad de azicar.

De estas observaciones surgieron las experiencias de Miller-
Thurgau (Arroyo 1962) gue propone el alejamiento de las levaduras
apiculadas del proceso fermentativo; aparece al concepto de "vino
tecnoldégico" y con ello la utilizacién de la molécula de
anhidrido sulfuroso, S0,, para la esterilizacidén del mosto. La
vinificacién se hizo cémoda y retrasé la investigacion microbio-

légica.

El estudio microbioldégico planificado por diferencias
ecoldgicas de zonas vitivinicolas se inicia en Espaha con la
llegada de Castelli, quien junto a Ifiigo (1957), recoge 29 mues-—
tras de mosto de la zona de la Mancha, para posteriormente reali-

zar su examen nmicrobiolégico. En ahos sucesivos, el eguipo de
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microbioclogia del Instituto de Fermentaciones Industriales del

C.5.I.C.

ha realizado una labor amplia y exhaustiva sobre las

regiones espaficlas con Denominacidén de Origen y Denominacidn

Especifica. De los resultados de estos trabajos se evidencian,

a grandes rasgos, algunos hechos muy notables:

- En la fermentacidén espontdanea de los mostos de

uva espanoles, se diferencian tres fases, en cada una

de las cuales intervienen levaduras de distintas espe-

cies que se suceden de forma precisa.

- En la primera fase (cuando la fermentacién aun

no es perceptible) se encuentran levaduras apiculadas,

productoras de bajo grado alcohodlico y escasa pureza

fermentativa, que dan lugar a la aparicién en el vino

de gran cantidad de sustancias volatiles.

- En la segunda fase (comienzo de la fermenta-

cién) aparecen especies de gran pureza fermentativa y

productoras de grado alcohdlico medio.

- La tercera fase (fermentacidén tumultuosa) esta

dominada por distintas especies del género Saccharo-

myces, estas levaduras son las encargadas de finalizar

el proceso fermentativo y son productoras de un alto

porcentaje de etanol.
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- En algunos casos, al cabo de 20-25 dias de
acabada la fermentacidén alcohdlica, tiene lugar la
aparicién de velos blastomicéticos en la superficie
del vino; esto tiene lugar en la totalidad de las
muestras de Andalucia Occidental y en proporcioén
variable, en Valladolid, Extremadura, Aragén y Pene-

dés.

- Las especies de levaduras esporuladas dominan
sobre las no esporuladas en zonas calidas, dandose el
caso inverso en zonas frias. Levaduras no esporuladas

son mayoritarias en la primera fase fermentativa.

~ Existe diferencia de especies entre mostos de
zonas frias y cdlidas, a titulo de ejemplo, Hansenias-
pora guilliermondi se encuentra en zonas calidas sus-
tituyendo a Kloeckera apiculata gque se encuentra en
zonas frias, la primera es la forma perfecta de la

segunda.

estudiaron posteriormente con investigaciones mas pro-
fundas, creandose en el Instituto de Fermentaciones
Industriales del C€.S.I.C. una coleccidén en la que
existen levaduras seleccionadas gue se utilizan en la
industria (bodegas, fabricacién de licores por desti-
lacién una vez fermentado el mosto adecuado, panade-

ria, etc.).



La aplicacién a escala industrial de levaduras locales

seleccionadas para cada zona potenciara el elemento biocldgico

responsable directamente de la transformacidn mosto-vino, ya gue

todo vino es obra de levaduras y para conseqguir los mejores vinos

tecnoldgicos de cada zona se requiere el uso de levaduras locales

seleccionadas.

para

Algunos de los criterios usados en la seleccidn de levaduras

enologia son:

- Capacidad para efectuar una eficaz fermentacién
alcohélica de azdcares. La capacidad de producir etancl por
parte de una levadura, ain siendo la mas importante, debe
ser tomada como parte de una serie de requerimientos gue
hagan aceptable su utilizacidn. aAsi, existen otros microor-
ganismos (bacterias) que producen etanol como producto
final de fermentacidn, junto a otros productos gue hacen

inaceptable su utilizacién.

- Tolerancia al etanol. Estrechamente relacionada con
la capacidad de producir una fermentacidn adecuada. Es
importante saber que al existir varias fases fermentativas,
no todas las levaduras precisan tener la misma tolerancia.
Esta tolerancia al efanol indica la capacidad de la leva-
dura de ser viable a concentraciones mds o menos altas del
mismo; estd influida por factores ambientales, incluyendo
la concentracién de azuicares en el medio, asi como los

contenidos lipidicos y proteicos de la célula de levadura.
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~ Produccidén de compuestos organolépticamente desea-
bles. Se trata de compuestos presentes en muy bajas concen-
traciones, pero que confieren al vino unas mejores carac-
teristicas organolépticas. Un ejemplo muy claro de esto es
la formacién, por parte de las levaduras de flor, de alco-
holes superiores a partir de algunos aminodcidos, de forma
que el producto final son los vinos tipicos de Andalucia
Occidental. Por otra parte si las levaduras gue hacen su
aparicién en la superficie del vino son de tipo Pichia o
Candida el producto se degrada y ademds se abren las puer-

tas a posibles infecciones y enfermedades.

- Estabilidad y viabilidad. Las cepas de levaduras
seleccionadas deben ser estables en el tiempo, viables y
ademds tener la capacidad de producir compuestos de

cualidades organolépticas deseables.

- Floculacidén. Algunas cepas tienen tendencia a
aglomerarse y formar fléculos, los cuales se posan en el
fondo de la vasija de fermentacidén. Este fendmeno conocido
como floculacidn, se reconoce como un factor de gran impor-
tancia en la produccién de bebidas fermentadas. Para alcan-
zar la mdxima conversidén de azicar a etanol, es esencial
para la levadura permanecer suspendida en el liquido
fermentable v no flocular, pero también la capacidad de la
levadura para flocular cuando la fermentacién ha terminado
es una ventaja, ya que hace mas fdcil la separacién de las

levaduras del vino.



- Baja produccicdn de acidez volatil. Lo mds destacable
en la elaboracién de vinos es la obtencidén de 1los mismos
con poca acidez voldtil y alto grado de etanol por unidad
de azucar transformada. La existencia de dosis elevadas de
dcidos volatiles, en particular acide acético, deterioran
la calidad. Estos dcidos se forman principalmente por leva-
duras presentes en la primera fase fermentativa, por tanto,
es importante vigilar esta primera etapa y los microorga-

nismos gue en ella intervienen.

En cada =zona queda establecido un esquema ecoldgico de
levaduras fermentativas y aerobias. En toda Espana se han
encontrado 27 especies de levaduras. Enolégicamente, a la vista
de los resultados, se piensa dJue determinadas especies de
levaduras pueden ser consideradas como especies nobleg, aptas
para llevar a cabo las fermentaciones, y otras inapropiadas para

tal fin.

Estudiando los fendmenos de interacciones entre las especies
en biotopos naturales, se ha desembocado en una biotecnologia de
vinificacién gue consiste en aplicar simultdneamente especies
diferentes de levaduras estenocicas vy euriccas dominantes en cada

comarca enolégica sin previa adicidén al mosto de anhidrido

sulfuroso (50,).
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7 .~ COMPUESTOS POLIFENOLICOS

La importancia en enologia de estos compuestos es bien
conocida. Muchos de los factores que afectan a la elaboracidn de
vines como son, color, acidez, pardeamientos y otras reacciones
con el oxigeno etc., estdn influenciadas por el contenido en
compuestos fenélicos. Intervienen en los caracteres organolépti-

cos, sabor, dureza, astringencia.

7.1.— Clasificacion.

Fenoles no flavonoideos

C. .... Fenoles sencillos
C,~C,.... Alcoholes, aldehidos y &cidos benzoicos
Ce~Chenn. Acetofencnas

aAcidos fenilacéticos

C.~Cin... Alcoholes, aldehidos y &cidos cindmicos
Cumarinas

Isocumarinas

Cromonas

Fencles flavoncoideos

C~C;-Cs . jFlavancles, Flavonas
Flavonoles, Isoflavonas
Antociancs

Compuestos fendlicos polimerizados
Ligninas

Taninos ..|Hidrolizables
Condensados
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7.2.~ Fencles no flavonoideos

Hasta hace pocos afios se afirmaba que los acidos fendlicos
no se encontraban libres en los vegetales, y por tanto en el
mosto de uva, sino unicamente formando parte de uniones tipo
ester. En el caso de los &cidos cindmicos se dan combinaciones
con el acido quinico, con azucares y con el adcido tartarico. En
el caso de los derivados del benzoico las formas de combinacidén

estdn poco estudiadas (Ribereau-Gayon 1968).

Entre los derivados del &cido cinamico los mas frecuentes

son:
CH=CH-COOH Rl = H R2 = H Acido p-cumarico
Rl = H R2 = QH Acido cafeico
Rl1 = OCH, R2 = H Acido ferulico
R2 R,
OH R1 = R2 = OCH, Acido sinépico

Debido al doble enlace gue poseen los dcidos cindmicos, se
pueden presentar en forma cis y trans, siendo esta udltima la mé&s
estable y atribuyendoles a ambas formas propiedades bioldégicas

diferentes.

Las combinaciones con los hidroxidcidos, fundamentalmente

con el &dcido tartarico, se realizan a través de enlaces tipo
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ester entre el grupo carboxilico del grupe cindmico y un grupo
alcohdlico del hidroxidcido. La estructura de estos ésteres es

la que se muestra en la siguiente figura.

COOH
i
HO"?H R = H Acido p-cumaroiltartdrico
CH=CH-C0O ~0-CH
! R = OH Acido caferoiltartdrico

COOH
R = OCH, Acido feruloiltartdarico

Los mas frecuentes entre los derivados del dcido hidroxiben-—

zoico son:

COOH
Ho\//;\\1 R =H Acido salicilico
th//\ﬂ R = OH Acido gentisico
Rl = R2 = H Acido p~hidroxibenzoico
COOH
Rl = OH R2 =H Acido protocatéquico
Rl1 = OCH, R2 = H Acido vainillinico
R Y Ry Rl = R2 = OH Acido galico
OH
R1 = R2 = OCH, Acido siringico

Los aldehidos fendlicos son los correspondientes a los

dcidos en los que el grupo carboxilico esta sustituido por el

bt ele]
L s

En cuanto a los alcoholes es de destacar que tanto el

tirosol como el triptofol son productos que aparecen en el curso
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de la fermentacién. Asi el tirosol (alcohol p-hidroxifenilacéti-
co) procede de la transformacién de la tirosina por parte de las
levaduras durante la fermentacidén (Ehrlich 1907) (Singleton, Esau

1969}.

7.3.— Otros compuestos fenélicos.

7.3.1.- Penoles flavonoideos

Los flavonoides son compuestos fenédlicos que presentan una

estructura general del tipo: C,-C,-C,

Los diversos tipos de molécula englobados en este grupo se
diferencian en el grado de oxidacién y de sustitucidén del
heterociclo intermedio, y a su vez, dentro de cada familia, se
diferencian por el numero, localizacidén de las funciones fenol

Yy por la metoxilacidn.

Su forma habitual en la naturaleza es en combinaciones con
los azdicares mediante uniones O-heterosidicas y con menor
frecuencia C-heterosidicas. Los gldcidos pueden encontrarse

esterificados o no.

7.3.2.- Compuestos fendlicos polimerizados

Desde el punto de vista quimico los taninos resultan de la
polimerizacidn de moléculas fendlicas elementales. Se distinguen

dos tipos de taninos, los hidrolizables, también llamados
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pirogalicos, y los condensados conocidos como pirocatéquicos.
Originan combinaciones estables con 1las proteinas y con los

polisacaridos.

Los taninos hidrolizables estdn constituidos por una
molécula glucidica sobre la que se fijan diferentes compuestos
fenélicos. Los taninos condensados estédn formados por peolimeros

de catequinas y de leucoantocianidinas.

La lignina es uno de los componentes fundamentales de la
madera. El término lignina esta reservado a los constituyentes
no glucidicos de la membrana celular. Su estructura es compleja

y todavia hoy poco conocida.

Segun Klason (Joseph, Marche 1972) su estructura es
aromdtica y procede de la condensacidén del alcohol coniferilico.
Para Aulin-Erdtman y Sandin (1968} las unidades aromaticas de la
lignina corresponden a radicales de tres tipos dependiendo de la
naturaleza de la planta: Guayacil, Siringil y 4-hidroxifenil. Los
dos primeros presentes en plantas lefiosas y el tercero en plantas

herbdceas.

7.4.- Biosintesis de compuestos fendlicos.

Los compuestos fendélicos provienen del metabolismo secunda-
rio de los vegetales. Los hidratos de carbono fotosintetizados
por las plantas, son posteriormente degradados para producir la

energia que ella misma necesita, pero una pequefia parte es
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utilizada para sintetizar un considerable numerco de compuestos
entre los que se encuentran los compuestos fendlicos. Estos
tienen a 1los 4dcidos acético y siquimico c¢omo precursores

principales (Ribereau-Gayon 1986).

Un esquema general de la biosintesis de compuestos fendlicos

es el siguiente:

CARBOHIDRATOS

Ciclo de las pentosas - I

T

Fosfoenolpiruvato Eritrosa-4-fosfato
]
Piruvato Ac. 5-dehidrosiquimico
Ciclo de Krebs
Acetil~CoaA Fenilalanina Ac. G&lico
Malonil-Coa Tirosina Ac. Protocatéquico
Ac. Cindmicos Alcaloides
/QNltrogenados
Comp. Fendlicos Flavonoildes Lignina Acetofencnas
de mohos Fenoles simples
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7.4.1.~ Via del acido acético.

Collie en 1893, establecidé la hipédtesis de la formacidn del
anillo aromatico a partir de tres unidades de dcide acético y
Grisebach y Bopp (1959) la confirmaron, pudiéndose esquenmatizar

esta via sequn la representacidén siguiente.

-
oz

S—CoA

(_3t.0) {-2H5—CoA)
C-aAcilacidn

R—CO—CH;—CO~CHz—CO—CH2—C OO

IT I
R
gr':o
c CHx—COOH
CO Q
R—CO-— Gﬁ\ah ﬁc
CO ,CO
~CH
Ceteolizacidn
(“H20} lCHT-\CllaClén OH
\c/ LCOOH
TH ~gH
ﬁ _C.. ,c\ (1)
R—CQ o ~0
‘Eﬁc\?Hz
o~ \cﬁf*o _ ~HO
. ; R .
Enolizacidén { COOH
A
Chz\?/
OH )' N /C\
a I O TCH; NSO
_CQC/CQC%
HO” “CH “OH ? & Enolizacién
H = ~c ACOOH

{t _
- {2)
Ho/C\ OH
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En un primer paso, la reaccion transcurre a partir del
acetil~CoA, que es la forma bioldgicamente activa del 4&cido
acético, la presencia de Coenzima A activa los hidrégenos del
carbono en alfa, capacitandolos para producir un ién carbonio
intermedio, que se condensard con el grupo activado de otra
molécula; esta condensacién también tiene lugar en la primera

fase de la biosintesis de &dcidos grasos.

A partir del producto resultante de la condensacién, puede
formarse un ciclo bencénico por dos caminos diferentes. Segun uno
(I) primero hay una ciclacidn y posteriormente se forma una
cetona etilénica gue dard paso a un compuesto aromatico con
funcidén fendlica; segin el otro (II) tiene lugar primero una
C-acilacioén, que da lugar a un derivado ciclico, gue, como en el

caso anterior, por enolizacidén origina un compuesto aromdtico.

7.4.2.- Via del acido siquimico.

Davies y Sprinson (1978) ponen de manifiesto la funcidén del
dcido siquimico en la formacién del ciclo bencénico a partir de
los azucares. Esta via ha sido estudiada principalmente en los
microorganismos, y se supone gue con los mismos mecanismos se

desarrolla en los vegetales superiores.

Por esta ruta metabdlica, esquematizada a continuacidn, se
explica la formacidén de dcidos benzoicos, como gdlico y protoca-
téquico, con el acido 5-~dehidrosiquimico como intermediario; vy

de &cidos cindamicos a partir del &acido prefénico. Otros &dacidos
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benzoicos provienen de la disminucidén parcial de 1la cadena

lateral de los dcidos cindmicos por una B-oxidacidén.

GLUCOSA
HO, . _COOH
Via vencosas AL
l coom Rag™Ch2
; MO AL
C=¢ HO CH "OH
HO |
(1: COOH &H;- OH
CHCOH | ) - i
&HOH - ﬁ_(yvg, ol Acido cuinico
[ CHa CHOH i
CHz—0-(B) i
CHOH ~
Eritrosa-4 Acidec fosfo- :
o CHy—0~(F)
fosfato enolpirivico .
Acido ceto-2 HO . /COOH
desoxi--3fosfo-"7 H:C” T NeH
gluccheptdnico | !
* < LCH
COOH 0% ch ~oH
1
OH
L{,"OOH
~- 2K Acido dehidro-5
i e C
HO i. OH Hcé’\?Hz quinico
OH <I: CH ’ 4
N L N s
Acido galico HO & O ¥ T 3
] H
COOH A(///:;;; ‘wk\\\\\ COOH
C
HC™ ™CHz
- ,C‘_‘H
HOQ loxg \?H ~OH
OH oH
Acido protocatéquico Acido dehidro-5

siguimicco
NHz |

CH=CH-CQCOCH CH:@-'CH—COOH CH;—-CO—~COOH

T4
v |
COOH
/é COOH
HC™> \CHz {

— | + &—0-(B)

. . . . . . I
Acido ciné&mico Fenilalanina Acido / N CHs

H WSH
fenilpirdvico rEcicdo fosfo

NHz Acido siguimico enclpiridvice
CH CH—COOH CH—-COOH CH2~CG—-COOH
—
- P CfDOHl 5
—_— co ¥
I
\ CHaz oM
Acido p~cumér1co Tirosina Acido p-~hidroxi \ix:/CO
l fenilpinivico _ Hﬁ \EH
. H H
CH=CH-COOH C‘qﬁ
OH

Acido prefénico
HO
OH

Acido cafeico
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El empleo de trazadores, ha permitido conocer tanto los
intermediarios como la mayoria de los enzimas que actidan en las

distintas etapas.

A partir del &cido fenilpirdvico se forma la fenilalanina,
y a partir del dcido p~hidroxifeniipirdivico se forma la tirosina.
La fenilalanina y la tirosina juegan un inmportante papel en la
formacién de fenoles en plantas, originando derivados del acido

cindmico, cumarinas, ligninas, flavonoides y algunos alcaloides.

7.5.- Tirosol v Triptofol.

La presencia de tirosol y triptofol en los medios de
fermentacidén es sefialada por primera vez por Erhlich en 1907. El
tiroscl es sdélido a temperatura ordinaria y posee un agradable
olor a cera y miel; su sabor es amargo y algunos autores le
incluyen entre los compuestos responsables del amargor de la
cerveza. Discutiendo los trabajos de Erhlich, Genevois (1952)
supone que el tirosol esta presente en vinos en concentracién
suficiente para intervenir en el aroma. El1 triptofol es un
alcohol que no tiene olor caracteristico y con un sabor

ligeramente amargo.

Erhlich en 1906 describe el modo de formacion de alcocholes
superiores a partir de los aminoacidos correspondientes con n+l
atomos de carbono. Genevois en 1952 describe diferentes etapas

y reacciones intermedias en los medios de fermentacidén, Moutounet
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(1969) indica la siguiente secuencia de reacciones

para la
biosintesis de tirosol a partir de glucosa.
GLUCOSA
i Z0O0H -
! t o o coou COOH o0
Lo ook CH,
FHO}: 0 ® —— EEHOH . e _—
GHor i CHOH # 7 o
CHy0-(® ) o o 0 on  HO '
' CHOH ot OH OH
Ac. foefoenol- |
. CHz-0-F) .
Eritrosa - 4 pirtivico Ac. dehidro5 Ac. dehidro-5 re. siudnico
fosfato quinico siguimico
Ac. ceto2
desoxi-3 fosfo-/
glhiucdheptinico
Fenilalanina
CH - CO-COOH
COOH 7 1 =
CO . j "~.. Feniletanol
', cooH
cooH | COCH . Ac. fenilpirtvico
H\ CH?_
e i
(g ‘o ~~coon CH,-CO-COOH
Y OH & ., Tirosol
® od [#}31 . "ﬂ
Ac- prefemco .
Ac. fosfo5 % Tirosina
siquimim : OH
Ac. p-hidraxi
fenilpirivico

Erhlich sefiala que las levaduras forman tirosol y triptofol

si se anaden al medioco de fermentacidén los amincdcidos tirosina

y triptéfano respectivamente. La formacién de estos alcoholes

segun Sapis y Ribereau-Gayon (1969) seria:
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> - H
CH}_CHNH?_LCXNi CH?_CHQO

1
A

//’
&

g -

™
OH o

Tirosol
Tirosina

- -
\\NH NH

e CH__CHNH__COOH FCH, L CH, O
2 Z J

Triptofano Triptofol

Erhlich hace fermentar tirosina en presencia de azicar y
levadura prensada y obtiene tirosol. Genevois (1952) confirma
este resultado al observar que la levadura de cerveza origina

tirosol en las mismas condiciones.

Sapis y Ribereau-Gayon (1969 a, b), detectan en el vino
estos dos compuestos haciendo resaltar que son productos
secundarios de la fermentacién alcohélica, que su formacidén es
paralela a la desaparicidén del azidcar y gue el género de la
especie de levadura que interviene tiene influencia sobre su
formacién. Anteriormente se pensaba que el triptofol unicamente
estaba presente en vinos tintos, pero estos autores indican gue
en los blancos puede aparecer en cantidades variables, pero

siempre menores a las de aquellos.
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Szlavko (1973) estudia la influencia de las condiciones de
fermentacidén y 1la levadura utilizada, sobre la formacidn vy

concentracién de tirosol y triptofol.

Rosazza y col. (1973) estudian la formacidén de triptofol a
partir de [L~triptéfano fermentando c¢on Zygosaccharomyces

prioranus.

Okamura y Watanabe (1981) estudian la formacidén de tirosol
y triptofol por varias cepas de Saccharomyces cerevisiae en
medios sintéticos ausentes de aminodcidos aromdticos y con
sacarosa, gluceosa o fructosa como uUnica fuente de carbono.
Indican que si el medio contenia glucosa o fructosa la cantidad
de tirosol formada era mayor que si se trataba de sacarosa.
Sugieren que el tirosol puede formarse a partir de tirosina que

es biosintetizada a partir de azucares por las levaduras.

Salagoity-Auguste y Bertrand (1984) cuantifican triptofol

por cromatografia liquida de alta resolucién en vinos tintos.

Gomez=-Cordovés y col. (1984) estudian el contenido en
triptofol en distintas variedades de Vitis vinifera. Al fermentar
con Saccharomyces ellipsoideus mostos de variedades blancas y
tintas observan que el menor contenido en triptofol corresponde

al mosto de la variedad Viura.

Gil y Gomez-Cordovés (1986) investigan el contenido en

triptofol en vinos jévenes univarietales por medio de cromatogra-
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fia en capa fina vy de lata resolucidén comprobando su presencia
en tintos y blancos, aungue en concentracién apreciablemente mds

alta para los primeros.

7.6.— Propiedades e influencia de los compuestos fendlicos

en los caracteres sensoriales.

Los compuestos fenélicos presentan ciertas propiedades, que
son debidas, de una parte a las propias del grupo hidroxilo,
influenciadas por la presencia del anillo bencénico, y de otra,
a las propiedades del ciclo bencénico, activado por la presencia
de los grupos hidroxilo o de otros sustituyentes. Ademas el
anillo bencénico, con tres dobles enlaces conjugados, tiene una
gran estabilidad, y raramente se rompe en una reaccion guimica

o bicldgica.

~ El1 caracter dcido es una de las propiedades mds caracte-
risticas de los fenoles. Este cardcter acido, puede modifi-
carse profundamente por los sustituyentes del anillo
bencénico. La variacién de la acidez de los fenoles en
funcién de la estructura de la molécula, se utiliza para su
separacidn; asi, en el caso de fenoles Acidos, se utilizan
soluciones ligeramente alcalinas para su extraccidn,
mientras que en el caso de los fenoles neutros basta
recurrir a disolventes orgédnicos como eter etilico para su

extraccidn.
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- Es caracteristico también de estos compuestos la facili-
dad para formar puentes de hidrdégeno, lo gue puede wneodifi-
car diversas propiedades fisicas. De igual modo, estos
puentes de hidrdgeno hacen que, en deneral, disminuya la

reactividad de los grupos fendlicos.

- La formacion de complejos de estos compuestos con los
metales es utilizada para su cuantificaciodn, identificaciodn
y modificacién de sus caracteristicas espectrales. Adends
estos complejos participan en la coloracién de las plantas
(Jurd y Geissman 1956) y por tantc también en la de sus

derivados primarios.

- La oxidacidén de los compuestos fendlicos es una caracte-
ristica importante, ya que las transformaciones oxidativas
de los mismos, ya sea por via guimica o enzimdtica, impli-
can un oscurecimiento gue puede originar problemas tecnold-
gicos en industrias alimentarias, entre las que se encuen-

tra la enoldgica.

La facilidad de oxidacién de algunos fenoles, permite su
utilizacién como antioxidantes. Ademds las propiedades redox de
estos compuestos les hacen actuar en el vino como tampdn frente
a oxidantes y reductores, de tal forma que, si la elaboracidn se
lleva con cuidado, un moderado nivel de oxidacidn, lejos de ser
perjudicial, puede aportar al vino caracteres de envejecimiento

muy aprecibles.
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~ La copulacidén de estos compuestos con sales de diazonio
es utilizada para su deteccidn por técnicas cromatografi-

cas debido a las diversas coloraciones a gque dan lugar.

~ La solubilidad de los conpuestos fenélicos varia para
cada uno de ellos, y depende de su estructura. La presencia
de grupos -OH no sustituidos o de azdcares aumenta la
polaridad de la molécula, y, por tanto la solubilidad en

agua, mientras gue la metoxilacién la disminuye.

~ Las propiedades tanicas se basan en la capacidad de los
taninos para combinarse con las proteinas, péptidos, etc.
Estas propledades estan ligadas al grado de polimerizacidn
y a la forma de la cadena originada por esta agregacidn

molecular.

Cuando los taninos precipitan las proteinas y mucopolisaca-
ridos de la saliva provocan sensacidén de astringencia; 1la
astringencia es el efecto mas significativo de estos compuestos
fendlicos sobre el sabor. Es una propiedad sensorial percibida

por una sensacidn tactil y no gustativa.

Esta sensacién puede ser detectada a partir de 20 ng/1l, pero
la interaccién con otros compuestos hace gue, en un medio
complejo como el vino, sea hecesaria mayor concentracidén para una
deteccidén positiva. Asi, es necesaria una concentracién de 100

mg/l en vinos blancos, y de 150 mg/l en vinos tintos, para
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ex¥xperimentar la sensacidén de astringencia (Fernandez de Simon

1990).

Cuando hay una polimerizacidén excesiva se pierden las
propiedades tdnicas y se producen insolubilizaciones que dan

lugar a enturbiamientos y precipitaciones.

En los vinos los taninos crean muchos problemas, por
producirse enturbiamientos, que no solo proceden de polimeriza-
ciones, sino de la formacidén de compleljos insolubles con metales,
originande quiebras "tano-férrica" y "tano-ciprica'". También se
produce coprecipitacidén en las cristalizaciones de los bitartra-

tos.

- Los compuestos flavonoideos, especialmente los antocia-
nos, son responsables en gran parte del color de hoijas,
flores y frutos ; también los compuestos fendlicos de bajo
peso molecular, generalmente incoloros, pueden influir en
el color de los vegetales por efectos sinérgicos. Tienen
por tanto gran importancia en la tonalidad e intensidad del
color de uvas, mostos y vinos en funcion del pH al que se

encuentran.

En el curso del envejecimiento de los vinos, los antocianos
libres se van degradande, al tiempcec gue los taninos se van
condensando, con aparicidén de tonalidades caracteristicas de los

vinos viejos.
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Los compuestos fendlicos participan en el pardeamiento de
vinos blancos, especialmente por la oxidacidén enzimatica gue se
produce por accién de polifenoloxidasa o de peroxidasa, con

formacién de intermedios guinénicos.

Las catequinas son moléculas gue pueden polimerizarse dando

compuestos menos oscuros que los de partida.

En vinos gque han permanecido tiempo en barricas de madera,
puede aparecer formacién de croméforos, por combinacién de
catequinas y aldehidos fenélicos en presencia de luz. Este parece
ser el origen de pardeamientos que se presentan en algunos vinos

pdlidos andaluces (Estrella y col. 1978)}.

- Desde hace anos se conoce la existencia de fenoles
volatiles como componentes del aroma, especialmente en
bebidas mantenidas en recipientes de madera, sobre tedo de
roble. En la crianza de vinos finos y olorosos de Andalucia
Occidental es de gran importancia la p-vainillina, (Estre-

1la v col. 1983, Gomez-Cordoves y col. 1984).

7.7.— Presencia de compuestos fenélicos en mostos y vinos.

Los polifenoles del vino proceden casi exclusivamente de la
uva, por lo que 1la composicién polifendlica del vino es un
reflejo de la de aguella; pero en la fraccidn polifendlica del

vino influyen de forma importante otros factores como son:
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- Las técnicas de vinificacién que pueden hacer variar
notablemente la presencia de este grupo de sustancias en el vino

en relacidén a la uva.

- La fermentacién alcohdélica y por tanteo las levaduras que

intervienen en ella.

- El1 envejecimiento en madera como consgecuehcia de los

procesos de degradacidén de la lignina.

En general 1los compuestos polifendlicos de bajo peso
molecular no se encuentran libres en los organismos vegetales
(Ribereau—-Gayon 1968), al menos en cantidad apreciable, por tanto
en el mosto no se encontraran en proporciones fdcilmente

detectables.

Singleton y Esau (1969) estiman que para vinos blancos el
contenido polifenélico debe oscilar entre 250 y 800 mg/l,
concentraciones superiores indicarian, cuanto menos,exceso de

prensado.

La contribucién de cada grupo de polifenoles al contenido
total de los vinos no es fdcil de determinar, puesto gue existe
gran dificultad para conseguir la separacidén entre unos y otros
grupos y por los distintos procedimientos utilizados en la
determinacién cuantitativa; ademas en el caso de los compuestos
polifendélicos de bajo peso molecular (C,~C, y C,-C,) estos

aparecen en los vinos en peguefas cantidades. Estrella y col.
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(1983) indican que en vinos de Jerez su contenido no supera los

100 ug/l.

Es necesario tener en cuenta la labilidad de los fenoles y
los peligros de oxidacién, polimerizacién, hidrélisis etc que
llevan aparejadas las operaciones de extraccién y concentracién
necesarias para la evaluacidn de estos compuestos gue en la mayor
parte de los casos se encuentran presentes en concentraciones del

orden de ppmn.

En muchas cocasiones el contenido de polifenoles de los vinos
se efectia en forma fraccionada, determinando grupos gue dan idea

del tipo de polifencles predominantes (Alonso 1985).

Singlenton y Rossi (1965) determinan por una parte el
contenido de polifenoles totales y por otra las siguientes

fracciones:

- Polifenoles no flavonoideos (Kramling y Singleton 1969)
que incluyen todos los polifenoles gue no tengan estructura
Ce=C,=C,

- Catequinas (S8Swain y Hillis 1959)

Ortodifenocles (Flanzy y Aubert 1969)
- Polifenoles poco polimerizados (Peri y col 1971)

~ Leucoantocianos (Masquelier y col 1965)
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7.8.— Factores que afectan a la composicién polifendlica de

la uwa v el vino.

La composicidén polifendlica del wvino como producto de
fermentacidén de la uva, esta influenciada por las condiciones en
que se realiza el cultivo de la vid, el grado de maduracién de
la uva, los procesos tecnoldégicos empleados en la vinificacidn

y los procesos de envejecimiento del vino.

7.8.1.—- condiciones de culitivo.

- Singleton y Esau (1969) y Ribereau-Gayon (1971) afirman
que vinos procedentes de distintas variedades de uva
presentan diferencias cualitativas y cuantitativas en su

composicién polifendlica.

-~ El1 suelo es un factor fundamental en la obtencién de
vendimias abundantes y de calidad. Fregoni (1977) indica
gue dependiendo del tipo de suelo pueden conseguirse vinos
de diferente calidad y con caracteristicas organolépticas
muy dispares aun tratdndose de la misma variedad de uva.
Scienza y col (1981) han estudiado la influencia de las
caracteristicas del suelo en la composicién polifendlica

del vino.

- Entre las condiciones climdticas la luz es el factor cuyo
efecto sobre 1la biosintesis de polifenoles ha sido més

estudiado, aunque existen discrepancias sobre el tipo de

48



luz gue regula dichos procesos (Ribereau-Gayon 1958). La
influencia de la temperatura sobre la composicidén polifend-
lica ha sido estudiada por Kliewer (1970 - 1977). El efecto
de la pluviosidad sobre la composicién polifendlica de la
vid y el vino apenas se ha estudiado, aungue se sabe que

esta desciende en ainos lluviosos.

- Son escasos los estudios realizados sobre la influencia
de enfermedades parasitarias de la uva sobre el contenido
polifendlico del vino. Uno de los pocos trabajos desarro-
llados se debe a Zironi y col (1982), en él se indica que
la "podredumbre acida" de la uva, causada por la prolifera-
cién de levaduras de las especies Kloeckera apiculata,
Torulopsis stellata y Saccharomyces vini, modifica la
dotacién de polifenoles en la uva, de tal forma que el
contenido polifendlico en los vinos es menor gue en vinos
elaborados con uvas no atacadas por dicha enfermedad. No se
conoce como pueda afectar la "podredumbre noble", coriginada

por Botritis cinerea, sobre la composicién polifenélica.

7.8.2.—- Grado de madurez de la uva.

El contenido de compuestos fenélicos de la uva sufre

modificaciones durante la maduracién, de forma que el momento de

la vendimia afectara de forma muy importante la composicion

polifenélica del mosto y por tanto del vino resultante (Gonzalez

1989. Fernandez de Simdén 1990. Junquera 1990)
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7.8.3.— Vinificacidn.

- Procesos encoldégicos. En la uva madura dispuesta para la
vinificacién, la mayor parte de los conpuestos fendlicos se
encuentran localizados en las partes sdlidas, fundamentalmente
en hollejo y pepitas, también en el raspodn, pero en la actualidad
previamente al estrujado se realiza el despalillado, consistente
en eliminar el raspdén que contiene una elevada cantidad de

polifenoles, por lo que estos fenoles no pasan al mosto.

Durante la vinificacioén los polifenocles pasan, de las
células gque los contienen, al mosto en los procesos de estrujado,
prensado y maceracidn, de forma gque la intensidad vy duracidn de
cada uno de ellos incide sobre la composicidén polifendlica del

vino.

- Acciodn de los organismos fermentativos. Las levaduras gue
llevan a cabo la fermentacion afectan a la composicidn polifend-
lica del vino. Milisaylijevic (1967) indica dgue 1los vinos
elaborados con Pinot-noir y Prokupac presentan mayor intensidad
colorante y menor contenido en taninos si la fermentacidén se
lleva a cabo con Saccharomyces oviformis que si el proceso se
realiza con Saccharomyces ellipsoideus. Estas variaciones son
debidas, probablemente, a la fijacidn de materia colorante en las
levaduras y se manifiesta tras la fermentacidén, durante 1la

clarificacidén espontdnea del mosto.
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Los compuestos fendlicos no son sustratos fermentativos,
pero en el caso de fenoles glicosilados estos sufren procesos de
hidrélisis que pueden ser consecuencia de la acidez del mosto en
fermentacidén, aungue no debe descartarse la hidrélisis catalizada
por sistemas enzimaticos procedentes de la uva o de los microor-
ganismos presentes en el mosto. Estos procesos no son bien
conocidos, pero en el mosto pueden existir sistemas enzimdticos
del tipo B-glucosidasa, B-galactosidasa, B-glucuronidasa o
antocianasa gque se emplean para la hidrélisis de glicdsidos de
flavonoides (Markhan 1982). Ademds se encuentran en los mostos
levaduras que contienen el enzima R-glucosidasa, estas levaduras
pueden encontrarse durante toda la fermentacién puesto que
pertenecen a especies de primera, segunda y tercera fase

fermentativa.

7.9.— Accidon de los compuestos fendlicos scobre los microor-—

danismos.

Practicamente todos los derivados de los fenoles poseen la
facultad de inhibir a los microorganismos (Jenkins y col 1957),
siendo antiguos 1los procedimientos en que para impedir la
fermentacioén o los cambios microbioldgicos en zumos de fruta y
vinos se adicionan conservantes, entre los que se incluyen los

fenoles.

Estos compuestos parecen inhibir generalmente por mecanismos
similares a la adsorcion superficial, lo gue hace que las

levaduras puedan ser causa de precipitacion de polifenoles
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(Masschelein y Haboucha 1965), (Singleton 1967 a,b), sin embargo
Bosund (1962) indica gue pueden actuar por desacoplamiento de la
fosforizacidn oxidativa en la oxidacidén terminal del piruvato via

acetato.

Los compuestos fendlicos naturalmente presentes en uvas y
vino actdan como inhibidores del crecimiento de levaduras, ya en
1897 Carles y Niviére (Singleton) mencionan que con variedades
de uva altamente coloreadas, las fermentaciones son dificiles de
llevar hasta el final para obtener vinos secosg, solo se consegui-
rd si estdn asociadas con otras condiciones supresivas, tales
como hiveles bajos de nutrientes o alto nivel de alcohol. Esta
idea es reforzada por experiencias de fermentacidén de vinos
espumosos; los espumosos son producidos por una segunda fermenta-
cidén de vino, por ello se tienen baljos niveles de nutrientes,
alrededor de 10% de alcchol y presidén de CO, prdxima al limite
que detiene la fermentacidn completamente. Se cbserva que esta
segunda fermentacidén es lenta y mds dificil de realizar en vinos
tintos que en blancos. Goldman (1963) encuentra que un vino base
tinto necesita 38 dias para fermentar, mientras que uno blanco

requiere tan scolo 16.

Schanderl (1962) estudia la accidén de algunos &cidos
fendlicos sobre las levaduras desde el punto de vista de la
inhibicién del desarrollec de estas, observa que el acido galico
y el édcido caféico a concentraciones de 100 ug/l1 estimulan

débilmente la fermentacién por levaduras de vino en cultivos
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sintéticos sin alcohol ,pero la detienen en el caso de existir 6%

de etanol.

Sikovec (1966 a,b) investiga el efecto de los 4cidos
fendlicos aislados y en mezclas de ellos, sobre Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomycodes ludwigii. El acido caféico presenta
aparentemente mayor inhibicidén para ambas levaduras gque el &cido
clorogénico, esto explica la dificultad de refermentar vinos en
los cuales las formas esterificadas originales pueden haber sido
hidrolizadas a dcido cafeico libre. Fl crecimiento aerdbico de
Saccharomyces cerevisiae es estimulado por 1los fenoles en
ausencila de alcohol e inhibido en su presencia. Los efectos sobre
Saccharomycodes ludwigii dependen también de los niveles de

fenoles y de alcohol presentes en el medio.

La fermentacién hace disminuir el contenido fendlico y esto
sugiere que las levaduras asimilan parcialmente polifenoles como
fuente de carbono (Singleton 1969). El crecimiento en presencia
de estos compuestos tiende a producir células deformes, menos
vigorosas y que son eliminadas mds fdacilmente que las células

normales.

Marcilla y col(1939) muestran gque adicionando dcido tdnico
a un vino de Jerez que contenia 70 mg/l de fenoles totales se
inhibia el desarrollo de levaduras aerdbicas. Si la adicidén era
de 160 mg/1 desaparecia totalmente el velo desarrollado.
Florenzano (1952) afirma que las levaduras formadoras de velo

toleran solo pegquefias cantidades de taninos. Los compuestos
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fenélicos al reaccionar con el acetaldehido, producido en varios
cientos de mg/l por las levaduras gue forman los velos de los
vinos tipo Jerez, precipitan, y como afirma Cantarelli (1955 y
1958) este hecho puede ser utilizado para disminuir la presencia

de estos compuestos en vinos.

El elevado poder reductor de los polifenoles del vino le
hace sensible a los efectos de una aireacién o a la accidn de las
polifenoloxidasas, pero también actda como una especlie de tampdn
amortiguador de efectos redox, de gran repercusién tecnoldgica,
ya que a lo largo de la elaboracién del vino, se producen grandes

variaciones.

Al comienzo de la vinificacidn los pelifenoles compiten con
la aireacidén producida en la trituracién y la prensada. La
fermentacién crea un medio fuertemente reductor, mientras que
después, los descubes, las filtraciones, clarificaciones, todas
las manipulaciones en bodega y la misma crianza en madera o en
botella (a través del corcho), siempre dan lugar a la disolucidn

de oxigeno del aire por muy cuidadosamente que se opere.

La presencia de polifenoles mantiene el equilibrio necesa-
rio, de tal forma que, si la elaboracién se lleva a cabo con
cuidado, un moderado nivel de oxidaciodn, lejos de ser perjudi-~

cial, puede aportar al vino caracteres muy apreciables.
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8.— POLTALCOHOLES

Son compuestos gue contienen en su molécula dos o mnmds
funciones alcohol y gque en algunos casos presentan cilertas

propiedades comunes con los glucidos.

Los polialcoholes presentes en los vinos son compuestos gue
contribuyen al sabor dulce de los mismos, aungue estan implicados
en otras propiedades organolépticas, como la untuosidad, por otra
parte, aumentan el extracto seco, y como consecuencia de ello,

la sensacidn de "cuerpo" (Ribereau-Gayon y col. 1972).

Algunos proceden de la uva, pero los mayoritarios en el vino
tienen su origen en el metabolismo de los microorganismos que
intervienen en la fermentacién del mosto (Peynaud 1971) (Tri-

guet—-Pissard 1981).

En los vinos se encuentran glicerina, 2-3 butanodiol
(butilenglicol), inositol, manitol, arabitol, eritritol, sorbitol

y xilitol; los seis ultimos tienen naturaleza glucidica.

Glicerol y 2-3 butancdiol, gue son los mayoritarios con gran
diferencia, son productos secundarios de 1la fermentacidn
alcohdélica, las levaduras forman también pequenias cantidades de
eritritol y de arabitol; mesoinositol, manitol, sorbitol, xilitol
y eritritol son constituyentes normales de las uvas y de los

vinos (Villarroya y Gomez-Cordovés 1990).
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8.1.- Glicerol.

El glicerol es, después del agua y el etanol, el constitu-
yente mas abundante en el vino. Por su sabor dulce, casi igual
al de la glucosa, y por su untuosidad el glicerol contribuye de
forma importante en las propiedades organolépticas del vino que

se perciben con las primeras impresiones gustativas.

Se forma sobre tedo al principio de la fermentacidn, su
proporcidén depende de la cantidad inicial de azidcares, de las
levaduras y de las condiciones en gue tiene lugar el proceso

fermentativo (Peynaud 1989).

Este polialcohol puede ser también originade en alto
porcentaje en el caso de vinificaciones con uvas afectadas por
la "podredumbre noble" originada por Botrytis cinerea, y en el
caso de los vinos gue sufren crianza bioldgica por levaduras de

velo {Ribereau-Gayon y col 1972).

Las levaduras de primera fase como Kloeckera apiculata y
Candida pulcherrima producen mds glicerol dgue Saccharomyces

cerevisiae (Sponholz 1988).

8.2.— 2-3 Butanodiol.

Henninger en 1882 sefiala la presencia de un glicol en un
vino de Burdeos, anos mds tarde este glicol es identificado como

butilenglicol o 2-3 butanodicl (Ribereau-Gayon y col 1972). Es
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un importante constituyente de los vinos, posee sabor entre dulce

y amargo.

Es un compuesto que aparece en la fermentacidn alcohdlica
del mosto, proviene de la reduccidén de la acetoina, obtenida por

condensaciodn de dos moléculas de etanal.

Es estable en los vinos y no es atacado por bacterias.

La influencia de la "podredumbre noble" sobre este polial-
cohol es importante en el caso de vinos tintos puesto gue aumenta
su concentracién; sin embargo en los vinos blancos no se han
encontrado diferencias entre los procedentes de uvas sanas y los

de uvas afectadas por el hongo.

8.3.- Manjtol.

Se pensaba que la presencia de este polialcohol en vinos era
debida a contaminacién bacteriana, pero Dubernet y col. (1974)
demostraron que se encuentra siempre en los vinos sanos, las

concentraciones oscilan entre 84 v 322 mg/l en vinos blancos.

El manitol es formado por mohos (Blumental 1976), levaduras
(Spencer y Spencer 1980) y por bacterias ldcticas (Wood 1961).
ILa sintesis de manitol puede ser por reduccidén directa:

D-~-Fructosa + NADH + H* ————s Manitol + NAD*
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o por reduccién de azicares fosforilados seguido de una defosfo-

rilacion:

D-Fructosa-6-P + NADH + H* Manitol-1-P + NAD'

Manitol + P,

La reduccién directa de la D-Fructosa parece ser la via méas

abundante (Spencer y Spencer 1980, Blumental 1976}).

La produccién de manitol no asociado a nicroorganismos
contaminantes ni a sustancias formadas por ellos, se considera

como indice de calidad del vino.

Las levaduras de vinificacién forman en todos los casos
escasa cantidad de manitol lo cual no explica los relativamente
elevados niveles que se encuentran en los vinos. Castino admite
su presencia pero piensa que las concentraciones altas se deben
a alteracidn lactica. El contenido alto de manitol no es un
pardmetro suficiente para indicar que el vino estd contaminado
por bacterias lacticas heterofermentativas, tampoco el contenido
en dcido acético confirma este hecho; peroc si estos pardmetros
van acompahados de concentraciones altas de acido D-lactico y
bajas de sorbitol, se puede afirmar la presencia de bacterias

lacticas heterofermentativas (Sponholz y col. 1982).
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IL.as diferentes especies de levadura poseen distintos
comportamientos en cuanto a su produccidén, asi Hanseniaspora
uvarum y Candida pulcherrima son las que forman mayor cantidad

de polialcoholes (Sponholz 1988).

Como el glicerol y el resto de los polialcocholes, se forma
al comienzo de la fermentacién, sin embarge la formacidn de
manitol en cantidad apreciable al final de la transformacién
mosto-vino, parece estar en relacidn con la fase de crecimiento
de las bacterias lacticas que precede a la fermentacidn maloldc-

tica.

En algunos casos se produce en el vino una "enfermedad"
denoninada fermentacidén manitica, debida al desarrcllo de
bacterias capaces de reducir las hexosas, sobre todo la fructosa,
con formacidn de Aacido lactico, &dcido acético y manitol, los
vinos afectados son defectuosos, con acidez volatil excesiva y
gusto agridulce debido a la presencia simultanea de dcido lactico
y manitol. Otra causa de aumento inusual de manitol es el
"picado lactico" que se produce cuando se desarrollan bacterias
lacticas en el mosto antes de que finalice la fermentacidn
alcohélica, Ribereau-Gayon y col (1972) indican gue el manitol

se puede producir, en este caso, a partir de la glucosa.

Este polialcohol ha sido cuantificado en vinos por diversos
autores: Dubernet (1974), Olano (1983), en vinos de Jerez, Santa-
Maria y col. (1985) en vinagres. De Smedt (1981) en vinos blancos

secos, anteriormente (1979) realizé el andalisis de 124 vinos
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encontrandolo en concentraciones préximas a 100 mg/l. Gomez~-
Cordovés v Hernandez (1987) encontraron, en vinos blancos de dos
denominaciones de origen distintas, valores medios de 38~60 y 70-

139 mg/l para cada una de las zonas estudiadas.

Hernandez y Gomez-Cordoves (1986) determinan su concentra-
cién en funcidén del grado de prensada, observandose relacidn
directa entre ambas; en el caso de podredumbre se aprecia también

mayor concentracién (Dubernet 1974. Bertrand y col. 1976).

Barcenilla y col. (1989) cbservaron que aunque las levaduras
de las tres fases fermentativas aumentan el contenido de este
polialcohol, las de segunda fase en pureza o asociadas, son las

gue producen una concentracidén mas alta.

Segun Gonzales {1990) las levaduras de primera y segunda
fase son las de mayor aptitud en la formacidén de este polial-
cohol. Asi mismo la sulfitacidn y la aireacidén prefermentativa

intervienen en su biosintesis obteniendose reducciones de mas del

8.4.— Sorbitol.

Su presencia en vinos era considerada indicativo de
adulteracién del mosto con zumos de otras frutas. E1 avance de
los métodos analiticos ha permitido su identificacidn y cuantifi-
cacién en vinos. Bertrand y Pissard (1976) encuentran gue todos

los vinos analizados contienen sorbitol, las concentraciones méas
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elevadas las encuentran en vinos licorosos y las menores en vinos
blancos. Olano (1983) determina en vinos de Jerez concentraciones
de 2 a 72 mg/l. Santa~Maria y col. (1986) analizando vinagres

encuentran mayor concentracién en los de sidra.

Triquet-Pissard (1981) pone de relieve que la presencia de
sorbitol en vinos puede provenir de uvas atacadas por hongos y
de la fermentacidén por levaduras, pero no de la intervencidén de

bacterias.

Castino (1988) sefiala su formacidén por levaduras en
concentraciones de 20 a 50 mg/l, siendo sintetizado en cantidades
variables por la accién de hongos. Concentraciones superiores a
los 200 mg/l indican asociacidn de Botritis cinerea y levaduras
epifiticas de la uva; sin embargo no se forma cuando el moho se

inocula sobre el mosto.

Barcenilla y col. (1989) encontraron concentraciones de
hasta 270 mg/l originadas por levaduras de segunda fase, que son
las dque producen cantidades mads altas ya sea en pureza o

asociladas.

Sponholz y col (1986) sehalan que Candida stellata vy
Metschnikovia pulcherrima sintetizan sorbitol en elevada
cantidad, perc gue Kloeckera

Es de sefalar gue Feduchi e Hidalgo en 1963 estudian el

contenido de este polialcohol en vinos espafoles con el fin de
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establecer su limite de concentracién para determinar el fraude
por la adicién de zumos de otras frutas en la elaboracion de
vino, ya que el sorbitol se encuentra en cantidades importantes

en ciertos zumos de frutas, especialmente en manzanas.

La concentracidn de sorbitol en vinos gque proceden de uvas
con podredumbre noble, es un indice de calidad y no de adultera-

cidén como se creia al principio.

8.5.— Eritritol.

Su formacién tiene lugar al comienzo de la fermentacidén, por
la reduccion de los azicares en el ciclo de las pentosas
(Dubernet y col 1974). La eritrosa—-4-fosfato mediante reacciones
transaldolasa-transcetolasa, se transforma en eritrulosa-4-

fosfato que por desfoforilacidén y reduccidn da eritritol.

Por otra parte Guimberteau (1969} sefiala que se forma
eritritol por bacterias ldcticas presentes en vino, la produc-
cidén, en este caso, es mayor si se parte de hexosas gque si se

parte de pentosas.

Sponholz y col {(1986) indican que las levaduras presentes
en mosto de uva, Saccharomyces ellipsoideus, Kloeckera apiculata
y Candida stellata, son capaces de formar cantidades importantes

de eritritol durante el proceso fermentativo.
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Dubernet v col (1974) encuentran eritritol en todos los
vinos de Burdeos gue analizan, siendo mayor la cantidad en los
vinos tintos que en los blancos. Olano (1983) en Jerez y Santa-
Maria y col (1986) en vino y vinagre lo detectan pero no lo

cuantifican.

Hernandez y Gomez-Cordovés (1986) observan incremento en la
concentracion al aumentar la prensada, Gomez-Cordovés y Hernandez
(1987) encuentran diferencias significativas en vinos blancos con

denominaciones de origen diferentes.

Gonzales (1990) indica que especies de primera y segunda
fase en las fermentaciones en pureza presentan buena aptitud en
la biosintesis de este polialcohol; sin embargo Barcenilla y col.
(1989) encontraron que solo levaduras de primera y tercera fase,
en fermentaciones en pureza y en asociacién presentaban incremen-

tos notables.

8.6.— Arabitol.

Weimberg (1962) presenta el siguiente esquema para la

formacién de este polialcohol.

ATP NADPY NADP'
Glucosa ——— Glucosa~6-P Acido glucénico-6-P

NADPH
Ribulosa ————= D-arabitol

D~ribosa-5-P

Py
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El arabitol se describe como el principal polialcohol
formado en el metabolismo de azucares, via manitol, en nohos

(Blumental 1976) o levaduras (Spencer y Spencer 1980).

Algunos autores sefalan que se encuentra en la uva y que su

cantidad aumenta con las fermentaciones alcohélica y malolédctica.

Spencer y Sallans (1956) sefalan que algunas especies de
levaduras tienen facilidad para producir eritritol. Su formacidn
proviene, probablemente, de la reduccidn de los azucares en el
cicle de las pentosa—fosfatos (Dubernet y col 1974). Estos mismos
autores sehalan una produccidén de 0 a 200 mg/l de arabitol en
cultivo puro de levaduras vinicas y, ademds, indican que la

aireacidén favorece la produccién.

Hernandez y Gomez-Cordoveés (1986) no encontraron relacidn
directa con la prensada, pero si con respecto a vinos blancos de
distinta denominacién de origen Gomez-Cordovés y Hernandez

(1987).

Bertrand y col. (1976) indican ¢gue el contenido en vinos

tintos es superior al de los blancos.

Barcenilla y col. (1989) observan aumento en cultivos en
pureza y asociados de levaduras de primera y segunda fase.
Gonzales (1990) aprecia este mismo efecto en fermentaciones en
pureza sobre mosto Airen, las especies de primera y segunda fase

produjeron las concentraciones mds altas.
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8.7.~ Tnositol.

Es un alcohol ciclico de gusto azucarado gue tiene propieda-

des vitaminicas.

La presencia de este polialcohol en el vino era conocida
desde antiguo pero su andlisis cuantitativo presentaba grandes
dificultades gque no podian ser resueltas utilizando métodos
guimicos (Ribereau~Gayon y col 1972), es factor de crecimiento
para algunas levaduras y por esta razén Peynaud y Lafourcade
(1955) proponen un método microbioldgico para el andlisis del

mesoinositol.

El isomero del inositol mas repartido en el mundo vegetal
es el mesoinositol, por tanto en el vino este sera también el

isdémero con mayor presencia (Triquet-Pissard 1981).

El mesoinositol se encuentra en el &acido fitico, y la sal
de calcio y magnesio de este dcido que recibe el nombre de
fitina, abunda en el material extracelular de sostén en los

tejidos de las plantas superiores (Lehninger 1982).

Este polialcohol, considerado un contribuyente de 1la
calidad, se encontré en vinos alemanes entre 55 y 553 mg/l
(Sponholz y Dittrich 1985) y en vinos de Jerez {(Olano 1983).

De Smedt y col. (1979) lo encontraron en concentraciones entre
79 y 1044 mg/1 en 124 vinos estudiados. Santa-Maria y col. (1986)

investigaron su contenido en vinagres. Gomez-Cordovés y Hernandez
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{1987) comprobaron gque su concentracion aumenta en vinos de mayor
prensada, también encontraron diferencias entre vinos de distinta

denominacidén de origen.

Bertrand vy col. (1976) comprobaron el incremento en su
concentracién al aumentar el grado de podredumbre de la uva.
Spenholz vy col (1986) miden su consumo por Botritis cinerea en

mosto.

Gonzales (1990) observé mayor contenido en vinos sulfitados
debido a la inhibicidn de la accidén de levaduras de primera y

segunda fase.
8.8.— Xiiitol.

Eg el menos estudiadoe de los polialcocholes presentes en
vino, puede formarse a partir de la xilulosa por una via
semejante a la del eritritol (Sponholz 1988), seqgun este autor
la infeccidn por Botritis cinerea no contribuye a su formacidn;
sin embargo para Bertrand y col. (1976) su concentracidén aumenta

con el grado de podredumbre.

Makinen y 8S&derling (1980) indican gue se encuentra en
frambuesas, fresas y otros productos naturales. Smedt y col.
(1979) le detectan durante el andlisis de los componentes no
volatiles del vino por cromatografia de gases, pero no dan

contenidos en este polialcohol.
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CGomez-Cordovés y Hernandez (1987) encontraron, en vinos
blancos procedentes de uvas sanas, diferencias en funcidn de la
prensada, siendo mds abundante en los vinos yvema en dos diferen-
tes denominaciones de origen y variando las concentraciones entre

3,5 v 11 mg/1.

9.~ AZUCARES.

El mostos de uva contiene entre un 15 y un 25 por 100 de
azicares, glucosa y fructosa (llamadas también dextrosa vy
levulosa) constituyen el 99 % o mas del total de carbohidratos:
el porcentaje es completado con otras hexosas, pentosas,

heptosas, pectinas y sacarosa.

Fn la uva el almacenamiento de azudcares comienza con 1la
maduracion, pasando en unas pocas semanas del 1 al 20 por 100
(Ribereau-Gayon 1989). Los azldcares son almacenados por el grano
de uva en el curso de la maduracién. Productos de la fotosintesis
en la hoja y sustancias de reserva emigran hacia la baya, en
forma de sacarosa que es hidrolizada en glucosa y fructosa, una
vez en ella. Las variaciones en la concentracién de fructosa y
glucosa, asi como su localizacién en las uvas durante su
maduracién han sido objeto de muchos trabajos (Kliewer 1965,
1967, Possner y Kliewer 1985, Coombe 1987, Villarroya y col.
1988) en ellos se indica que antes de la maduracidén predomina la
glucosa, en la madurez existe una cantidad similar de glucosa y
fructosa (la relacidn glucosa-fructosa es aproximadamente 0,95),

y dque este dltimo aziicar es mayoritario en uvas sobremaduradas.
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La glucosa y la fructosa son facilmente fermentadas por las
levaduras, aungue la mayoria de ellas fermentan mas rapidamente
la glucosa. En los vinos completamente fermentados siempre gueda
un resto de estos azucares, pero los abocados contienen,
normalmente, mds fructosa que glucosa, lo que les confiere un
dulzor mds acentuado debido al mayor poder edulcorante de la
cetosa. En los vinos tintos la glucosa puede proceder de la
hidrélisis de ciertos glucédsidos que tiene lugar durante 1la

fermentacidn.

Las uvas apenas contienen sacarosa, y esta, desaparece
durante la fermentacién del mosto. Su presencia en el vino se ha

tenido como indice de adulteracion.

El vino (INDO 1984)se denomina seco, si contiene materias
reductoras en cantidad menor de cinco gramos por litro; abocado,
si esta comprendido entre 5 y 15 gramos por litro; semiseco, de
15 a 30; semidulce, de 30 a 50, y dulce, si es superior a 50

gramos.

El papel jugado por los azdcares en el gusto del vino es muy
importante; en el caso de vinos secos, es posible detectar en una
cata la adicidn de 2-3 g/1. La naturaleza de los aziucares de un
vino también modifica la impresidn azucarada, ya gque no todos los
azlcares presentan la misma intensidad de dulce. Si al dulzor
de la sacarosa se le asigna la unidad, la fructosa tiene 1,73,

la glucosa 0,74 y las pentosas 0,40; por consiguiente, para una
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misma tasa de azucares reductores, el sabor dulce de un vino

dependerd de la relacion glucosa/fructosa.

La glucosa v la fructosa pueden ser fermentadas por las
bacterias ldacticas heterofermentativas con formacién de dcido
ldctico y dcido acético; la fructosa puede dar origen a manita;
cuando las bacterias se desarrollan en el curso de una fermenta-
cién defectuosa pueden originarse, a partir de los azucares,
cantidades altas de 4dcidos, llegando incluso al avinagramiento
del vino. En el curso de la fermentacidn malolactica los valores
de azlcares reductores en vinos secos disminuyen, principalmente

la glucosa.

La presencia de polimeros de glucosa, representados por el
dextrano, de férmula (C.H,.0.), H.O, hacen (que aparezca la enferme-

dad del ahilado o de la grasa.
Polimeros de fructosa, fructosanos, o de otras aldosas

constituyen las gomas de los vinos, y son responsables de la

restitucién de azucares reductores tras una hidrélisis acida.
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IryIl -— OBJETINVOS






Aislamiento y caracterizacién del esguema secuencial
de las levaduras que realizan la fermentacidén de los
mostos de uva de las variedades Verdejo y Jerez,

mayoritarias en la zona.

Estudio de la microflora residual de levaduras durante
la conservacion de vinos blancos obtenidos de uvas de
tres variedades, Verdejo, Jerez y Viura sometidos a

diversos tratamientos de estabilizaciodn.

Estudio de compuestos fendlicos de bajo peso molecu-
lar, polialcoholes y azicares en mostos de las varie-
dades Verdejo y Jerez, en los fermentados obtenidos
con distintos modelos fermentativos y confirmacidn de
las variaciones debidas a estos. Asi, como en vinos
elaborados en bodega, tratados con anhidrido sulfuro-
so, © con enzimas pectoliticos o con los &cidos

citrico v ascérbico.

Comprobar la influencia que la madera y el desarrollo
de velos Dblastomicéticos ejerce sobre compuestos
fendlicos de bajo peso molecular, polialccholes vy

azucares.
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PI.AN DE MUOERESTRFEO .






Para el desarrollio de este trabajo se ha dispuesto de vinos
de procedencia industrial, mostos vinificados en laboratorio y

vinos sometidos a crianza bioldgica.

Las muestras industriales utilizadas en este trabajo
corresponden a una bodega acogida a la Denominacién de Origen
Rueda, en el proceso de elaboracidn se aplica una técnica
avanzada que comienza en la recoleccidn de la uva y termina con

el embotellado.

La vendimia se inicia en el punto optimo de madurez de la
uva. El transporite de la misma una vez cortada, se realiza en
cajones contenedores de no mas de 20 Kg de capacidad, evitando

asi la rotura, estrujado y maceracién antes de su procesamiento.

Una vez en el lagar se vaclan los contenedores en la tolva
de recepcidén. Dicha tolva esta construida con acero inoxidable
para su mejor linmpieza y desinfeccidn, asi como para evitar gue
la uva entre en contacto con productos no deseables como hierro,
calcio, etc., los cuales influyen en la estabilidad y equilibrio

del mosto,.

De la tolva, la uva pasa a las prensas por medic de bombas,
también en acero inoxidable, con la particularidad de dgue
practicamente no rompen el grano, evitando de este modo su

posible oxidacidn.
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El prensado se realiza en las llamadas "Prensas de Pulmoén',
donde se extrae el zumo, bajo una presidn que como maximo llega
a 2 Kg/cm®, obteniéndose asi un mosto limpio y casi sin heces.
Con este procedimiento de prensado el mosto, desde el comienzo
del proceso hasta el final, puede considerarse yema, con un
contenido en materias astringentes y oxidables muy bajo, debido
a que el contenido en dcidos tdnicos es menor que en el prensado

tradicional.

1.~ Muestras de procedencia industrial.

El mosto pasa a los depésitos de fermentacidén gque son de
acero al carbono revestidos interiormente de resina epoxi, con
una capacidad de 35000 litros, provistos de un sistema de

refrigeracién externa con control automdtico de temperatura.

La bodega de fermentacién dispone también de ocho depdsitos
de acero inoxidable de los cuales cuatro son de 500 litros y
cuatro de 2000 litros, utilizados para la multiplicacidén de los

pies de cuba gque se precisaran en la elaboracién del vino.

Las especies de levaduras gue se utilizaron, se escogieron
en base a criterios ecoldégicos, evolutivos y de predominio en la
misma =zona productora, y en su aplicacién se ha seguido un
criterio enoldégico perfectamente establecido en funcidn de los
resultados experimentales, donde estas especies actidan de forma

interaccionada.
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Las especies son:

Kloeckera apiculata (Reess emend. Klécker)

Torulaspora rosei (Guilliermond)

Saccharomyces ellipsoideus (Hansen}

En los fermentadores de 500 litros con mosto yema esterili-

zado, se inoculan las cepas anteriormente mencionadas. Una vez

alcanzada la fase logaritmica de multiplicacién se hace el

trasvase a los fermentadores de 2000 litros, donde alcanzada la

poblacidn adecuada, se realiza la siembra de las tres especies

(que hasta este momento se habian mantenido separadas) en los

depdésitos de fermentacién sobre el mosto con toda su microflora

epifitica.

Las muestras industriales y sus siglas son:

PV

FM

Uvas de la variedad Verdejo.

Uvas de la variedad Viura.

Uvas de la variedad Jere=z.

Mezcla de las tres variedades en proporcidn de
50% Verdejo, 25% Jerez y 25% Viura.

Fangos de 1la variedad Verdejo obtenidos tras

o

decantacién estatica a 18 "C.
Fangos de la mezcla de variedades obtenidos tras
decantacion estatica a 18 °C.

Vinos testigo. Serviran de patrdn de comparacidn

puesto que sobre ellos no se realiza ninglin tratamiento.
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Ve .

Ez .

VR1

VR2

MN86

Vinos sulfitados. Son vinos adicionados con §0
ppm de metabisulfito potdsico, equivalentes a 25
ppm de SO, libre.

Vinos con vitamina C y acido citrico. Proceden de
la adicién de 100 ppm de vitamina C y 50 ppm de
acido citrico a los vinos testigo.

Vinos tratados con enzimas peptoliticas. Resultan
de afiadir 20 ppm de enzimas peptoliticas a los
vinos patrén.

Vino de la variedad Verdejo obtenido por fermen-
tacién inducida con levaduras de bhodega de prine-
ra fase,

Vino de la variedad Verdejo obtenido por fermen-
tacidn inducida con levaduras de bodega de segun-
da fase.

Vino de la variedad Verdejo obtenido por fermen-
tacién inducida con levaduras de bodega de terce-

ra fase.

Vino comercializado Mantel Nuevo del ano 86 sin
maderizar. Vino de mezcla de variedades Verde'jo,
Viura y Jerez con una proporcidn de la primera no
inferior al 85 %. En la elaboracidn de este vino
no interviene el anhidrido sulfuroso, y el vino
es embotellado tan pronto han transcurrido las
imprescindibles operaciones de estabilizacidn y
acondicionamiento del mismo despues de acabada la

fermentacidn.



Vinos
Vinos
Vinos
Vinos
Vinos

Vinos

MB86 ....

MD .....

Vino comercializado Mantel Blanco del ano 86. Es
idéntico al Mantel Nuevo, pero gue pasa un tiempo
en madera antes del embotellado (como minimo seis
meses).

Vino comercializado Mantel Dorado que ha sufrido
crianza bioldgica en barrica. Este es un vino con
largo tiempo de permanencia en madera y de crian-
za bioldgica, antes de su emnbotellado se le
agrega licor de espedicién para favorecer su
consuno, gue de otra forma seria dificil, debido

al elevado anejamiento del mismo.

Asi pues se tienen las siguientes muestras:

testigo ......... “esevees.. VT, ViT, JT, MT, FVT, FMT
sulfitados .......... v.-.. V8, Vis, JS, MS, FV3, FMS

con enzimas pectoliticos .. VEz, ViEz, JEz, MEz, FVEz, FMEz
con vitamina € ............ VV¢, ViVe, JVc, MVc, FVVg, FMVc
con fermentacién inducida VR1, VR2, VR3

comercializados .......... MN86, MB86, MD

Todas las muestras permanecen almacenadas a 3 C y en

oscuridad hasta el momente de su estudio.

2.— Muestras vinificadas en laboratorio.

Mosto de las variedades Jerez y Verdejo, este Gltimo también

filtrado por filtro en profundidad marca Seitz n® 10. Estos
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mostos se hacen fermentar con cepas de levaduras de la coleccidn
del Institute de Fermentaciones Industriales, y con cepas
procedentes del mosto Verdejo gue son wutilizadas para la
fermentacidn en las bodegas de Nava del Rey. Logs tratamientos

y las siglas con las gue se denominan son las siguientes:

Ve ...... Mosto de la variedad Verdejo.
Veesp ... Fermentaciodn espontanea del mosto Verdeijo.
VeKl ... Fermentacidén inducida con Kloeckera apiculata.
VeTsp ... Fermentacidén inducida con Torulaspora roseil.

VeSacch . Fermentacidn inducida con Saccharomyces

ellipsoideus.

Vel ..... Fermentacidén inducida con las tres levaduras de
la coleccidn del Instituto de Fermentaciones

Industriales.

Cuando tras Ve figura "f£" las fermentaciones tienen lugar

sobre mosto filtrado.

Ve+R1l ... Fermentacidn inducida con levaduras de bodega de
la primera etapa fermentativa.

Vet+R2 ... Fermentacidn inducida con levaduras de bodega de
la segunda etapa fermentativa.

Vet+tR3 ... Fermentacidn inducida con levaduras de bodega de
la tercera fase fermentativa.

Ve+R .... Fermentacidén inducida con las tres levaduras de

bodega.
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Je ...... Mosto de la variedad Jerez.

Je ...... Fermentacidn espontanea del mosto Jerez.

Je3d ..... Fermentaciodn inducida con las tres levaduras del
laboratorio.

Jet+R .... Fermentacién inducida con las tres levaduras de
bodega.

CM ...... Vino del afic 86 que se mantuvo durante 6 meses en
madera.

SM ...... Vince del ano 86 mantenido durante 6 meses en

atmosfera inerte, con sobrepresién de nitrdégeno.

CMi663 .. Vino CM sobre el gque se siembra la levadura
Saccharomyces beticus.

CM1685 .. Vino CM socbre el que se siembra la levadura
Saccharomyces montuliensis.

SM1663 .. Vino SM scobre el gue se siembra la levadura
Saccharomyces betlicus.

SM1685 .. Vino SM sobre el dgue se siembra la levadura

Saccharomyces montuliensis.
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ITV.— ESTUDIO MICROBIOLOGICO







Se realizan dos tipos de experiencias:

a.—- Utilizando mostos recogidos en bodega inmediatamente
después del estrujado. Estas nmuestras se utilizaran para reali-
zar aislamientos de la microflora epifitica encaminados no solo
a determinar las levaduras presentes en los mostos, sino también
para conocer cuales de ellas son las mas apropiadas para llevar
a cabo la fermentacidn de dichos mostos potenciando su presencia,
pero manteniendo y respetando la microflora normalmente presente
en ellos. Tomando como punto de partida esos mostos, se llevaron
a cabo fermentaciones naturales, en pureza y escalares utilizando
las levaduras seleccionadas en el mosto y levaduras de la colec—

cidn del Instituto de Fermentaciones Industriales.

b.- Utilizando vinos industriales terminados a los dque se
ha sometido a diversos tratamientos enotécnicos. Se estudié la
influencia de los diversos tratamientos y el tiempo de conserva-

cidén de los vinos sobre la microflora residual.

l.— TOMA DE MUESTRAS ¥ AISTAMTENTO.

Se toma mosto de las variedades Verdejo y Jerez en las
condiciones mds asépticas posible, inmediatamente de la recepcidn
de la uva en la bodega, de tal manera que el mosto obtenido tras
el estrujado no ha sufrido ningin otro tipo de manipulacidén o

tratamiento.
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Las muestras se recogen en botellas estériles de 1 litro de
capacidad, tapados con algodén, se 1llenan con mosto hasta
aproximadamente tres cuartog de su capacidad trasladdandose al

laboratorio en nevera.

Se realizan cuatro aislamientos, el primero inmediatamente
después de la toma de muestra (corresponde a la primera fase),
el segundo (momento en el gque la fermentacidn es tumultuocsa) a
los cinco dias, el tercero (cuando la fermentacién se hace lenta)
a los diecisiete y el cuarto, a los cuarenta; este dltimo corres-

ponde al veloc blastomicético que aparece en los vinos.

Una vez que se hace el primer aislamiento, las botellas se
mantienen a 20°C,para que el proceso de fermentacién tenga

condiciones similares a las existentes en bodega.

Se realiza la siembra de cada muestra de mosto en placas
Petri previo banco de diluciones; como medio nutritivo se utiliza
agar-malta. Las placas se incuban 48 horas a 25°C; pasado este
tiempo, de aquella placa que contenga entre 50 y 200 colonias,

se procede a tomar 10 cultivos puros de levadura.

Las cepas aisladas se pasan a un tubo con agar-malta del que
posteriormente se hace un duplicado. Con uno de ellos, se hacen
las pruebas de clasificacién necesarias y el otro se conserva en

cdmara refrigerada a 8°C.
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Para los aislamientos de levaduras residuales el procedi-
miento seguido es el mismo pero en este caso se parte de vinos

a los que se les ha realizado diversos tratamientos.

2.~ METODOS Y MEDIOS DE IDENTIFICACION.

Una vez realizados los aislamientos se procede a la iden-
tificacidn de las cepas segun el sistema de clasificacidn pro-
puesto por Lodder (1970) y Kreger-van Rij (1984), utilizando los
métodos y medios descritos por ellos, aungue con algunas modi-

ficaciones debidas a la Escuela Enoldgica de Perugia (Italia).

Las pruebas realizadas son las siguientes:

2.1.— Pruebas morfoldégicas

2.1.1.- Examen microscdpico.

El método a seguir se ha realizado segun describen Barnett

v col. (1983).

Método: A partir de los cultivos jovenes (de un dia en
agar-malta) se siembra en matraces con mosto de malta. Después
de 2 6 3 dias de incubacion a 25°C de tempe-ratura, se realizan
preparaciones en fresco de los cultivos se-guidas de observacidn
al microscopio. Se estudia forma, tamaho y reproduccién asexual

de las células.
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Preparacién del mosto de malta: Se parte de 1 Kg de malta
molida que se mezcla con 2,6 litros de agua, se calienta al Baho
Maria durante 3 horas a 45°C agitando frecuentemente. Pasado este
tiempo la temperatura se eleva a 65°C y se mantiene durante una
hora. Se comprueba entonces si la mezcla contiene almidén, con
yodo, en el caso de gue se haya hidrolizado todo el almidén no
se presentara cambic de color, pero si aun gueda almiddn
aparecerd color azul, en este casoc se continua el proceso hasta
la hidrdélisis total. Posteriormente se filtra y se centrifuga a
3000 r.p.m. durante 3-5 minutos. El pH se ajusta a 5. Finalmente
se diluye con agua hasta 32 Beaumé. Se reparte en los erlenmeyer

y se esteriliza en autoclave a 100°C durante 30 minutos.

2.1.2.- Formacidn de ramificaciones pseudomiceliares.

Método: En una placa Petri se coloca un papel absorbente y
encima una varilla de vidrio acodada sobre la cual se coloca un
portaocbjetos. El conjunto se esteriliza en estufa a 120°C de tem-
peratura durante 3 horas. Una vez estéril y trabajando en condi-
ciones asépticas, sobre el porta se aplican unas gotas de agar-
-malta fundido y estéril, para formar una fina pelicula. Cuando
el medio estd sélido, se siembra a partir de cultivo joven (de
48 horas en agar-malta) con hilo de platino, haciendo una estria
longitudinal y varias transversales muy ligeras. Sobre el papel
se vierte agua estéril con el fin de mantener un alto grado de

humedad dentro de la placa.
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Las posibles ramificaciones se pueden detectar por observa-
cién directa al microscopio tras la incubacidn a 25°C de tempera-
tura durante 5 dias en estufa. Si transcurrido este tiempo no
aparecen, vuelven a hacerse observaciones a los 15 y 30 dias a
partir de la siembra. Pueden observarse formaciones como
clamidosporas, blastosporas y artrosporas. La importancia de esta

prueba es mayor en el caso de cepas que no presentan esporas.

2.1.3.~ Esporificacidén

La posible capacidad de esporulacidn de las levaduras objeto
de estudio se ha determinado segin el método descrito por Fink

en 1970 (Tabor y Tabor 1970).

Método: La esporulacién se ha provocado por cultivo de las
levaduras en un medio favorable, rico en glucosa, en el que per-
manecen un periodo de 48 horas a 28°C de temperatura. Transcurri-
do este tiempo, se siembran en un medio de esporulacidén pobre en
glucosa, con el fin de reducir en lo posible la reproduccidn
vegetativa, y estd complementado con una sustancia inductora de
la esporulacién como es el acetato. En este tdltimo medio se
rantendran por espacio de 3 a 5 dias a una temperatura de 25°C.
Pasado este periodo de incubacidén, se hacen preparaciones en
fresco seguidas de observacidén microscépica, anotdndose la
presencia o ausencia de esporas asi como su tamano. Para
facilitar dicha observacion puede hacerse tincién de esporas en

los casos dudosos por el método de Bartholimew y Mittwer (1976).
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En los casos de esporulacién negativa los cultivos se man-
tendran a temperatura ambiente examinandose semanalmente durante
un minimo de 4 a 6 semanas.

Composicidn de los medios:

Medio de preesporulacidn

GlUuCOSa - vvriiernnrssoanesaaassnssscaa 50 g
Extracto de levadura ..........-c-... 10 g
Nutrient~Broth (Difco) .....iccvee... 30 g
X = T 20 g
AQUA ... vr it eannsscanasaanonncnnnes 1000 ml

Medioc de esporificacién

Acetato potdsico .......ccciiiiiinnnn 9,8 g
GluCOS88 +vvetierrrrracenoscnsonnnnnns 1l g
Extracto de levadura ........ccce0eenn 2,5 g
X o 1 ol 20 g
AOUA .t invocacnasosmcoscancassnssnnnsanaen 1000 ml

2:.:2.— Pruebas fisioldgicas.

2.2.1.—- Fermentacidn de azucares

La capacidad de las levaduras para fermentar azlucares, se
ha observado por cultivo de las cepas en estudio en soluciones
liquidas de los azucares a ensayar, segun método descrito por

Lodder (1970) y Kreger-van Rij (1984).
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La composicioén de los medios utilizados es la siguiente:

Bacto-Yeast~Nitrogen-Base (Difco) .... 6,7 g
Azicar a eXamen .......ss-00sveer2.222 20 g
Agua destilada ... veeeinannsnecanan ..1000 ml

Método: Preparados los medios se distribuyen en tubos de
ensayo a razén de 10 ml por tubo, provistos de campana Durham;
y se esterilizan en autoclave a 121°C durante 15 minutos. La
siembra se realiza a partir de cultivos jévenes (de 48 horas en
agar-malta), se incuban en estufa a 28°C durante 15 dias. La
prueba se considera positiva si aparece gas en la campana,

después de la incubacidn.

Los azucares ensayados son: glucosa, galactosa, maltosa,

sacarosa, lactosa y rafinosa.

Merece atencion especial el caso de la rafinosa. Los medios
correspondientes a cepas que dan resultado positivo en la
fermentacion de este azicar, se someten a cromatografia de papel
con el fin de averiguar cual es el compuesto gue, tras la ruptura

de la rafinosa queda libre en el medio.

Tras la cromatografia se pueden dar tres casos:

- Queda libre melibiosa ¢ sacarosa ...... Fermentacidn 1/3
~ Queda libre galactosa ....e-vecen. «+-.. Fermentaciodn 2/3
- No aparecen restos de ningun azicar.... Fermentacién 3/3
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Cromatografia de azucares (Hefmann 1567)

Se realiza sobre papel "Whatman n° 1". Como patrones se
utilizan: Sacarosa, Melibiosa, Galactosa y Fructosa. El eluyente
es n~butanol /piridina/agua 6/4/3. El revelador constituido por
1 g de p-anisidina disuelta en 10 ml de metanol absoluto, se
agregan 8 ml de Acido clorhidrico 1 N, se lleva hasta 100 ml con
n-butanol y se adiciona 0,1 g de hidrosulfito sdédico (ditionito

sadico).

2.2.2.—- Asimilacion de azidcares

La asimilacién de azucares consiste en determinar los azu-
cares que pueden metabolizar por via oxidativa las cepas de
levadura en estudio. Dado gue todo azucar fermentado es también
asimilado, esta prueba soclo se realiza con aguellos azicares a

los gque la cepa no ha fermentado.

Se ha realizado siguiendo el método descrito por Lodder
(1970) y Kreger-van Rij (1984). La composicidén de los medios

utilizados es la siguiente:

Bacto-Yeast-Nitrogen~-Base (Difco) ... 6,7 g
AZUCAY 8 EXAMEIl ..o esnnecrronacansnss 5 g
AQAY e eennoniecsssraancstananscsnens ., 20 g
Agua destilada ........0ccecccrssns 1000 ml
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La siembra se realiza partiendo de cultivo joven (de 48
horas en agar-malta), suspendidc en suero fisioldgico. E1 con-
tenido de esta suspensidén se vierte sobre los tubos con los
medios inclinados de los azucares en estudio, de tal forma gue
toda la superficie del medio quede impregnada del indcule, para
después desechar la suspensidn sobrante. Sembrados asi los tubos,
se incuban a 28°C durante 15 dias, al cabo de los cuales, 1la
existencia de crecimiento sobre la superficie del medio indica
respuesta positiva, nmientras gque su ausencia se considera

negativa.

Otra forma de realizar esta prueba consiste en utilizar el
método auxonografico. Este método se realiza en placas y en cada
una de ellas pueden hacerse a la vez las pruebas de varios azi-

cares.

£l medio utilizado es:

Bacto-Yeast-Nitrogen-Base (Difco) ... 6,7 g

Agar ... .ovcenn.n et e e e 20 ¢

Agua destilada ...... ceecesruaassss 1000 ml

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos, des-
pués se deja enfriar hasta 45°C y se reparte en las placas, en
las cuales previamente se ha puesto una suspensién en solucién
fisioldgica de las cepas a estudiar, se agita para homogeneizar
y se deja solidificar. Sobre el medio inoculado se colocan

discos de papel absorbente impregnados en soluciones estériles
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de los azucares a examinar al 2% en agua destilada. Las placas

se incuban a 28°C durante 3-4 dias, observandose entonces si se

han producido halos de crecimiento, en cuyo casc la prueba se

considera positiva.

2.2.3.— Asimilacién de nitratos.

La prueba de utilizacidén de nitratos de forma aerobia como

fuente de nitrdgeno por parte de las levaduras, se ha realizado

seguin método descrito por Lodder (1970) y Kreger-van Rij (1984).

Los dos medios utilizados en esta prueba tienen la siguiente

composicién:
Medio 1
Yeast-Carbon-Base {(Difco) .....c.... 13,7 g
Nitrato potédsico ..........ccooa.. 0,78 g
) N 1= <P 20 g
Agua destilada ........ e s s 1000 ml
Medio 2
Yeast-Carbon-Base (Difco) ......... 11,7 g
AJAr ti it ittt eansen ce et 20 g
Agua destilada ........ e es e 1000 ml
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Método: La siembra en ambos casos se realiza por el método
indirecto, es decir de la misma forma en que se procedid en la
asimilacién de agzicares, descrito anteriormente. Una vez
sembrados, los tubos se incuban durante 15 dias a 282C. Transcu-
rrido este tiempc se compara cada uno de los cultivos pertene-
cientes al mismo mi-croorganismo, observandose si la presencia
de nitrato potdsico ha facilitado o no el crecimiento de la cepa
sembrada. En el caso de que el crecimiento sea mayor en el medio
que contiene nitrate que en al que carece de él, se considera
positivo el resultado. Cuando no se aprecia diferencia se anota

como negativo, pues se considera nula la influencia del nitrato.

2.2.4.— Escisién de la arbutina

La rotura de la arbutina es una prueba de confirmacidn de

la actividad de B-glucosidasa en las cepas de levadura.

Esta prueba se ha realizado segun Lodder {1970) y Kreger-~van

Rij (1984).

El medio utilizado tiene la siguiente composicidn:

Arbutina ........ . iiiiiinienene. B g
Extracto de levadura ............ 1l g
Agar ..... et titeiiaeeiaaaaaaae.. 20 Qg
Agua destilada ....vivecnncncnnn- 1000 mil
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Método: Una vez disuelto el medic al Bafo Maria, se distri-
buye en tubos de ensayo a los que previamente se les ha anadido
unas gotas de sal férrica socoluble (cloruro férrico al 1% en agua
destilada). Se esterilizan en autoclave a 121°C durante 15 minu-

tos y después se inclinan para su solidificaciédn.

La siembra se realiza por estria a partir de cultivos jove-
nes, incubandose en estufa a 28°C durante 15 dias. Es conveniente
dejar un tubo sin sembrar en las nismas condiciones para Jgue

actue como testigo.

La prueba se considera positiva cuando se aprecia una cambio
de color con respecto al tubo testigo tras el crecimiento de la
levadura, va que en los casos en gque se hidrolice la arbutina se
produce una guinona libre gque al reaccionar con la sal férrica

soluble presente en el medio da una coloracién pardo-oscura.

2.2.5.— Poder fermentativo.

El poder fermentativo es la medida del porcentaje (V/V) de

etanol, gue una cepa de levadura es capaz de producir.

Esta prueba fue originalmente ideada por Hayduck y descrita
por Hericstoth y Osztrovsky en 1927. Se basa en la determinacién,
por pérdida de peso, del anhidrido carbdénico que se desprende du-
rante la fermentacién alcohdélica, segin la ecuacidén estequiomé-

trica:

CH, .0, » 2 CO, + 2 C,H,OH
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Método: Para la determinacidn del poder fermentativo, se
prepara mosto de uva de 14° Beaumé a partir de mosto concentrado
ajustando el pH a 5. Se reparte en erlenmeyer de 100 ml de
capacidad, poniendo 50 ml de medio en cada uno. 5e esterilizan

en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

I.a siembra se realiza a partir de cultivos jévenes. Una vegz
sembrado el mosto, los matraces se cierran con tapones de gona
provistos de valvulas Miller con dcido sulfurico concentrado.
Estas valvulas permiten la salida del anhidrido carbdnico e

impiden la entrada de aire.

Finalizada la siembra se pesan los matraces y se llevan a
incubar a 25°C hasta peso constante. La diferencia de peso
resultante al final del proceso indicard el anhidrido carbdnico
desprendido, gque multiplicado por un factor establecido, da
directamente el valor de etanol formado expresado en tanto por

ciento (V/V).

Calculo del factor:

Al fermentar 180 g de glucosa se producen 88 g de anhidridoe
carbénico y 92 g de etanol; por tanto a un gramo de CO, le
corresponde 1,04 g de etanol. Siendo la densidad del etanol de
0,79 a los 1,04 g le corresponde un volumen de 1,3 mi de etanol.
La diferencia de peso en gramos mnultiplicada por 1,3 da el

volumen de etanol producido.
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volumen de mosto ———— 1.3 x Perdida de peso = ml de etanol

100 Poder fermentativo (P.F.)

El volumen de mosto era de 50 ml, luego:

100 x 1,3 x Pérdida de peso en gramos

50

P.F. = 2,6 x pérdida de peso en gramos.

En la prdactica se multiplica por 2,5 va que el rendimiento

no es del cien por cien.

Tos taxdnomos no consideran esta prueba, sin embargo, se ha
observado qgue con ella se determina rédpidamente el género vy
dentro de él1, en algunos casos del género Saccharomyces, permite
distinguir entre especies distintas. Constituye pues un importan-
te criterio de seleccidén para muchos autores desde el punto de

vista de la industria enoldgica.

2.2.6.— Formacion de velo

Método: Se siembra la levadura en mosto de uva de 8° Beaumé.
Este mosto previamente se calienta a ebullicién y se filtra en
caliente con filtro de jarabe, ajustdndose después el pH a 5. Se

distribuye en tubos de ensayo a razdén de unos 10 ml por tubo, y
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se esterilizga en autoclave a 121°C durante 15 minutos. La siembra
se realiza a partir de cultivo joven (de 48 horas en agar-malta),
incubdndose en estufa a 28°C durante un mes. Transcurrido este

tiempo se observan los tubos y se anota:

~ Formacion de velo

Formacion de anillo

Formacion de islotes

|

Ausencia de islotes

1

3.— DIAGNOSTICO Y NOMENCLATURA

Los sistemas de clasificacién de levaduras se han basado en
la observacion de los caracteres morfoldgicos primero y teniendo
en cuenta los caracteres fisioldgicos después, en la actualidad
existen sistemas basados dnicamente en pruebas fisioldgicas, que

permiten incluso la utilizacidén de ordenadores.

Al ser las levaduras un grupo heterogéneo de hongos y
existir grandes dificultades en encontrar un sistema de clasifi-
cacidén fiable, se ha llegado a una gran confusidén a la hora de
darles denominaciones adecuadas, yva que diferentes autores al
basarse en criterios distintos pueden nombrar las levaduras de

diferente forma.

Ante todo esto se ha optado por mantener las denominaciones
con que se ha trabajado desde el principio en los estudios eno-

légicos, para poder relacionar los diferentes trabajos publicados

101



hasta la fecha, pero recopilando en el cuadro siguiente, el nom-
bre original y el actual con los cambios que ha sufrido segun los

distintos autores.

hntes da 1952 Lodder 1552-1967 Lodder 1970 Barnett 1983 Kreger-van Rij 1284

T. pulcherrina

¢. solani

T. stellata

Xl. africana

Kl. aplculata

T’spora rosel

Zygosacech. vercnae

€. pulcherrims

€. solani

T. stellata

Kl. africana

Kl. aplculata

Sacch, rosel

Sacch. veronae

M. pulcherrima

¢. solani

C. stellata

Hfspora. vineae

H’spore uvarum

Sacch. roset

K. veronae

¥, pulcherrima

C. selanl

C. stellata

Kl. africana

Kl. apiculata

T'spora. delbrueckii

K. thermotolerans

M. pulcherrima

T’spora. delbrueckil

K. theraotolerang

Sacch. carlsbergenslis Sacch. carlsbergenslis Sacch. uvarun sacch. cerevislae Saecch. cerevisiae
Sacch. mangini Sacch. chevalieri sacch, chevalleri Sacch. cereviziase Saceh. ceravislae
Sacch. ellipsoideus Sacch. cerevislae Sacch., cerevisiae Sacch. cerevislaa Sacch. cerevislae
Sacch. chereslensis Sacch. oviformis Sacch. bayanus Sacch. cerevisiee Sacch. cerevigine
Sacch. fructuum Sacch. chevalieri Sacch. cerevislae Sacch. cerevisiae Sacch. cerevisiae
Sacch. exiguus Sacch, exlguus

Como primer criterio aproximado para la clasificacién de las
cepas estudiadas se ha utilizado la clave bioquimica propuesta
por Beech, Davenport, Goswell y Burnett (Gibbs y Shapton 1968).
Se ha utilizado bdsicamente el sistema de clasificacidn propuesto
por Lodder y Kreger-van Rij (1952

vy 1967), para mantener la

coherencia con los estudios anteriores, aunque siguiendo los
métodos y medios descritos por Lodder (1970) y Kreger-van Rij

(1984).
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4.— RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.— Agentes fermentativos de los mostos Verdejo y Jerez.

4.1.1.- Cepas identificadas.

Se aislan e identifican cepas 60 cepas pertenecientes a los

géneros y especies de levaduras que se indican a continuacién:

Kloeckera Kloeckera apiculata
Kloeckera africana

Candida Candida pulcherrima
Candida solani

Torulopsis Torulopsis stellata

Torulaspora Torulaspora rosei

Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces veronae
Saccharomyces Saccharomyces carlsbergensis
Saccharomyces chevalieri

Saccharomyces ellipsoideus
Saccharomyces oviformis

La tabla IV.1 muestra el numero de cepas de cada especie

presente en cada mosto y fase fermentativa.

En los mostos la mayor diversidad de especies aparece en la
primera fase fermentativa. En Verdejo cinco de las ocho identifi-
cadas, en Jerez cinco de las nueve y en el conjunto de los dos
mostos ocho de las once identificadas se encuentran en la primera

fase, cinco en la segunda y uUnicamente tres en la tercera. Esta

103



mayor diversidad en los primeros momentos de la fermentaciodn
puede ser debida a gue el mosto haya variado poco en su composi-
cién original, y por tanto, las levaduras dominantes serdn
agquellas gue se encuentran en mayor numero en el hollejo de la
uva antes del estrujado, al avanzar el proceso fermentativo y
variar notablemente su composicién, tanto por agotamiento de
nutrientes como por la presencia de nuevos compuestos debidos al
metabolismo, o por competencias interespecie se producira una
seleccidén natural y las levaduras que mejor se adecuen desplaza-—

ran a las primeras y conseguirdn el predominio.

Tabla IV.1

ESPECIES IDENTIFICADAS EN LAS DISTINTAS FASES FERMENTATIVAS

ESPECIES VERDEJO JEREZ
N2 de cepas Ne de cepas
FASE FASE

2¢ 32 Velo 22 3@ VYelo

}....l
&
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&

K1. africana

K1. apiculata

C. pulcherrima

C. solani

T. stellata

T’spora rosei
Zygosacch. veronae
Sacch. carlsbergensis
Sacch. chevalieri -
Sacch. ellipsoideus -
Sacch. oviformis -
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Kloeckera apiculata es la especie dominante en la primera
etapa fermentativa de ambos mostos, estos resultados son concor-

dantes con otros estudios, ya que esta presente en esta fase con
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2,

frecuencia superior al 80 % en las denominaciones de Origen
Navarra, Yecla, Rioja y Mancha. En Navarra se presentan los
maximos intervales de frecuencia tedrica de aparicién de esta
especie (0.58 - 0.93) con un coeficiente de confianza del 95 %

(Colomo 1887).

Kloeckera africana y Candida pulcherrima también son
especies habituales en el inicio de la fermentacidén de los mostos

de uva espalioles.

Torulaspora rosei es una tipica especie representativa de
la segunda fase, caracterizada por su pureza fermentativa, de

gran transcendencia enoldgica en fermentaciones escalares.

Aunque Saccharomyces ellipsoideus aparece en todos los
estadios de la fermentacién, constituye la microflora final junto
a Saccharomyces carlsbergensis y Saccharomyces oviformis,
especies altamente alcoholigenas gque concluirdn la metabolizacion

de los agzucares de los nostos.

El ndimero de cepas no esporuladas identificadas en los dos
mostos durante la etapa fermentativa es de 15, que representa el
25% sobre el total; 1las levaduras no esporuladas, aparecen
inicamente en la primera fase fermentativa, con excepcidn de una
cepa de Kloeckera apiculata aislada en la segunda fase del mosto
Verdeijo, lo gue prueba una vez mas gque no se trata de una egpecie
tan poco resistente al etancel come se ha venido indicando

reiteradamente en la bibliografia (Suarez 1990); el ntmero de
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cepas espordgenas es de 45 lo cual representa el 75%, sin tener
en cuenta las cepas filmégenas, va que estas levaduras se

desarrollan cuando la transformacidn mosto-vino a finalizado.

Las especies de levaduras mas representativas de la
fermentacidn de los mostos de esta zona serdn aguellas dque se
encuentren en las dos variedades con mayores porcentajes de
frecuencia, teniendo mayor peso especifico, las gue se presenten
en la variedad Verdejo que es la mayoritaria en los mostos que
se van a fermentar, aungue el resto de las identificadas también
puedan Jjugar un papel importante en la fermentacidn, y por tanto,
en las caracteristicas organolépticas de los vinos obtenidos. Las
especies comunes a los dos mostos son Kloeckera apiculata y
Candida pulcherrima, que pertenecen a géneros no esporulados, y
Torulaspora roseil, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces

ellipsoideus y Saccharomyces oviformis dentro de los géneros

esporulados.
Tabla IV.2 ESPECIES COMUNES A LOS DOS MOSTOS
Especies Verdeijo | Jerez Total | Porcentaije
K. apiculata 5 4 9 16.7
C. pulcherrima - 2 1 3 5.6
T’spora rosei 6 3 9 16.7
Sacch. carlsbergensis 4 5 9 16.7
Sacch. ellipsoideus 9 10 19 35.2
Sacch. oviformis 2 3 5 9.1

106



En total se han aislado en los dos mostos sesenta cepas de
levadura que pertenecen a once especies encuadradas en seis
géneros; las comunes son cincuenta vy cuatro cepas gue, como se
observa en la tabla IV.2, pertenecen a sels especies. Por lo
tanto el noventa por ciento de las cepas corresponden a cuatro

géneros y el resto esta distribuido en cinco.

A4.1.2.~ Poder fermentativo de las levaduras identificadas

en los mostos.

Atendiendc a los pederes fermentatives podemos dividir las
levaduras identificadas en tres grupos, de bajo, medio y alto

poder fermentativo.

Las especles de bajo poder fermentativo son aquellas gque se
encuentran al principio de todas las fermentaciones. En las
regiones espanolas estudiadas anteriormente, corresponden a este
grupo las especies no esporuladas, gque dejan de actuar cuando en
el mosto se alcanza una graduacidn alcohédlica de aproximadamente
4° (V/V); esta circunstancia dié origen al nacimiento de la
fermentacidén supercuatro basada en la eliminacion de las
levaduras de primera fase (Suarez e Inigo 1990), entre las gue
se encuentran las apiculadas, ya que si se admite que la accidn
de estas es perjudicial, resulta evidente la conveniencia de
iniciar la fermentacidn con mostos de riqueza alcohdlica superior
a los 4 grados, con lo gque el crecimiento y multiplicacidén de
estas levaduras quedan ralentizadas; Marcilla (1947) sefala las

imperfecciones enoldégicas de este tipo de fermentacién al decir
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gque no es rigurosamente cierto que las levaduras que acaparan el
protagonismo fermentative sean siempre, y con seguridad, las
especies mas convenientes. A partir de este momento, como las
condiciones del medio les son desfavorables, desaparecen y en su
lugar encontramos levaduras de poder fermentativo medio, que
también estaban presentes en el inicio de la fermentacidén. Estas
son levaduras que tienen como forma vegetativa predominante 1la
fase haploide, aun cuando tienen la capacidad de espcorular; el
grado alcohdélico conseguido por ellas suele estar comprendido
entre 4 y 10. También estdn presentes algunas de poder fermenta-
tivo alto, levaduras claramente diploides, gque alcanzan mas de
10 grados alcohdlicos y son capaces de desarrollarse en estas
condiciones hasta conseguir llevar a termino la fermentacidn

obteniéndose como producto final, el vino.

En la figura IV.1 puede observarse el nimerc de cepas (en
abcisas) que en cada fase (en ordenadas) alcanzan los distintos
poderes fermentativos en los mostos varietales (las tramas
indican los distintos poderes fermentativos que se muestran a la
derecha}; esto nos permite ver como al avanzar la fermentacién
el grado alcohdlico aumenta debido al predominio de cepas de
levadura con alto poder fermentativo, de igual manera es posible
advertir el cambio en el numero de cepas con bajos, medios vy
altos poderes fermentativos gque corresponden a distintas
especies, y también la sucesidn e intercambio de unas levaduras

por otras durante el proceso de vinificacién.
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Verdejo Jerez

Figura IV.1 Numero de cepas que alcanzan cada grado
alcohélico en funcidn del mosto y fase
fermentativa.

> .- tudi e 1 E l ion d ! 3 je 3
Jerez con diferentes cepas de levadura.

En mostos de las variedades Jerez y Verdejo se realiza el
seguimiento de la fermentacién espontdnea y de la fermentacidn
inducida con tres cepas seleccionadas de levaduras de la zona.
En este ultimo caso la siembra se hace con cepas autdctonas
utilizadas en bodega, o con cepas correspondientes a la coleccidn

del T.7.71..

Las experiencias se desarrollaron en laboratorio utilizando

para la fermentacidén erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 150
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ml de mosto, una vez sembrados se mantuvieron a 18° ¢, hasta

conseguir peso constante.

4.2.1.- Variedad Verdeijo.

4,2.1.1.~ ILevaduras de la coleccién I.F.T.

Cuando la fermentacidén se induce con una sola especie los
poderes fermentativos son semejantes; alcanzdndose con mas
rapidez el final si la levadura que interviene es Torulaspora
rosei (ocho dias) figuras IV.2 y IV.4, observandose el maximo
desprendimiento de anhidrido carbdnico (figura IV.3) entre el
segundo y quinto dia. Con Saccharomyces ellipsoideus el final de
la fermentacidn se logra a los catorce dias y las pérdidas de
peso son menos bruscas aungue se mantienen durante un periodo mas
largo. Por otro lado Kloeckera apiculata presenta el proceso
fermentativo mds lento; en cuanto a las pérdidas de peso. el
mayor desprendimiento de CO, tiene lugar entre los dias quinto y

décimo.
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g Perdida de peso acumulada

14 - BiS——— -
124
10 -
8 -
6 -
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: L 7
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¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19
Dias
B vexki N versp
Porcentaje de etanci 11.8 11.9 12.1

Figura IV.2 Velocidad de fermentacidén de las levaduras de
la coleccidn del I.F.I.

g Perdida de peso

VeS8acch
RN VeTsp
Pl vek

01 23 456 7 8 910 1111314 15 16 17 18 19
Dias

Figura IV.3 Curva termodindmica en funcidén de la pérdida de

peso diaria de las levaduras de la coleccién
del I.F.I.
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Perdide de peso scumulada

Wl vexi B vetsp [0 veSacch

Figura IV.4
Velocidad de fermentacidn en los ocho

primeros dias de las levaduras de la
coleccién del I.F.I.

4.2.1.2.—- Levaduras de bodega.

El grado alcohdélico conseguido mediante la prueba del poder
fermentativo es similar en los tres casos, pero la velcocidad con
que se alcanza es distinta (figura IV.5). R2 es la especie que
mds rdapidamente alcanza el final de la fermentacidén en ocho dias,
seguida por R3 en nueve y R1 en doce. Los desprendimientos de
anhidrido carbénico y por tanto las perdidas de peso mas acusadas
aparecen en el caso de R2, seguido por R3 y Rl, este dltimo es
en el que se da una fermentacién mds uniforme aungque necesita

cuatro dias mas para alcanzar el final.

Comc se observa en la figura IV.6, gque representa los ocho

primeros dias de fermentacidén, la presencia de R3 implica una
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fase de latencia de tan solo 24 horas, mientras que en el caso
de Rl esta fase se amplia casi hasta las 72, esto lleva unido el
que la fase logaritmica de crecimiento sea también mds rédpidamen-

te alcanzada por la cepa R3.

Perdida de peso por dia
5 -
4 -
3 —
2_
1 7 o
o] = IWfl —I /IZT“ e T I e s e R | (I
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 1213 14 158 16 17 18 19
Dias
Bl ve-r1 BN verR2 & Ve+R3
Porcentaje de etanol 12.3 12.1 11.9

Figura IV.5 Curva termodindmica de las levaduras de bodega.

Pardida de paso acumulada

Dlas
BBl vorr1 BT vasRz YooR3

Figura IV.é6 Velocidad de fermentacidn
de las levaduras de bodega los ocho
primeros dias.
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4.2.1.3.~ Mosto Verdedo filtrado con levaduras de Jla

coleccién del I.F.T..

El mosto de la variedad Verdejo se filtrdé con una placa
Seitz K-3 para conseguir una limpieza del mismo, de esta forma
no se consigue filtracidén esterilizante, aunque Jjunto a las
particulas en suspensién, son retenidas gran parte de las
levaduras presentes; por ello en el caso de la siembra con la
cepa de Kloeckera, el poder fermentativo alcanzado no es el dque
corresponde a una fermentacién en pureza de esta especie, sino
mucho mas alto, semejante al obtenido con levaduras de tercera
etapa, aunque el tiempo necesario para lograr esa graduacion
alcohdélica (10,7) es nmuy superior al gque se precisa cuande la
fermentacidén es llevada a cabo desde el comienzo con levaduras
de segunda y tercera fase; aun mds, puesto gque se realiza siembra
masiva de Kloeckera esta levadura dominara el proceso durante més
tiempo, dificultando la accidn del resto de las escasas levaduras

presentes.

Como se observa en la figura IV.7 el grado alcohdlico
obtenido varia desde 10,7 en el caso de la intervencion de
Kloeckera hasta los 12,6 en el caso de Torulaspora, pasando por

los 12,2 alcanzados por Saccharomyces.

Torulaspora rosei comienza el proceso fermentativo a las 48
horas (figura IV.8) y los mayores desprendimientos de anhidrido
carbénico tienen lugar durante los tres dias siguientes, al

séptimo dia la fermentacidén ha concluido y el peso se mantiene
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constante. Saccharomyces ellipsoideus comienza la fermentacién

también a las 48 horas pero las mayores perdidas de peso tienen

lugar entre los dias cuarto y octave, el desprendimiento de CO,

se prolonga hasta el decimosexto dia. En el caso de realizar

la

fermentacidn con Kloeckera apiculata a las 48 horas se aprecia

una pegqueha pérdida de peso pero rapidamente el proceso

de

fermentacién se ralentiza y no vuelve a producirse un desprendi-

miento importante de CO, hasta el duodécimo dia, a los 19 dias
fermentacidn aunque lenta aun era perceptible. La larga fase
latencia correspondiente a VefKl légicamente puede ser debida

lento arranque de la microflora indigena gque se encuentra en

la

de

al

el

mosto después del filtrado, y al posible empobrecimiento del

mismo en elementos nutritivos.

g Perdida de peso acumulada
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Figura IV.7 Velocidad de fermentacion de las levaduras de

la coleccién del I.F.I. sobre mosto filtrado.
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Pardice de pess acumulada

Vei8acch
VofTap
VefKi

Figura IV.8 Velocidad de fermentacidn
sobre mosto filtrado en los ocho prime-
ros dias de las levaduras del I.F.I.

4,2.1.4.— Comparacidn entre fermentaciones espontanea e

inducidas con las ternas de la coleccidn del

I.F.I. v de bodega.

Los porcentajes de etanol alcanzados van desde 11,7 (el mas
bajo} en caso de la fermentacidn espontdnea hasta 12,4 (el mas
alto) que corresponde a la fermentacidn inducida con la terna de
bodega, los valores intermedios son los proporcionados por las
fermentaciones con las levaduras de la coleccidn del I.F.I., 11,9
en el caso de mosto sin filtrar v 12,2 cuando el mosto ha sido

filtrado.

Las velocidades de fermentacidén (figura IV.9), asi como el
inicio y fin del proceso son paralelas tanto para el trio de la
coleccidén como para las levaduras de bodega, en ambos casos a

partir del noveno dia el peso se mantiene constante. La requlari-
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dad en 1la actividad fermentativa representa una importante
caracteristica de orden tecnolégico en cuanto a que facilita
notablemente el control de la temperatura de fermentacidn. En el
caso de fermentacicon espontdnea son necesarios quince dias para
conseguir peso constante, mientras que en mosto filtrado se deja

de producir desprendimiento de CO, a partir del dia doce.

g Perdida de peso acumulada
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BN veesp Ve+R Ve3 Vef3

Porcentale de etanol 1.7 12.4 1.8 12.2

Figura IV.9 Comparacidn de las velocidades de fermentaciodn.

Perdida de peso acumulady

Figura IV.10 Com~
paracidén de veloci-

dades de fermenta-

cién en 1los ocho
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A ve verR [7] vea Vefa

117



La fase de latencia y logaritmica gque presentan las fermen~
taciones realizadas con las levaduras de la colecciodn del I.FP.I.
(Ve3) o con las cepas de bodega (Ve+R) son prdcticamente igquales
y el proceso fermentativo transcurre de forma paralela, como se
aprecia en la figura IV.10 correspondiente a los ocho primeros
dias. Si 1la fermentacién se desarrclla espontaneamente son
necesarias 24 horas mas para gque tenga lugar el comienzo de la
fermentacién del mosto, v ademds, la fase logaritmica de creci-
miento es mucho mas suave, con lo que la gradacidén de etapas se
distancia. Cuando se parte de mosto filtrado, sembrado con las
tres levaduras de la coleccion, la fase logaritmica se alcanza
antes gque en la fermentacidén espontéanea, y presenta una pendiente
mayor gue se asemeja a la observada cuando se parte de mosto sin

filtrar y con presencia de las cepas de bodega o de la colecciodn.

4.2.2.~ Variedad Jerez.

Se han llevado a cabo fermentaciones con las ternas de
levaduras de la coleccidén del I.F.I. y de bodega comparandose con
los resultados obtenidos en la fermentacidén espontdanea del mosto

de esta variedad.

El grado alcchélico mas bajo es el correspondiente a la
fermentacién espontdnea, en ella se alcanzan unicamente 10,8¢
esta fermentacidén es la mas lenta desde el comienzo del proceso,

siendo las perdidas de peso diarias pequefias.
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g Perdida de peso acumulada
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Figura IV.11l Comparacién de las velocidades de fermentacion
scbhre mosto Jerez.

Perdida de peso atumulada
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Figura IV.12 Comparacion de la veloci-
dad de fermentacidén del mosto Jerez los
ocho primeros dias.

L.as fermentaciones llevadas a cabo mediante induccidén con

levaduras de bodega o de la coleccidén son mas réapidas y casi
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paralelas (figura IV.11). El grado alcohdlico es similar, 12,8
y 12,7; el comienzo es mas rdapido en el caso de levaduras de
bodega, siendo en las primeras 48 horas cuando mayor desprendi-
miento de CO, se produce. En el caso de levaduras de la coleccidn
son necesarias 24 horas mas para consegulr la misma pérdida de
peso. El final del proceso fermentativo tiene lugar (figura
IV.12) en el primer caso 24 horas antes que en el segundo, octavo

y hoveno dia respectivamente.

4.2.3.- Diferencias del poder fermentativo y grado alcohéli

co en funcién de las levaduras y mostos utilizados.

A partir de lo expuesto en las paginas anteriores, se puede
concluir que los mostos fermentados espontaneamente, son los gque
alcanzan menor poder fermentativo, siendo ademds los que tardan

mas en arrancar y en finalizar la fermentacioén.

En la figura IV.1l3 se observa que en la variedad Jerez el
menor grado alcohdlico corresponde a la fermentacidn gue tiene
lugar de manera espontanea (Je), con una diferencia de 22 de
etanol en relacién a los otros dos fermentados, originados por
la actuacidén de las levaduras de bodega o de la coleccién; esto
era de esperar, puestec gue ademds de la microflora natural
presente en el mosto, se realizé siembra con levaduras seleccio-
nadas. No se aprecia diferencia en cuanto a que las levaduras

utilizadas sean las utilizadas en bodega o las de la coleccidn.
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En el mosto de la variedad Verdejo, de nuevo es la fermenta-

cidén espontanea la gque presenta el menor grado alcohélico,

a

continuacioén se encuentra la realizada por las levaduras de la

coleccidn, aungue con un grado alcohélico similar al obtenido en

la gque tiene lugar de forma espontanea,

por delante de ellas se

encuentran las realizadas con las tres levaduras de bodega y con

las de coleccion sobre mosto filtrado,
primeras es de medio grado,

que alcanzan mayor grado.

la diferencia con las

giendo las levaduras de bodega las
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Figura IV.13

Comparacion del grado alcohdlico obtenido con las distintas

fermentaciones sobre los mostos Verdejo y Jerez.

Cuando el mosto Verdedjo, con su microflora natural, se hace

fermentar tras la siembra de las cepas de forma individual,

las
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menores graduaciones se encuentran en los productos obtenidos por
actuacién de las cepas de primera etapa, siendo sobre el mosto
filtrado donde el etanol se encuentra en menor cantidad; respecto
a las levaduras Jde segunda y tercera fase no se observan
diferencias notables entre las cepas de bodega y las de la
coleccién del I.F.I.; con relacidén a las fermentaciones que
tienen lugar sobre el mosto filtrado, el grado alcanzado por

Porulaspora y por Saccharomyces es practicamente igual.

Los resultados obtenidos en otras 3zonas vitivinicolas
espafolas (Inigo y col. 1968, Khayyat y col. 1982, Barcenilla y
Arroyo 1989 y 1990) permiten afirmar que las levaduras Kloeckera
apiculata, Torulaspora rosei y Saccharomyces ellipsoideus son las
gue presentan mayor porcentaje de frecuencia, y por tanto, las
mas ampliamente identificadas en las fermentaciones de los mostos
de uva en la primera, segunda vy tercera fase respectivamente. En
el caso de los mostos de Nava del Rey estos resultados se repiten
de nuevo, por lo que estas tres especies son las mas representa-
tivas, del total de especies aisladas e identificadas. A la hora
de llevar a cabo una fermentacidén dirigida de los mismos, respe-
tando 1la mnicroflora epifitica propia, se utilizarian tales
especies para potenciar el elemento bioldégico responsable de la

vinificacién.
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4.3.~ BEstudio de las levaduras residuales en vinos con

distintos tratamientos.

Concluida la fermentacidén y seguido el proceso de elabora-
cidn, los vinos obtenidos fueron embotellados y en este momento
se procedidé a un andlisis microbiolégico previo en los vinos

testigo en el gque se cobtuvieron los siguientes resultados:

Vinos Levaduras/ml Especies identificadas
vT 1,2.10° Saccharomyces ellipsoideus
ViT 1,3.10° Saccharomyces ellipsoideus
JT 1,5.107 Saccharomyces ellipsoideus

Una vez embotellado y tratado el vino, durante el periodo
de conservacién, se realiza el estudio cuali y cuantitativo de

la poblacién residual a los seis y doce meses.

En las figuras IV.14 y IV.15 estan representados los

resultados cuantitatives y en las tablas IV.3 y 1IV.4 los

cualitativos del andlisis de levaduras residuales.
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Figura IV.14 Recuento de levaduras residuales a los seis
meses.
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Figura IV.15 Recuento de levaduras residuales a los doce
meses.
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SEIS MESES

Vino

Especie Cepas

vT

Sacch. oviformis

VEz

Sacch. oviformis

AAY e

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

ViT

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus
Sacch. cheresiensis

ViEz

Sacch. oviformis

Vive

Sacch. oviformis

JT

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

JEz

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

JVc

Sacch. oviformis
Sacch. carlsbergensis

MT

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

MEz

Sacch. oviformis

Mvc

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

VR1

Sacch. ellipsoideus
Sacch. carlsbergensis

VR2

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus
Sacch. fructuum

VR3

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

FVT

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

FVEz

Sacch. ellipsoideus

FVVc

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsocideus
Sacch. carlsbergensis

FMT

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

FMEz

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsoideus

FMVc

Sacch. oviformis
Sacch. ellipsocideus
Sacch. carlsbergensis
Sacch. exiguus

FREREREND [P JWN NN D e (DL RPN (P |l (0T RS (R (el [ O e R EW e ;O]

Tabla IV.3

Especies identificadas a los sels meses.
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Tabla IV.4 Especles i1dentificadas

DOCE MESES

Vino Especie _Cepas _
VT Sacch. cheresiensis 5
VEz Sacch. cheresiensis 5
vve Sacch. cheresiensis 5
ViT Sacch. cheresiensis 5
ViEz Sacch. cheresiensis 5
Vive Sacch. cheresiensis 5
JT Sacch. cheresiensis 5
Sacch. cheresiensis 3
JEz Sacch. sp. 1
isin clasificar 1
JVe Sacch. cheresiensis 3
Sacch. carlsbergensis 2
Sacch. cheresiensis 2
MT Sacch. rouxii 1
Sacch. ellipsoideus 2
Sacch. cheresiensis 3
MEz Sacch. ellipsoideus 1
Sacch. sp. 1
MVe Sacch. cheresiensis 3
Sacch. ellipsoideus 2
Sacch. cheresiensis 1
VR1 Sacch. ellipsoideus 3
sin clasificar 1
VR2 Sacch. cheresiensis 4
Sacch. sp.- 1

VR3 Sacch. ellipsoideus 5 |
FYT Sacch. cheresiensis 3
Sacch. ellipsoideus 2
Sacch. cheresiensis 2
FVEz Sacch. ellipsoideus 2
Sacch. sp. 1
Sacch. cheresiensis 1
FUVe Sacch. ellipsoideus 1
Sacch. carlsbergensis 1
Sacch. sp. 2
Sacch. ellipsoideus 3
FMT Sacch. sp. 1
| sinp clasificar 1
Sacch. cheresiensis 3
FMEz Sacch. ellipsoideus 1
i Sacch. chevalieri 1
FMVC Sacch. cheresiensis 3
Sacch. ellipsoideus 2

a los doce meses.



A la vista de las figuras IV.14 y IV.15 y las tablas IV.3

y IV.4 se observa:

La poblacién de levaduras disminuye con el tiempo en todas
las muestras como es 1l6gico, debido tanto a las caracteristicas
de los vinos como a la perdida de nutrientes de este ecosistema
con el paso del tiempo, ya gue las levaduras presentes los van
utilizando de forma continua, si no para su reproduccidn, si para
mantener su capacidad vital, aun cuando esta sea minima y no
permita su viabilidad en todos los casos. Ademds las sustancias
de reserva, como glucdgeno, proteinas y grasa que se fueron
acumulando durante la fermentacidén son consumidas y no repuestas,
por lo que puede 1llegar la muerte. A todos estos factores
limitantes debe ahadirse la ralentizacidén metabélica que implica
el mantenimiento de los vinos a 3 ‘C que es una temperatura
alejada de la correspondiente al crecimiento déptimo de estos

microorganismos.

Todas las levaduras identificadas pertenecen al género
Saccharomyces, lo cual estd de acuerdo con la resistencia natural
que estas levaduras presentan a elevadas concentraciocnes de

etanocl y bajo pH.

En ninguna de las muestras tratadas con anhidrido sulfuroso
(25 ppm) se aislan levaduras viables, aunque se aprecien por
observacién microscépica en fresco, lo que pone de manifiesto una
vez mas el poder desinfectante que presenta este compuesto frente

a estos microorganismos.
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Al cabo de doce neses, tanto en las muestras varietales
tratadas con enzimas pectoliticos como en las adicionadas con
vitamina C v dcido citrico, se observa mayvor poblacién que en los
vinos testigo. El stock vitaminico del vino, ademas de contribuir
a definirlo como alimento, representa un importante capitulo de
factores de crecimiento, que ademds de activar la fermentacién,
puede alargar en casos como este, la fase estacionaria. En el
caso de vinos obtenidos de mezclas y de fangos, la poblacién

residual es similar a la encontrada en el testigo.

Se identifican nueve especies pertenecientes todas al género
Saccharomyces; a los seis meses se observan Sacch. oviformis,
Sacch. fructuum y Sacch. exiguus que no se encuentran a los doce
meses, mientras gue en este periodo se aprecian Sacch. rouxii,
Sacch. chevalieri y Sacch. sp. gque no aparecen en el primero. Las
especies comunes a los dos muestreos son Sacch. ellipscideus,

Sacch. carlsbergensis y Sacch. cheresiensis.

En las muestras tomadas a los seis meses no se detecta la
presencia de ninguna cepa de levadura formadora de velo en vinos,
aunque todas las identificadas son altamente alcoholigenas; a los
doce meses aungue también se identifican levaduras no filmdégenas
la mayoria de 1las cepas presentes pertenecen a levaduras
formadoras de velo, tenemos pues que de las seis especies
presentes a los doce meses, cuatro (75 cepas de un total de 105)
son claramente formadoras de velos en la superficie de los vinos
Sacch. cheresiensis, Sacch. rouxii, Sacch. chevalieri y Sacch.

sp., esta ultima es una especie formadora de velo pero que no
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concuerda en sus aspectos fisioldégicos con las conocidas, esto
nos induce a pensar que puede tratarse de una especie filmégena

propia de la zona de Rueda.

Es de destacar que a los seis meses la especie predominante
es Sacch. oviformis con 64 cepas, que corresponden al 61%,
seguida por Sacch. ellipsoideus con 29 cepas, que es el 27,6%.
A los doce meses no se observa la presencia de ninguna cepa de
Sacch. oviformis, que ha sido reemplazada por Sacch. cheresien-—
sis, mayoritaria en este periocdo, con 66 cepas gue representan
el 62,9%. Sin embargo Sacch. ellipsoideus si esta presente a los
doce meses, con 24 cepas que corresponden al 22,9%. Si tenemos
en cuenta el nuimero total de cepas aisladas en los dos muestreos
tenemos que Sacch. cheresiensis representa el 31,9%, Sacch.
oviformis un 30,5% y Sacch. ellipsoideus el 24,2%, ain cuando
como se ha comentado anteriormente, esta dltima, estd presente

en los dos momentos de conservacidén estudiados.

La versatilidad de los equipos enzimaticos de las especies
filmégenas (Saccharomyces cheresiensis) debe contribuir también
a una mejor resistencia a condiciones fisicoquinicas adversas,

que légicamente aumentan en el vino con el paso del tiempo.

En la tabla IV.5 se presentan numero de cepas y porcentaies

de las levaduras residuales identificadas.
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Tabla IV.5 LEVADURAS RESIDUALES

Seis meses | Doce meses Total

ESPECIES Ne 5 Ne o Ne o
Sacch. coviformis 64 61 64 30,5
Sacch. ellipsoideus 29 27,6 24 22,9 53 25,2
Sacch. carlsbergensis 8 7,6 3 2,85 11 5,2
Sacch. fructuum 2 1,9 1 0,5
Sacch. exiguus 1 0,95 1 0,5
Sacch. cheresiensis 1 0,95 66 62,9 67 | 31,9
Sacch. sp 7 6,6 7 3,3
Sacch. rouxi 1 0,95 1 0,5
Sacch. chevalieri 1 0,95 1 0,5
Sin clasificar 3 2,85 3 1,45
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5.— CONCLUSTONES

En los mostogs se han identificado once especies de
levaduras gue pertenecen a seis géneros; tres de ellos
esporulados. En la variedad Jerez se encuentran los
seis géneros, mientras gue en Verdejo se aislan

inicamente cuatro.

Se comprueba que los agentes de fermentacidén de las
vinificaciones varietales de Verdejo y Jerez presentan
un esquema secuencial de levaduras en fases bien
definidas en las gue son especies dominantes:

Kloeckera apiculata,Torulaspora rosei y Saccharomyces

ellipsoideus



Al comparar las fermentaciones, también se comprueba
que la duracioéon de la fermentacidén es menor y el poder
fermentativo superior cuando se induce por accidn de

la secuenciacion de levaduras seleccionadas.

Se aisla una especie de Saccharomyces formadora de
velo, que tras la realizacién de las pruebas de
clasificacién no se corresponde con ninguna de las

conocidas.

La evolucién de la poblaciodn de levaduras sigue en el
tiempo una pauta descendente, siendo Saccharomyces
oviformis y Saccharomyces ellipsoideus las especies

mas resistentes a factores limitantes.

La peoblacidén de levaduras residuales presente en vinos
de la variedad Jerez es muy superior a la encontrada

en el resto de los vinos.

A los seis meses de conservacién no se identifican
levaduras filmdégenas, mientras que a los doce son

mayoritarias.
De acuerdo con los resultados experimentales obteni-

dos, dosis de 25 ppm de anhidrido sulfuroso ejercen un

marcado efecto antiséptico aungue no microbicida.
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La accién de enzimas pectoliticos y de dcido ascérbico
y dcido citrico induce una mayor poblacién en los
vinos adicionados con estos compuestos gue en 1los
vinos testige, elloc podria ser debido a una variacion
de la pendiente de la fase estacionaria como conse-

cuencia de la utilizacion de esas moléculas.
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ESTUDIO DE COMPUESTOS FENOILLICOS






1.— CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

1.1.— Introduccidn.

Para la separacién e identificacidén de los distintos
compuestos fendlicos se utilizan diferentes soportes, eluyentes
y reveladores, pudiéndose realizar separaciches mono y bidimen-
sionales. La visualizacion de las manchas gue aparecen en las
cromatoplacas se lleva a cabo por observacidn directa a la luz
solar o ultravioleta de 254 y 360 nm y utilizando los reveladores

adecuados para poner de manifiesto los compuestos a identificar.

Hernandez (1980) desarrolla un método bidimensional para
catequinas que consiste en eluir primeramente con acido acético
al 2% y posteriormente, en la segunda dimensidén, con cloruro
potdsico al 20% sobre placas de celulosa MN 300, el revelado es

con vainillina clorhidrica.

Gomez~Cordoves y col. (1978) ponen a punto un nétodo de
cromatografia bidimensional c¢con el que consiguen separar
dieciocho compuestos fendlicos de bajo peso molecular en holandas
envejecidas. Utilizan como eluyentes adcido férmico al 2% en
la primera dimensioén, e isopropancol/amonfaco/agua (8:1:1) en la
seqgunda, el revelado se consigue por observacidén a la luz UV a
254 y 360 nm tras pulverizar con acetato bésico de plomo
(aldehidos y dcidos cindmicos), posteriormente se pulveriza con
p~nitroanilina diazotada y se pueden apreciar &cidos fenol

carboxilicos, fenoles y compuestos hetercciclicos.
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1.2.— Materiales y métodos.

La preparacidén de las cromatoplacas es la siguiente: una
suspensioén acuosa que contiene 15% de polvo de celulosa MN 300,
se homogeneiza 30-60 segundos con un mezclador eléctrico,
posteriormente se coloca esta suspensidn en el extendedor y con
el se cubren las placas de cristal (tamafio 20x20) de forma que
scbre ellas se deposite la celulosa con un grosor de 0,5 mm. Las
placas de celulosa pueden secarse al aire. No es necesario

activarlas a alta temperatura.

1.2.1.- Eluyentes.

Se utilizaron dos sistemas en doble dimensién, A y B
eluyendo 15 c¢m, con 1 en la primera dimensioén y tras secado de

la cromatoplaca, con 2 en la segunda.

Sistema A:

1 - Acido férmico al 2%.

2 - Isopropanol/Hidréxido aménico/agua 8/1/1. (V/V/V)
Sistema B:

1 - Acido acético al 2%.

2 - Cloruro potasico al 20%.

En el sistema B se resefan WUnicamente los Rf de 1los

compuestos que en el sistema A pueden resultar dudosos en el

andlisis de muestras muy complejas. Tablas V.1 y V.2.
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distintos eluyentes

Rfx100 de las sustancias patrén en los

Patrones - Al A2

Ac. cafeico 24 17
Esculetina 32 35
Ac. ferulico trans 28 37
' AC. p-cumdrico trans 33 45
Ac. galico |40 1
Ac. protocatéquico 48 1
Ac. vainillinico 54 32
Ac. p-OH benzoico 58 42
Ac. clorogénico 50 7
Ac. ferulico cis 58 45
AC. p-cumarico cis 68 48
Siringaldehido 58 53
Ald. p=vainillina 65 64
p-0OH benzaldehido 70 76
| Ac. a-resorcilico 51 28
Tirosol 89 88
| Triptofol 59 90
Ac. salicilico 63 75
Ac. p-OH fenilacético 86 54
Ac. gentisico 52 62
LAC. p-OH fenilpropionico 81 60

Tabla V.1 Rf de patrones en el sistema A

distintos eluyentes

Rfx100 de las sustancias patrdén en los

Patrones B1 B2
Ac. gdlico 45 42
Catequina 51 32
Epicatequina 40 27
Triptofol 60 41

Tabla V.2 Rf de patrones en el sistema B
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1.2.2.~ Reveladores. (Tabla V.3)

~ QObservacién de la fluorescencia a la luz ultravioleta a
254 y 360 nm. Materias tanoides y acidos fendlicos.

- Fluorescencia a la luz ultravioleta tras la impregnacidn
con vapores de amoniaco. Acidos cindmicos, cumarinas,
flavonoles y esteres cindmicos.

- Acetato bdsico de plomo al 25%. Aldehidos, dcidos cindmi-
cos vy glicosidos de dcidos.

- p-nitroanilina diazotada. Acidos fenol-carboxilicos,
fenoles, aminas y compuestos heterociclicos. La preparacion
es: 2 ml de p-nitroanilina al 0,5% en acido clorhidrico 2N
+ 8 ml de acetato sdédico al 5%, mds 2-3 gotas de nitrito
sédico al 2%, se deja diazotar y se pulveriza. Las reaccio-
nes gque tienen lugar en el revelado estan basadas en la
copulacidén de los dcidos fendlicos con las sales de diazo-
nio, con formacién de colorantes azoicos. Para mantener y
exaltar el color se pulveriza con carbonato sddico al 15%.
- p-vainillina clorhidrica. Catequinas. p-vainillina al
0,1% en 4cido clorhidrico al 70%. Para conseguir la colora-
cién es necesario calentar la placa después de pulverizar.
- Catequina. Aldehidos fendélicos y algunos indoles. D~cate-
quina 0,4 g + 50 ml de acetona + 50 ml de acido sulfurico
1/3 (V/V). Después de pulverizar se calienta la placa. El
revelado se basa en la reaccidén de los grupos carbonilo de
los aldehidos aromaticos con sustituyentes orto y para con

el anillo A de la D-catequina.



Tabla V.3
Coloracion de las

sustancias patrdon con

los reveladores.

Ald. p-Vainillina
p—OH benzaldehido

AC. a-resorcilico

Patrones A B
Ac. cafeico amarillo pardo azulado
Esculetina amarillo verdoso -
Ac. feridlico trans azul claro azul claro
Ac. p-cumdrico trans azul malva azul oscuro
Ac. gdlico naranja amarillo
Ac. protocatéquico osCcuro morado
Ac. vainillinico azul claro morado
Ac. p-OH benzoico oscuro rosa
Ac. clorogénico amarillo -
Ac. ferulico cis azul claro azul claro
Ac. p=cumdrico cis azul malva azul oscuro
Siringaldehido amarillo naranja (rosa) *

verde claro

verde turquesa

{moradeo) *
(beige) *

amarillo naranija

Tirosol oscuro morado
Triptofol osSCcuro blanco
Ac. salicilico violeta palido -
Ac. p-OH fenilaceético osSCcuro morado
Ac. gentisico azul -
Ac. p-OHfenilpropionico oSCcuro morado
Feruroil tartrato verde -
p-cumaroil tartrato morado -
Malva malva -
A = Acetato basico de plomo B = p-nitroanilina diazotada

Catequina

La figura

V.1 muestra una cromatoplaca tipo con 1los

compuestos mas cominmente presentes en vinos blancos.
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Acido

cafeico

Esculetina

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

Acido

trans-ferilico
trans-cumdrico
galico
protocatéquico
vainillinico

p-hidroxibenzoico

Caferoil tartrato

10 Ferurocil tartrato

11 Acido cis-~feriilico

12 Acido cis~cumdrico
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Siringaldehido
p-vainiliina
p-hidroxibenzaldehido
Acido a-resorcilico
Tirosol

Triptofol

Acido salicilico

Acido p-fenilacético
Acido gentisico

Acido p-hidroxifenilpropionico
Acido m-hidroxibenzoico

p-cumaroil tartrato
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Figura V.1

Cromatoplaca tipo



1.3.- Preparacidén de_ las muestras para CCF y CILAE.

Se concentran 100 ml de muestra a presién reducida y a 35°C

hasta un volumen de 25 ml utilizando un rotavapor.

La extraccién de los compuestos fendlicos se realiza en

ampolla de decantacion utilizando éter etilico.

En el embudo de agitacidn se ponen 15 ml de éter etilico y
les 25 ml del concentrado de la muestra, se agita durante un
minuto, se deja decantar para consequir la separacidn de las dos
fases y se retira entonces la fase etérea, en la que se encuen-—
tran los compuestos fendlicos, la fase acuosa es tratada de nuevo
con 15 ml de éter etilico, se procede de esta forma un total de

cuatro veces.

A las fracciones etéreas reunidas en un erlenmeyer se le
agregan unos gramos de sulfato sédico anhidro (SO,Na,) para
eliminar el agua que pueda existir, se deja reposar durante 30

minutos como mdximo, para evitar salificacicnes y se filtra.

El filtrado se concentra a sequedad a presidén reducida y

35°C; se recoge con 2 ml de metanol/agua al 50%.
Las muestras asi preparadas se cclocan en viales, que pueden

ser guardados en congelador, hasta el momento del procesamiento

de las mismas.
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Debe tenerse en cuenta que durante el proceso de concentra-
cién en rotavapor se estdn sometiendo sustancias inestables y muy
rectivas a una temperatura de 35°C, por ello es importante que
el rotavapor funcione de forma correcta para gque el tiempo
utilizado en la concentracién de las muestras sea corto vy
aproximadamente el mismo en todos 1los casos. Por tanto 1la
extraccién en continuo, mediante el aparatc de Soxhlet, dada la
reactividad de los compuestos fenélicos provoca, durante la
preparacicén de las muestras, reacciones de degradacidn, isomeri-
zacién o polimerizacién facilmente, debido a gue la muestra se
somete durante largo tiempo (2-3 horas) a una temperatura de

40-50°C (Diez 1989, Fernandez de Simon y col. 1990).

1.4.- Resultados v discusién.

La observacién visual de las cromatoplacas a la 1luz
ultravioleta a diferentes longitudes de onda, antes y después del
revelado, permite apreciar, aungue de una manera subjetiva, la
mayor o menor cantidad de los diferentes compuestos presentes en
la muestra analizada, en todos los casos 30 ul, de esta manera
se han confeccionado las tablas a las que nos remitiremos en los
parrafos siguientes, en ellas figuran con + la cantidades
apreciadas, con tr aquellos casos en gue la cantidad es tan
pequefia que solo se observa muy debilmente la presencia de la
mancha correspondiente al compuesto en la cromatoplaca, y en

blanco cuando no se observa el compuesto investigado.
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1-4.1.— Mostos

En la tabla V.4 estan representados los compuestos presentes
en las cromatoplacas de estas muestras, las figuras V.2 y V.3

exponen las correspondientes a dos mostos.

Comparando con la variedad Jerez se comprueba gque este
dltimo mosto tiene mayor porcentaje de siringaldehido y p-OH
benzaldehido, asi como p-cumdrico trans, igualmente se observa

la presencia de co-resorcilico gque no se observaba en Verdejo.

Figura V.2 Mosto de Verdejo
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MOSIOS

COMPUESTO J Ve Vef
Ac. Cafeico tr
Ac. Protocatéquico ++ + +
Feruroil tartrato + +4++ +++
p-cumaroil tartrato +++
Ac. Vainillinico ++ + +
Ac. 4 OH benzoico +++ ++ ++
Ferdlico cis
Ferilico trans + + +
p-cumdrico cis
p~cumdrico trans ++
Malva + + tr
Ac. p—OH fenilacético
Siringaldehido ++
 p—OH benzaldehido ++
p-vainillina ++ tr tr
Tirosol
Triptofol
Esculetina
Ac. a-resorcilico ++
3,4 OH benzaldehido +
Gentisico

Tabla V.4

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los mostos
Jerez y Verdejo filtrado v sin filtrar.
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Figura v.3 Mosto de Jerez

1.4.2.- Fermentados de los mostos de la variedad Jerez.

Como puede apreciarse en la tabla V.5 lo mas notable es 1la
disminucién de siringaldehido en relacidén al mosto de partida,
y la aparicién del isémero cis del dacido p-cumdrico, asi mismo
el aumento del dcido cafeico en diferente proporcién en funciodn
de la fermentacion realizada y la presencia de la esculetina,

cumarina correspondiente a este mismo dcido.

En las fermentaciones efectuadas con levaduras seleccionadas

quedan restos de siringaldehido, cosa que no sucede cuando la
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FERMENTADOS DE MOSTO JEREZ

COMPUESTO Jeesp J3 J+R
Ac. cafeico ++ + 4+t
Ac. Protocatéquico A+ +++ 4
Feruroil tartrato ++ ++ ++
p-cumaroil tartrato +4++ T4+ 4+
Ac. Vainillinico ++ +4 sl
Ac. 40H benzoico ++ ++ o
Ferilico cis +
Ferilico trans ++ ++ +
p~cumdrico cis ++ ++ -
p-cumarico trans ++ ++ ++
Malva 4 ++ +ob
Ac. p-OH fenilacético + tr tr
Siringaldehido tr tr
p—-OH benzaldehido + + +
p-vainillina + + +
Tirosol ++ + ++
Triptofol tr + ++
Esculetina ++
Ac. a-resorcilico ++ ++ ++
3,4 OH benzaldehido 4
Gentisico +

Tabla V.5

de la variedad Jerez.
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fermentacion es espontdnea (la figura V.4 es la cromatoplaca
correspondiente a esta ultima fermentacion); y solo cuando se ha
realizado con las levaduras utilizadas en bodega se detecta la

presencia de &cido salicilico y gentisico.

Las fermentaciones espontdnea y c¢on levaduras de la
coleccidn del I.F.I. son mds parecidas entre si que si se compara
la primera con la llevada a cabo con las levaduras seleccionadas

utilizadas en bodega.

1.4.3.- Fermentados de los mostos de la variedad Verdejo.

1.4.3.1.- Fermentacidn espontdnea (Veesp), con tres levadu-
rag _de lia coleccidn del I.F.T. (Ve3d), con tres
levaduras autdctonas utilizadas en bodega (Ve+R),

con tres levaduras de la colecciodn del I.F.T.

sob osto fil o {(Vef3

Las diferencias entre los vinos obtenidos mediante 1las
diferentes fermentaciones son mds pronunciadas que en la variedad
Jerez. En la tabla V.6 se observa el resultade del examen
cualitativo de 1las cromatoplacas correspondientes, y en las

figuras V.5, V.6 y V.7, la representacién de las mismas.
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FERMENTADOS DE MOSTOS VERDEJO

COMPUESTO Veesp Vel Ve+R Vef3
Ac. Cafeico ++ bt
Ac. Protocateéquico + + 4
Ferurcil tartrato +++ +++ ++ |+

p-cumaroil tartrato

Ac. Vainillinico ++ ++ + ++
Ac. 40H benzoico ++ 1+t +

Ferulico cis .
Ferdilico trans ++ ++ +4 ++++
p-cumdrico cis + ++ 4+
p-cumdrico trans + tr + ++
Malva + + ++ A

Ac. p-OH fenilacético

Siringaldehido

p~-OH benzaldehido + tr
p-vainillina tr tr
Tirosol +++ +4+ +++ il +44+
Triptofol |+t ot ++ +
Esculetina + + tr ++
Ac. a~resorcilico

3,4 OH benzaldehido i

Gentisico + +

Tabla V.6
Compuestos presentes en las cromatoplacas de los fermentados

de la variedad Verdejo de forma espontdnea o por induccién
con tres levaduras.
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Figura V.4

Fermentacidn espontdnea de Jerez

Figura v.s

Fermentacion espontdnea de Verdeijo
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Fermentacién de Verdejo con levaduras de la

Figura V.6
coleccién del I.F.TI.

[ —— -
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D, &
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@SN (5) x
Figura V.7 Fermentacidén de Verdejo con levaduras de
bodega
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Una vez mds, se observa la presencia de gentisico y sali-
cilico en la fermentacidén realizada por las levaduras de bodega

y no en las otras.

cuando la fermentacién se realiza sobre mosto filtrado, la
semejanza con 1la espontdnea es mayor dque para el mnosto sin
filtrar, ya que se aprecia, como en la espontanea la presencia
de compuestos hidroxilados que no se detectan en tan dJran

variedad en el fermentado debido a las levaduras de bodega.

1.4.3.2.~- Fermentaciones con levaduras de la coleccidn del

I.F.I. sobre mosto filtrado y sin filtrar (VeKl,

VeTsp, VeSacch, VefKl, VefTsp, VefSacch) VY con

levaduras de bodega sobre mosto sin filtrar.

En las tablas V.7a, V.7b y V.8 se muestran los resultados
de estos fermentados, en las primeras figuran los datos corres-
pondientes a levaduras de la coleccidén del I.F.I. y en la tercera

a las levaduras autéctonas empleadas en bodega.

En las figuras V.8 y V.9 estan representadas dos cromatopla-

cas de estos fermentados.
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FERMENTADOS DE MOSTO VERDEJO SIN FILTRAR CON LEVA-

DURAS DE LA COLECCICN DEL I.F.I. N
COMPUESTO VK1 _ VIsp VSacch

Ac. Cafeico | +4- +4++ +H++

Ac. Protocatéquico + +4 +

Feruroil tartrato ! +++ 44+ ++

p-cumarcil tartrato l tr tr tr

Ac. Vainiliinico ++ ++ ++

Ac. 40H benzoico +-++ ++ ++

Ferulico cis 4

Ferulico trans ++ ++4+ 44+

p-cumdrico cis ++ +4

p-cumdrico trans + ++ 4

Malva ++ ++ ++

Ac. p-OH fenilacético

Siringaldehido

p~OH benzaldehido

p-vainillina tr ]

Tirosol +4+++ +4+ +4++

Triptofol ot +++ ++ |

Esculetina tr tr tr

Ac. a-resorcilico -

3,4 OH henzaldehido

Gentisico + |

Tabla V.7a

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los fermentados
de Verdeijo con levaduras de la coleccidn del I.F.I.
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FERMENTADOS DE MOSTO VERDEJO FILTRADO CON LEVADURAS
DE LA COLECCION DEL I.F.I.

COMPUESTO VEK1 ViTsp VESacch
Ac. Cafeico ++ ++ ++
Ac. Proteocatéquico ++ ++ +++
Feruroil tartrato ++ ++ e
p-cumaroil tartrato tr tr tr
Ac. Vainillinico + +4 +
Ac. 40H benzoico ++ +
Ferulico cis tr tr tr
Ferulico trans +++ +4+++ ++
p-cumarico cis + ++ tr
p~-cumdrico trans ++ ++ tr
Malva + + +
Ac. p-OH fenilacético + +
Siringaldehido
p~0H benzaldehido
p-vainillina
Tirosol +++ +++ +++
Triptofol e
Esculetina ++ ++ ++

Ac. a-resorcilico

3,4 OH benzaldehido

Gentisico

Tahla V.7b

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los fermentados
de Verdejo filtrado con levaduras de la coleccidn del I.F.I.
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FERMENTADOS DE MOSTO VERDEJO CON LEVADURAS
DE BODEGA
COMPUESTO Ve+R1l | Ve+R2 | Ve+R3
Ac. Cafeico +++ 4+
Ac. Protocatéquico + + +
rferuroil tartrato +o+ +++ ++
p-cumaroil tartrato
Ac. Vainillinico +++ ++ +
Ac. 40H benzoico ++ + +
Feriilico cis + +
Ferdlico trans ++ + +
p-cumdrico cis + ++ ++
p~cumdrico trans + +
Malwva 4 4
Ac. p—~OH fenilacético +
Siringaldehido
p—-0H benzaldehido
p-vainillina + + + !
Tirosol 4+ +++ +++
Triptofol 4t Ft+ S
Esculetina tr tr tr
Ac. oa-resorcilico +
3,4 OH benzaldehido
Gentisico
Tabla V.8

Compuestos presentes en las cromatoplacas de
de Verdejo con levaduras de bodega.

los fermentadcs



Figura v.8

Figura V.9

>
Fermentaciodn de Verdeijo filtrado
Kloeckera apiculata
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Fermentacion de Verdejo filtrado

Torulaspora rosei
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Kloeckera apiculata produce una superior concentracién de
dcido p-OH benzoico, tanto cuando se partidé de mosto filtrado
comeo sin filtrar, que Torulaspora rosel y sobre todo que
Saccharomyces ellipsoideus, esto mismo se aprecia, aungque menos
evidentemente, cuando la fermentacidn se realiza con Rl, levadura

de primera fase utilizada en bodega.

Al comparar entre los mostos y los diversos fermentados
observamos que en los mostos la presencia de compuestos de
pequeno peso molecular es muy escasa, pues seguin se deduce de lo
expuesto, la mayor parte de ellos son metabolitos secundarios de

la fermentacidn.

1.4.4.~ Vinos elaborados en las bodegas de Nava del Rey.

1.4.4.1.~ Vinos varietales de Verdeijo (VT, VS, VEz, VWc).

En la tabla V.9 se indica presencia y cantidad de compuestos
apreciados en las cromatoplacas correspondientes, tanto a los
seis como a los doce meses de conservacién de los vinos a 4 °C

y en oscuridad.

Ejemplo de las cromatoplacas de estos vinos son las figuras
V.10 (vino Verdejo con enzimas a los seis meses), V.11 (vino
Verdejo con enzimas a los doce meses) y V.12 (vino Verde3o

testigo a los doce meses).
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VINOS DE VERDEJO
TRATAMIENTO
COMPUESTOC MESES T 5 | Ez Vo
. 6 +4 tr 444+ ++
Ac. cafeico
i2 +++ +4++++ | At +++
; + + ++4 ++
Ac. protocatéquico 6
12 +++ +++ ++4+ ++
. 4 +++ ++
Ferurcil tartrato S hs * s
12 +4++ 4+ +++ +++++
. + + + +
p-cumaroil tartrato o *
12 + +++ ++ +4-4t
s f + + + +
Ac. vainillinico 6
12 +++ ++ ++ +++
. + +
Ac. 4-0OH benzolco 6 t
12 +b 4 T +++ +++ +4+++
\ : + + +
Ac. ferulico cis ° —]
1 12 +
, +
Ac. ferulico trans 6 i s h
L2 ++ + +++ ++
. . & + + ++ ++
AC. p-cumdarico cis
12 ++ +++ +++ +-+
s 6 + + ++ +
Ac. p-cumdrico trans
12 ++ ++ ++ ++
+ +
Malva 6 ++ + +
12 + + +++ ++
. s 4 + +
Ac. p-OH fenlil aceético 6 tr
12 ++ + ++ +
Siringaldehido f;
p—~OH benzaldehido 6 * ks + tr
12 + +
s . +
p-valnlllina 6 + Lr tr
12 + ++
Tirosol 6 ++ + At |
! 12 ++4+++ | 44 ++4++ B o e e
. +
Triptofol 6 + +++ ++4+
12 gt +4+++ ++++ ++44
Esculetina & * *
12 +4 +++ ++4+
Ac. g-resorcilico & tr
12 + ++ ++ tr
Gentisico e L *
12 + + + +
Salicilico ___© :
12 + |
Tabla V.9

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos
varietales de Verdejo.
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Figura v.12

Vino Verdejo testigo a los doce meses

A los seis meses de conservacidn solo en el vino testigo y

en el adicionado con &acidos citrico y ascorbico se observa la

presencia de a-resorcilico,

presente en los cuatro vinos.

mientras gque a los doce meses esta

El gentisico a los seis meses se detecta en el vino con

enzimas y en el que contiene los &cidos, a los doce también se

manifiesta su presencia en los otros dos.
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La cantidad de &cido cafeico es muy superior en el vino
tratado con enzimas pectoliticas tanto a los seis como a los doce

neses.

Los vinos con ehzimas y con dcidos presentan mayores
proporciones de los isdémeros cis - trans de los dcidos cindmicos,
p-cumdrico y ferulico, a los seis meses, mientras que a los doce
no se observa la forma cis del dcido ferilico en el vino con
enzimas. En el testigo y el que contiene sulfuroso las formas cis

se encuentran en menor cantidad.

De la observacién a log seis y doce meses, es destacable el
aumento de los compuestos hidroxilados ( acidos cafeico, galico,
protocatéquico, 4 OH benzoico, p-~cumdrico, p-OH fenilacético,
tirosol y a-resorcilico) durante la conservacidén; mientras gue

no se aprecia este aumento en los compuestos con grupos metoxilo.

Los vinos de esta variedad presentan muy baja cantidad de

dcido ferulico, cuando se detecta, como se advierte en la tabla

V.10.

Se observa la presencia de gentisico a los seis y doce meses

en el vino con sulfuroso, asi como trazas a los seis meses, en

el gue contiene citrico y ascérbico.
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|
VINOS DE VIURA
i TRATAMIENTO ]
COMPUESTO MESES T | S Ez v
Ac. cafeico 6 s Tt
12 _—
Ac. protocatéquico ° i * s
12 +++
Ferurcil tartrato 6 h +r R i
12 bt | et +++ ++++
p—-cumarcil tartrato 6 + *
12 ] ++ __tr
Ac. vainillinico 6 ha R B
12 ++ ++ ++ +4++
. ++ + ++ +++
Ac. 4-0CH benzoico 6
12 ++4 +444 ++++ ++++
Ac. ferulico cis 6
12 ++ + i
Ac. ferulico trans 6 tr +
12 +
o . 6 + + ++ ++
AC. p-cumarico cis
12 + + ++++ ++
- 6 + + +++ -+
Ac. p-cumarico trans
12 + ++ +++++ ++
+- ++
Malva 6 i ks
12 ++ + +++ ++
. . -+ +
Ac. p-OH fenll]l acetico 6 tr +
12 + + ++ ++
Siringaldehido 5
12 tr
. + + +
p—-OH benzaldehido 6 tr
12 tr tr + +
C s . 6 + + + tr
p-vainillina
12 +-+ + + +
. 6 ++ ++ +++++ ++
Tirosol
12 +4+++4 | ++4+4+ | 4+
. +44
Triptofol 6 ha hs
12
Esculetina 6 + + tr
12 +++
. G + + tr -+
a~resorcilico
12 ++ ++ +++ +4
Gentisico 6 +
12 +
salicilico 6
12 |

Tabla V.10
Compuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos
univarietales de Viura.
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El vino con enzimas presenta mayor contenido en dcido p-
cumarico durante todo el periodo de conservacidn que los otros,
aungque en todos se observa equilibrio entre las formas cis y

trans de este acido.

Los vinos de esta variedad muestran durante la conservacion

aumento en la cantidad de compuestos p-hidroxilados.

1.4.4.3.- Vings varietales de Jerez (JT, J3, JEz, JVc).

El namero y cantidad de compuestos presentes en estos vinos
y evidenciados mediante cromatografia en capa fina se muestra en

la tabla V.11.

Las figuras V.13, V.14 y V.15 son cromatoplacas de tres de

los vinos de esta variedad.

En algin vino de esta variedad se observa la presencia de
3,4 OH benzaldehido, aunque no podemcs relacionarlo con el

periodo de conservacioén.

La concentracién de 4dcidos cindamicos, en especial de p-
cumdrico y cafeico, es mayor que en los vinos de otras varieda-
des, sobre todo en aquellos que contienen enzimas pectoliticos

o0 acidos citrico y ascérbico.

El a-resorcilico existe en todos los vinos de esta variedad.
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VINOS DE JEREZ
[ i TRATAMTENTO
COMPUESTO MESESjL T | 3 Ez Vo
. 6 ++ +++++ 4+t
Ac., cafeico
12 : +4++ Attt
, + +
Ac. protocatéguico 6 x -
12§ A 4
. -+ + +++++ ++++
Feruroll tartratoc 6
12 F++4+++ | 4+ +++ ++++
. + +++ ++4
p-cumaroll tartrato 6 b R
12 + + tr +4++4+
.. L + + ++
Ac. vailnillinico 6
12 +++ +++ ++ ++
. + + F 44
Ac. 4-0QH benzolco 6 +
12 | +++ +++ +4++ 44+
. . + +
Ac. ferilico cis 6 tr
12 ++ +
. +
Ac. ferdilico trans 6 + ks +
1.2 + +
e . 6 ++ -+ +++ 4+
AC. p-Ccumarico cl1s
12 ++ 44+ 444+ 44
o 6 ++ + +4++ +
Ac. p-cumarilco trans .
| 12 ++ + At ++
+ 4
Malva 6 b
12 ++ +-+ ++ +
Ac. p-OH fenil acético 6 A L R ks
12 +++4 4 ++ ++
Siringaldehido 6 -1
| 12 tr
. +
p-0OH benzaldehido 6 L tr
12 + + tr
p-vainilliina © + + tr
12 ++ + +
. 6 ++ ++ ++ +4+4
Tirosocl T :
12 +ht+4 | R+ ++++ ++
Triptofol | 6 ++ +4++ +++++
12 +it |+
. +
Esculetina 6 tr tr
12 | +++ ++
I 6 7 + + + tr
Ac. a-resorcilico —1
- 12 ++ +4 + +4
Gentisico 6
12 +
Salicilico 6 ¥
12|+ 4 + 3
Tabla V.11

Conpuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos

la variedad Jerez.

de
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Figura V.12 Vino Jerez testigo a los doce meses

Figura V.14 Vino Jerez con sulfuroso a los doce meses
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Figura V.15 Vino Jerez con citrico y ascérbico a los doce
meses

Es la variedad que presenta mayor diversidad de aldehidos

(p-vainillina, p-~OH benzaldehido y 3,4 OH benzaldehido).

Los compuestos p-hidroxilados aumentan con la conservacién.
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l.4.4.4,.- Vinos de la megcla de variedades (MT, MS, MEz,

MVg).

La tabla V.12 indica los compuestos, asi como la estimaciodn
visual de las cantidades de los mismos, presentes en estos vinos

en los dos periodos de conservacién estudiados.

En las figuras V.16, V.17, V.18 y V.19 estan representadas

las cromatoplacas de cuatro de estos vinos. .

Se aprecia gentisico en los vinos adicionados con anhidrido
sulfuroso o con acidos citrico y ascérbico, y en menor cantidad

en el testigo a los seis meses.

El a-resorcilico se observa en todos los vinog a los doce
meses, mientras que a los seis no se detecta en el que contiene

enzimas.

En los vinos que contienen sulfuroso o los &dcidos citrico
y ascorbico se aprecian todos los dcidos cindmicos, el ferudlico
y p-cumdrico presentan equilibrio entre sus dos formas isoméri-
cas. Los otros vinos aumentan la concentracidén de p-cumdrico y
ferdlico, en especial este iudltimo (forma trans) yva que no se

apreciaban a los selis meses.

A diferencia de lo observado para el cafeico, el protocaté-

guico se encuentra presente en todos los vinos, aunque en mayor
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VINOS DE LA MEZCLA DE VARIEDADES
i i TRATAMTIENTO
COMPUESTO MESES T S Ez Ve
) oot +4
Ac. cafeico 6 : +
12 b+ ++4+
Ac. protocatéquico 6 1 ha 1 tt ha i
12 +4+ ++++ o +++
, ++ +4 ++++ +++
Feruroil tartrato 5
12 +t+++ | ekt +4 ++++
. + ++ +
p~cumaroll tartrato 6 L L
12 + + + ++
. .. + + +
Ac. vainilliinico 6 tr R
12 - ++ ++ ++
. + + + +
Ac. 4-0H benzoico 6 tt +
12 +++ +++ ++++ +++
L, ) + ++
Ac. ferilico cis 6
12 + ++
) +
Ac. fertllco trans 6 b +
12 + +++ + +++
s . 6 ++ ++ +++ ++
AC. p-cumarico cis
12 ++ ++ s +++
.. 6 + ++ ++ +
Ac. p-cumarico trans
12 ++ + +++ +of
+4+4 ++ + +
Malva 5
12 + + + 4 +
Ac. p-OH fenil acético 6 t x tr ki
12 ++ ++ +
. . 6 tr
Siringaldehido
9 12 tr tr tr
. ++ + ++
p~OH benzaldehido 6
12 + + + +
.. . 6 ++ ++ ++ +
p-vainillina
12 + tr
. 6 +++4++ + +++++ +++
Tirosol
12 +++ ++ +++++ +++
. +
Triptofol 6 L b
12 ++4+
) +
Esculetina 5 * tr
12 ++
i s 6 + ++ +
Ac. a-resocorcilico
12 ++ ++ ++ ++
L + +
Gentisico 6
12 + + o+
Salicilico 6 +
12 . + i
Tabla V.12

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos de
la mezcla de variedades.
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Figura V.16 vino testigo de la mezcla a los doce meses

O
T ) X
Figura V.17 vino de la mezcla con sulfuroso a los doce
meses
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meses

S

Vino de la mezcla con citrico y ascédrbico a

Figura V.19
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cantidad en el tratado con sulfuroso o con los Adcidos citrico

y ascorbico, durante todo el pericdo de conservacion.

Es destacable en los vinos de mezcla el aumento moderado de
los compuestos dihidroxilados con la conservacidén, gue aungue no
llegan a los apreciados en Verdejo, superan los correspondientes
a los otras dos variedades, en donde como ya se ha comentado el
mayor aumento en la conservacion lo experimentan los compuestos
p~hidroxilados. Esto era de esperar puesto que la mayor contribu-

cién al vino mezcla se realiza con la variedad Verdejo.

1.4.4.5.- Vinos _de los fangos de la varjedad Verdeijo (FVT,

FVS, FVEz, FVVc).

La cantidad de a-resorcilico aumenta mnoderadamente para
todos los vinos durante el periodo de conservacidén, como se

indica en la tabla V.13.

Los isdmeros cis-trans del &acido p-cumarico se encuentran
equilibrados, independientemente de los tratamientos, sin embargo
para el acido ferdilico la forma trans esta presente en los vinos
tratados y no en el testigo, tanto a los seis como a los doce
meses, mientras gue la forma cis dnicamente se aprecia en el que
contiene sulfurcoso y en el tratado con los dcidos citrico vy

ascorbico a los seis meses de conservacion.
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VINOS DE LOS FANGOS DE VERDEJO
TRATAMIENTO
COMPUESTO MESES T S Ez vc
i ++
Ac. cafeico 6
12 ++++4
i ++ ++ +
Ac. protocatégqulco 6
12 et
+
Feruroil tartrato 6 it s K RS
12 ++ ++++ +++ ++++
p-cumaroll tartrato 5 tt tt it +++—{
1.2 + + 4
_ . + + +
Ac. vainillinico 6 * R
12 ++ +++ + +4
. ++ 4+
Ac. 4-0OH benzolco 6
12 ++++ +4+4 -+ +4++
U . 44 +
Ac, ferulico cis 6
12 4
Ac. ferulico trans 6 * * tT
12 + tr +
_ . 6 +4+ ++ ++ +++
Ac. p-cumarico cis
12 _ ++ +++ ++
s 6 + ++ + ++
Ac. p-cumdrico trans
12 + e +++4 ++
6 +++ ++ ++ +++
Malva
12 +++ + ++ +++
Ac. p-OH fenil acético & ti b ik +
12 ++ + +
Siringaldehido 6 tr
12 tr tr
, +
p—-OH benzaldehido 6 ha T tr tr
12 + + + +
p~vainillina 6 +t it tr +
12 ++ tr + +
. 6 +++++ ++ +4++ ++
Tirosol
12 ++++ +++++ +++ ++++
Triptofol © tit
12 ++++4+
. +-+
Esculetina 6
12 ot
f 6 + + tr tr
ACc. a-resorcllico
12 ++ ++ ++ ++
Gentisico 6
12 +
Salicilico 6
12 4 ]

Tabla V.13

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos de
fangos de la variedad Verdejo.
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El vino gque contiene anhidrido sulfuroso es el \Unico en que

a los doce meses se aprecian dcido gentisico y dcido salicilico.

Los compuestos hidroxilados aumentan ligeramente durante el
tiempo de conservacién, en el vino con sulfuroso los dihi-

droxilados aumentan mds gque los monohidroxilados.

1.4.4.6.- Vinos de los fangos de la mezcla de variedades
{FMT, FMS, FMEz, FMVc).

Estos vinos se comportan durante la conservacion de forma
muy parecida a los vinos de los fangos de la variedad Verdejo,
como se aprecia al comparar la tabla V.14 correspondiente a estos
vinos con la tabla V.13 de los fangos varietales, pero en los que
contienen enzimas pectoliticas o los 4cidos citrico y ascdrbico,
las formas isémeras cis-trans del dcido p-cumdrico, son mas abun-
dantes dque en los vinos de los fangos de Verdejo antes citados,

especialmente a los doce meses de conservacidn.

En todos los vinos de fangos se aprecian los aldehidos

benzoicos en cantidades superiores a los otros vinos.

En el tratado con anhidrido sulfuroso los compuestos

dihidroxilados superan a los monohidroxilados, mientras que con

los otros tratamientos y en testigo sucede lo contrario.
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VINOS DE LOS FANGOS DE LA MEZCLA DE VARIEDADES
TRATAMIENTD
COMPUESTO MESES T 3 Ez vcC
, ++
Ac. cafeico ;; P
R 6 +4 | + + +
Ac. protocatéquico 1
12 ++
. + + +
Feruroil tartrato 6 Rl O . +
12 +++++ | A+ ++++ +++
. +4 e +
p-cumaroll tartrato 6 +
12 + tr ++
_ .. +
Ac. valnillinico 6 * R L +t
L 12 ++ ++ ++ |+
Ac. 4-OH benzoico 6 t i th+
12 44+ +++ ++-+ +4-++
Ac. ferdlico cis & : i
12
i +
Ac. ferdlico trans 6 * -
12 +
. . 6 ++ ++ +44 e
Ac. p-cumdarico cis
12 ++ + ++-+++ -+
.o 6 + ++ e +
Ac. p-cumarico trans
12 ++ | + | +++++ +
Malva | 6 et | A ++ ++
| 12 444+ | + ++ |+t
. . +
Ac. p-OH fenil acético 6 | +F tF tit tt
12 At [7 + +4 +
Siringaldehido ;; J tr tr
-
p~OH benzaldehido 6 AN S 2. +
12 + | + |+
p-vainillina 6 .t s + tr
12 ++ + ++
Tirosol 6 +++++ 44+ +++++ ++
] 12 ] ++++ +++++ +++ +4t++4
Triptofol © j
12 +4+4++ |
Esculetina 6
12 +4-
R + +
Ac. a-resorcilico 5 4 + aal
iz +++ ++ ++ ++
Gentisico ° hs
12 l +
Salicilico 5 *
12 . | + + +
Tabla V.14

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los vinos
procedentes de fangos de la mezcla de variedades.
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1.4.4.7.- Vinog varietales de Verdeljo con levaduras de
bodedga en pureza (VR1, VR2, VR3}.

En la tabla V.15 se muestran los datos correspondientes a

la cromatografia en capa fina para estas muestras.

El &cido ferulico en su forma cis no se manifiesta en
ninguno de los tres vinos, mientras que la forma trans se eviden-
cia a los doce meses de conservacién en los vinos VR1 y VR2, en
este uUltimo en cantidad sensiblemente inferior. El1 dcido p-
cumdrico en sus dos formas isoméricas aumenta durante la

conservacion.

£l dcido a-resorcilico se detecta en los tres vinos a los
doce meses en cantidades parecidas, a los seis no se observa
cuando el vino era resultade de la fermentacidén con la levadura

de segunda etapa (R2).

Los aldehidos disminuyen con la guarda a 4 °C y en oscu-

ridad.
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VINOS DE VERDEJO POR INDUCCION CON LEVADURAS

LEVADURA

COMPUESTO MESES R1 R2 R3
Ac. cafeico 6
12
. . 6
Ac. protocatéquico 12
) + ++++ +++
Feruroil tartrato 6
12 ++ +++ ++
p-cumaroil tartrato 6 ot +
12 + + +
. , +
Ac. valnillinico ! tr tr
12 + 4 ++ ++
) +
Ac. 4-OH benzoico 6 ha +
12 +++ +4++ et
Ac. ferulico cis 6
12
Ac. feridlico trans 6
12 + tr
i . & + tr tr
AC. p-cumarico cis
12 ++ ++ ++
Ac. p—-cumarico trans 6 tr tr tr
12 ++ ++ ++
Malva 6 ++ +++ +
12 +++ ++ +++
) L +
ACc. p-OH fenil acético 6 * + +
12 ++ ++ +
Siringaldehido ©
12 tr
, 6 + + +
~0OH benzaldehido
P 12 tr + tr
. , +-- + +
p-valnillina 6 *
12 + + +
Tirosol 6 ++++ +++ +-++
12 +++ ++++ +++
Triptofol 3
12
. 6
Esculetina
12
Ac. a-resorcilico © + tr
12 +++ +++ ++4
Gentisico 6
12
Salicilico 6
12

Tabla V.15

Compuestos presentes en las cromatoplacas de los
obtenidos por induccidén de levaduras sobre Verdejo.

vinos
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1.4.5.~ Actuacion de especies filmégenas.

Las figuras V.20 a V.25 son las cromatoplacas correspondien-

tes a las muestras ¢que se comentan en este apartado.

1.4.5.1.— Vinos para desarrollar velos (SM, CM).

Ademds de las caracteristicas propias de los vinos de la
zona conviene resaltar la presencia de 4 OH 3 metoxi fenilpro-
pionico, siringaldehido v las diferencias en la concentracién del
resto de compuestos gue aumentan con el tiempo de permanencia en

madera (Tabla V.16).

Tabla V.16 Compuestos presentes en las cromatoplacas de
) los vinos utilizados para desarrollar velos.
COMPUESTO CM SM
Ac. cafeico +4++ +++
Ac. protocatéguico +
Ferurcil tartrato ++ ++
p-cumaroil tartrato ++ |+
Ac. vainillinico ++ +
Ac., 4-0OH benzoico ++ +
Ac. ferulico cis + 1 +
Ac. ferudlico trans ++ +
Ac. p-cumdrico cis o+ ++
Ac. p-cumdrico trans +++ ++
Malva + + *
Ac. p-OH fenil acético +4 +
Siringaldehido + R
p—-0OH benzaldehido + +
p-vainillina tr tr
Tirosol ++++ ++4+
Triptofol
Esculetina
Ac. a-resorcilico + +
Gentisico
Salicilico + +
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Pigura V.20
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Figura V.21

Yino con madera sin sembrar
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Figura V.22

vino sin madera con velo de la cepa 1663

Figura v.23

Vino sin madera con velo de la cepa 1685
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Figura V.24

vino con madera con velo de la

cepa 1663

Figura V.25

Vino con madera con velo de 1la

cepa 1685
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VINOS DESPUES

DE PERMANENCIA BAJO VELO

180

Compuestos observados en las cromatoplacas despues de dos

meses de permanencia de los vinos bajo velo.

COMPUESTO SM1663 CM1663 5M1685 CM1685
Ac. cafeico +++ Dttt +++ e+ |
Ac. protocatéquico +4+ ++ ++ ++
Feruroil tartrato + + + +
p-cumaroil tartrato ++ ++ + ++
Ac. valnillinico ++ ++ + ++
Ac. 4 OH benzoico + +4 + Aot
Ac. ferulico cis + + o
Ac. ferdlico trans + + +++
Ac. p-cumdrico cis + + + e
Ac. p-cumdrico trans + + + +
Malva + + + +
Ac. p-OH fenil acético + ++ T o
Siringaldehido tr
gp—OH benzaldehido + ++ + +
p-vainillina + + tr
Tirosol - - - ++ +++ +++ ++4+
Triptofol
| Esculetina + ++ + ++
Ac. a-resorcilico tr + + +
Gentisico + + tr +
Salicilico +
Tabla V.17




1.4.5.2.- Vinos tras permanencia bajo velo (SM1663, SM1685,

CMiee3, CM1685).

La tabla V.17 indica los compuestos y cantidades subjetivas
de los mismos después de que los vinos permanecieron bajo velo

durante dos meses.

Actuacidén de la cepa 1663 (Saccharomyces beticus): cuando
el vino de partida era con madera, aparece mayor cantidad de
acido siringico vy de 4 OH benzoico, el siringaldehido por el

contrario ha desaparecido.

Actuacidn de la cepa 1685 (Saccharomyces montuliensis): No
aparece acido siringico, y el siringaldehido unicamente se

cbhserva en cantidades traza.

l1.4.6.— Vinos comerciales (MN, MB, MD).

Estos vinos proceden la mezcla de uvas de tres variedades,
Verdeijo, Viura y Jerez con una proporcién minima de la primera

del 85 %.

En la elaboracién del Mantel Nuevo (MN86) no interviene el
anhidrido sulfuroso, y el vino es embotellado tan pronto han
transcurrido las imprescindibles operaciones de estabilizacidn
y acondicionamiento del mismo despues de acabada la fermentacién,

es por ello vino del aRio.
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El Mantel Blanco (MB86) es el idéntico al Mantel Nuevo, pero
que pasa un tiempo en madera antes del embotellado (como minimo

seis meses).

El Mantel Dorado es un vino con largo tiempo de permanencia
en madera y de crianza biolégica, antes de su embotellado se le
agrega licor de espedicidn para favorecer su consumo, gue de otra

forma seria dificil, debido al elevado afejamiento del mismo.

Estos resultados se pueden relacionar con los obtenidos para
los vinos utilizados para desarrcllar velo, comentados en el
apartado anterior, ya que aguellos, Sin Madera (SM) y con madera
{CM) son exactamente los mismos gue los comerciales Mantel Nuevo
(MN86) y Mantel Blanco (MN86), pero teniendo en cuenta que los
menores valores presentes en los dltimos se deben, a que antes
del embotellado, los vinos sufren toda una serie de procesos
tendentes a conseguir la mejor estabilizacidén y presentacidén, y
estas manipulaciones originan una disminucién en las concentra-

ciones de los compuestos gue estamos comentando.

En cuantoc a la comparacién de Mantel Dorado con los otros
vinos, esta no estotalmente posible, puesto que se trata, como
se dijo en la introduccién, de reliquias en la elaboracién, y no
se conoce con exactitud la composicidn de partida, ademds de la
gran importancia que el largo tiempo de permanencia en madera y

con velo conlleva.
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Como vinos propios de la zona, la relacidén entre 1los
isdmeros cis~trans de los dcidos cindmicos es equilibrada, aungue
con ligera preponderancia de la forma trans. En la tabla V.18 se
presentan los resultados de la cromatografia en capa fina
realizada a estos vinos, y las figuras V.26 y V.27 muestran: la
primera la placa cromatografica de Mantel Nuevo y la segunda la

del vino Mantel Blanco.

En Mantel Dorado debemos resaltar la presencia de aldehido
siringico en mayor proporcidén gque en Mantel Blanco, puesto que
se trata de un vino con mayor permanencia en madera, razdén por
la cual se aprecia también dcido siringico, que no es propio de
vinos blancos. La presencia del 4 OH 3 metoxi fenilpropionico,
caracteristico de los vinos finos, se aprecia unicamente en
Mantel Dorado; este ultimo presenta ldgicamente mayor numero y
cantidad de determinados compuestos propios de la actuacidén de
levaduras filmdgenas y de su estancia mds prolongada en madera

que los otros dos vinos.
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[ VINOS COMERC IALES_
| COMPUESTO MN MB MD
hAc. cafeico +++4 ++4++ +4+4++
Ac. protocatéquico +++ |
Feruroil tartrato ++ ++ +++
p-cumaroil tartrato ++ o o
Ac. vainillinico b M T
AC. 4 OH benzoico +++ +++ At
Ac. ferulico cis ++ +
Ac. ferulico trans +++ ++ | b
Ac. p-cumdrico cis +4++ + 4+
Ac., p-cumarico trans ++ ++ 44t
rMalva ++ _ + +
Ac. p-OH fenil acético ++ A+ —t
Siringaldehido +4+ b+
p-OH benzaldehido _ + ++
p-vainillina ++ ot
Tirosol e+t | A |
Triptofol
Esculetina ++ + 4ot
Ac. a-resorcilico tr tr + 1
Gentisico +
Salicilico _
Tabla V.18

Compuestos polifendliicos presentes en las cromatoplacas
correspondientes a vinos comerciales (Mantel Nuevo, Mantel
Blanco y Mantel Dorado).
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Figura V.26 vino comercial Mantel Nuevo
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Figura V.27 Vino comercial Mantel Blanco
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2.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA.

2.1.— Introduccion.

La Cromatografia Liquida de alta Eficacia (CLAE) se emplea
fundamentalmente como técnica de andlisis cuali y cuantitativo.
Numerocsos laboratorios han incorporado CLAE al analisis de estos
compuestos, existiendo en la bibliografia numerosocg articulos al

respecto.

Para la separacion de polifenoles por CLAE suelen emplearse
columnas cuyo relleno es una fase ligada, que se prepara uniendo
moléculas de diferentes organosilanos, como octadeciltriclorosi-
lano, octiltriclorcosilano o feniltriclorosilano a los grupos
hidroxilo de un gel de silice. Wehrli y col. (1978) estimaron que
el 80% de las separaciones en CLAE se realizan con columnas con
fase octadecilsilil ligadas, conocidas cominmente con columnas

Cra-

Cuando se emplean este tipo de materiales, la fase estacio-
naria es menos polar gque la fase mévil, y el proceso se denomina
en fase inversa. En estas condiciones el tiempo de retencién de
un compuesto estd inversamente relacionado con su polaridad, de
forma que al eluir una nezcla compleja, sus componentes se

separan en corden decreciente de polaridad.
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Los eluyentes mas empleados para la separacién de polifeno-
les con este tipo de columnas suelen ser mezclas acetonitrilo-
/agua o metanol/agua en proporciones variables gque contienen
pequenas cantidades de A4cido acético, 4cido férmico o A&cido
fosférico con objeto de rebajar el pH del eluyente y facilitar
la separacién, si bien no se debe trabajar a pH inferior a 2 para
evitar la ruptura de 1la fase inversa. Los detectores mas
adecuados para este tipo de compuestos son los de espectrometria

ultravioleta y los fluorimétricos.

El andlisis de polifenoles por CLAE puede realizarse con
gradiente de elucidén, pues de esta forma es posible separar

mezclas complejas en breve tiempo y con mejor resolucién.

El orden de elucidn de los compuestos fendlicos dependera

de varios factores, como:

- Tamano de la cadena lateral para una misma sustitucién
del anillo benzoico. El1 orden de elucidén sera: ¢, C.~C,,
C,~C,, etc. (Wulf y Nagel 1976).

- Grupo funcional para una misma cadena lateral. La elucidn
seréd: alcohol, &cido, aldehido. (Hernandez y col. 1980).
- Grado de sustitucién del anillo benzoico. El orden seré:
trihidroxi, dihidroxi, hidroxi, hidroximetoxi, hidroxidime-

toxi, etc. (Wulf y Nagel 1978).

Son numerosos los autores que han desarrollado métodos para

la separacién y andlisis de estos compuestos, asi Wulf y Nagel
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(1976) separan varios dcidos benzoicos y cinamicos presentes en

uvas.

Hernandez y col. (1980) estudian la separacidén de fenoles
no flavonoideos por CLAE utilizando un sistema de compresiodn
radial con una columna Radial Pak A y precolumna rellena de

Bondapak C,,/Corasil.

Wuf y Nagel (1980) realizan la separacién de diversos
compuestos fendlices del vino en extractos de acetato de etilo
purificados en una columna Partisil ODS. Emplean para el
andlisis una columna de fase reversa Zorbax ODS, eluyendo con
mezclas acetonitrilo/agua/dcido acético y detector ultravioleta

a 280 nm.

Salagoity-Auguste y Bertrand (1984) realizan la separacién
de diversos compuestos fendlicos de bajo peso molecular en vinos
tintos de Burdeos, utilizan una columna Micropak rellena con MCH
10 (fase inversa de tipo octadecilsilano), como eluyente utilizan
un gradiente de dos disolventes, siendo uno metanol y el otro

agua destilada a pH 2,5 mediante adicidén de &acido perclérico.

2.2.—~ Materiales vy métodos.

En este trabajo los fenoles no flavonoideos han sido
analizados modificando el método de Hernandez y Dorronsoro
{1984). El eguipo utilizado consta de un cromatégrafo Waters

Associates, equipado con: inyector M-U6K, dos bombas M-660, un
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programador de gradiente 720, un detector ultravicleta M-440, una
precolumna reliena de Bondapak C,,/Corasil y una columna de acero
inoxidable Ultrasphere-0oDS de 250 % 3,9 mm de 5 p. La elucidén es
mediante gradiente (tabla V.19), el solvente A esta formado por
agua/dcido acético (98/2) y el solvente B esta formado por
agua/metanol /écido acético (68/30/2). La deteccidn se realiza a
280 y 340 nm. La sensibilidad es de 0,05 U.A.. El andlisis se
realiza a temperatura ambiente y la duracién del cromatograma es

de 55 minutos.

Gradiente de elucidn

t{min) Flujo(nl/min) %A %B Curva
0 1,0 100 0 5
3 1,0 100 0 5
5 1,0 60 40 5
10 1,1 50 50 5
15 1,1 45 55 5
20 1,1 40 60 5
25 1,1 35 65 5
28 1,2 33 67 5
30 1,2 20 80 5
40 i,2 15 85 5
50 1,2 15 85 5
55 1,0 100 0 5
Tabla V.19

Para la cuantificacidén de los picos obtenidos, se realizaron
las curvas de regresidén para cada una de las sustancias patroén,
inyectando en el cromatdgrafo distintas soluciones de las mismas
a diferentes concentraciones. En la tabla V.20 se expresan las
ecuaciones de las rectas de regresién obtenidas para cada
sustancia patron, para la cuantificacidén de los ésteres tartari-

cos de los dcidos cafeico, cumdrico y ferulico, por no existir
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patrones, se utilizan las rectas de calibrado obtenidas para los

dAcidos cindmicos correspondientes obtenidos a 340 nn.

Compuesto Recta de regresidén ( y = ) | Coef. Reg.
Ac. Protocatéguico 1,753921E°x - 6,022288E" 0,9916108
Vainillinico 1,369903E°x + 1,945926E™° 0,9993238
p-Vainillina (%) 5,2B3671E°x ~ 4,579197E¢ 0,9995067
p-OH Benzaldehido 9,190307EX + 1,186050E° 0,9890599
Ac. Cafeico 2,394436E7x + 1,0946098 0,9%9996959
Ac. p-Cumdrico 1,664242E°x + 1,027645E™ 0,9927790
Ac. Ferdlico 2,85%1482E7x 4+ 3,152490E* | 0,9950059
p-OH Benzoico 4,111887E°x -~ 1,544875E° 0,9993005
Tirosol 4,693029E°x - 6,159544E™ 0,5317588
Triptofol 8,117568E"x + 8,602232E" 0,8092645
Caferoil tartrato 6,934925E ' + 9,907732E77 0,9946986
(*)

p—-Cumaroil tartrato 1,660624E7°x + 6,532227E°° 0,9628190
(*)

Feruroil tartrato 1,091856E%x + 7,102054E° 0,9288334

(%)

Tabla V.20

(*¥) x =

altura del pico a 280 nm.

Hg de sustancia en la inyeccidn.

altura del pico a 340 nm.

Ecuaciones de las rectas de regresiodn.
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La numeracidén asignada a cada compuesto en los cromatogranas

gue se representaran en este capitulo corresponde a:

1 ........ Acido p-hidroxibenzoico.
2 ........ Acido protocatéguico.

3 ....s... Acido vainillinico.

4 ...+v... p=vainillina.

5 «e..-... Acido cafeico.

6 «....... Acido p-cumdrico.

7 «+.eee.. Acido feridlico.

8 (...i... Caferoil tartrato.

9 ........ p-Cumarocil tartrato.

10 ....... Feruroil tartrato.

11 ....... Tirosol.

12 ....... Triptofol.

13 ....... Acido clorogénico.

14 ....... Acido siringico.

15 ....... Aldehido siringico.

16 ....... Acido a-resorcilico.

17 ....... Aldehido p~hidroxi benzoico.

La figura V.28 muestra un cromatograma con los patrones y

sus tiempos de retencién.

Todos los cromatogramas en que no se indigue especificamente

proceden de inyecciones de 5 ul.
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Figura V.28

Cromatograma de patrones
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2.3.— Resultados vy discusidn.

Se han cuantificado acidos y aldehidos benzoicos y cindmi-
cos, tirosol, triptofol y ésteres tartdricos de los A&cidos

cindmicos en todas las muestras descritas en el capitulo TIII.

2.3.1.—- Mostos

En las figuras V.29 y V.30 se presentan los cromatogramas
correspondientes a las variedades Jerez y Verdejo, asi como al
mosteo Verdejo filtrado. En este ultimo se encuentran concentra-
clones superiores, de todos los compuestos, a las detectadas en
el mosto sin filtrar, esto puede ser debido a gque se retienen en
la filtracidn sustancias capaces de interferir con los compuestos
analizados. En la tabla V.21 se muestran las concentraciones de

los compuestos expresadas en mg/l.

Acidos benzoicos. La variedad Jerez contiene mayores
cantidades de estos dcidos, destacando las concentraciones de
protocatéquico y p-OHbenzoico, para el primero, en relacién a la
otra variedad, se observa una cantidad cuatro veces superior,
mientras que para el segqundo la concentracidén es doble; en cuanto
al dcido vainillinico la diferencia no es tan importante, aungue

la Jerez presenta la mayor.

Acidos cindmicos. La variedad Jerez muestra mayor concentra-
cién para el cafeico y el p-cumdrico, mientras que es significa-

tivamente menor para el &cido ferulico. En cuanto al mosto
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filtrado 1la cantidad cuantificada es mayor para los &cidos

cafeico y p-cumdarico y ligeramente menor para el ferulico.
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Figura V.29

Mosto Verdeijo (10 ul)

Figura V.30 Mosto Jerez
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Esteres tartdricos de los acidos cindmicos. En la variedad

Jerez se encuentran los tres ésteres, caferoil, p-cumarocil vy
feruroil, mientras que en Verdejo el caferoil tartrato unicamente
se detecta en cantidades traza. Los porcentajes de &cido libre
frente a su ester son mayores en la variedad Jerez dque en Verdeijo
para el cafeico - caferoil y p-cumdrico ~ p-cumaroil, mientras

que para el ferulico y su ester sucede lo contrario.

p-Vainillina. La presencia de este aldehido solo se observa

en el mosto de la wvariedad Jerez.

MOSTOS
Compuesto Jerez Verdeijo Verdejo F
| p-OHbenzoico 5.04 E~-4 2.19 E-4 2.52 E-4
Protocatequico 3.83 E-4 0.862 E-4 2.05 E-4
Vainillinico 0.35 E-4 0.26 E-4 0.34 E-4
p-vainillina 0.40 E-4 tr tr
cafeico 1.57 E-1 0.17 E-1 0.74 E-1
p-cumarico 2.47 E-1 0.21 E-1 0.51 E-1
Ferulico 0.36 E-1 1.03 E-1 0.92 E-1
Caferoil 1.08 E-1 tr tr
Cumaroil 11.4 E-1 1.57 E~1 1.77 E-1
Feruroil 4.67 E-1 2.93 E-1 3.01 E-1
Tabla V.21 Compuestos polifendlicos cuantificados en mostos.
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2.3.2.~ Fermentados de los mostos de la wvariedad Jerez.

Fermentacidén espontdnea (Jeesp), fermentacidén inducida con
las tres levaduras de bodega {(Je+R), fermentacién inducida

con las tres levaduras de la coleccion (Je3).

Los cromatogramas correspondientes a ia variedad Jerez estdn
representados en las figuras V.31, V.32 y V.33, en la tabla V.22

se expresan las concentraciones en nmg/l.

w
ety

280 nm
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min. 5% a0 0 o

Figura V.31 Jerez espontdnea
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Figura V.32

Jerez con levaduras de coleccidn
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La fermentaciodn realizada de manera espontdnea presenta las
concentraciones mas bajas para tecdos los compuestos salvo en el
dcido p-cumdrico y su correspondiente ester tartarico, donde se
encuentran las mayores; para el dcido ferdlico se cuantifica una
cantidad intermedia entre la fermentacidén gque realizan las
levaduras de la coleccidn y las de bodega. Los resultados
obtenidos en la fermentacién espontanea, son mas parecidos a los
encontrados cuando la fermentacidn tiene lugar con las levaduras
de la coleccidn que en el caso de que esta tenga lugar mediante

las levaduras de bodega.

FERMENTADOS QE MOSTCO JEREZ
Compuesto Jeesp. Jet+R Je3
p-OHbenzoico 3.72 E-4 4.05 E-4 3.89 E-4
Protocateqguico 3.90 E-4 5.30 E—-4 4.04 E-4
Vainillinico 0.73 E~4 0.96 E-4 0.84 E-4
p-vainillina 0.83 E-4 1.25 E—-4 1.04 E-4
Cafeico 1.10 E-1 5.98 E-1 1.19 E-1
p-cumarico 6.47 E-1 2.48 E-1 4,34 E-1
Ferulico 2.86 E~1 2.07 E-1 2.98 E-1
Caferoil 6.45 E-1 9.03 E-1 6.84 E-1
| Cumaroil 9.65 E~1 7.93 E-1 8.72 E-1
Feruroil 3.63 E-1 4.02 E-1 3.80 E-~1
Tirosol 37.1 E-1 5.22 E-1 4.92 E-1
| Triptofol 0.52 E-1 5.26 E-1 1.27 E-1
Tabla V.22 Polifenoles cuantificados en fermentados de mosto
Jerez

Los alcoholes tirosol y triptofol se producen durante la
fermentacion, la mayor cantidad del primero se mide cuando el

proceso fermentativo ha tenido lugar de manera espontanea, para
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las otras dos fermentaciones las cantidades son parecidas aun
cuando la debida a las levaduras de bodega es superior. En el
caso del triptofol, por el contrario, se detecta la mnenor
concentracion en el caso de fermentacidén espontédnea, y la mayor

en el fermentado originado por de las levaduras de bodega.

2.3.3.~ Permentados de los mostos de la variedad Verdejo.

2.3.3.1.— Fermentacidn espontanea (Veesp), con tres levadu-—

ras de la coleccidén del I.¥F.I. (Ve3), con tres levaduras

autdctonas utilizadas en bodega (Ve+R) ,con tres levaduras

de la coleccidn del I.F.I. sobre mosto filtrado {Vef3).

La tabla V.23 muestra las concentraciones de los compuestos
estudiados en mg/l, v las figuras V.34 a V.V.37 los cromatogramas

de estos fermentados.

: Tabla V.23
POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN FERMENTADOS DE MOSTO VERDEJO
Compuesto vVeesp Ve3 Ve+R Vef3
p—-OHbenzoico tr | 0.27 E-4 tr 0.43 E-4
Protocatequico 1.65 E-4 1.44 E-4 2.42 E-4 2.99 E-4
' Vainillinico ] 0.73 E-4 0.57 E-4 0.46 E-4 | 0.73 E-4
p-vainillina 0.62 E-4 tr 1.04 E-4 0.40 E-4
Cafeico 2.92 E-1 tr 0.24 E~1 5.12 E-1
p—-cumdrico 2.34 E-1 2.14 E-1 | 2.41 E-1 7.73 E-1
Ferilico 10.02E-1 9.36 E-1 3.21 E-1 13.02E~1
Caferoil tr tr tr tr
Cumaroil 3.14 E-1 3.34 E-1 3.54 E-1 2.94 E-1
Feruroil 4.28 E-1 4.50 E-1 4.19 E-~-1 4.19 E-1
Tirosol 4.88 1 5.31 4.77 5.07
rTriptofol 15.4 16.6 | 14.3 12.7
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Verdejo con levaduras de bodega

Figura V.35

Verdejo espontdnea

Figura V.34
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Verdejo con levaduras de colec-
cidén

202

Figura V.37

Verdejo filtrado con levaduras
de coleccidn



Acidos benzoicos. El1 4&dcido p-OHbenzolco unicamente se
aprecia cuando la fermentacidn tiene lugar mediante las levaduras
de la coleccidén, tanto sobre mosto filtrado como sin filtrar,
sobre el primero la concentracién que se observa es doble gue
cuando se partio de mosto sin filtrar, ain cuandc en los mostos
la diferencia no era tan importante. La mayor concentracién de
dcido protocatéquico se encuentra en la fermentacidn realizada
con las levaduras de la coleccidn sobre mosto filtrado, a
continuacién se situa el producto obtenido por actuaciodn de las
levaduras de bodega, y con una cantidad, que es practicamente la
mitad de esa concentraciodon, se encuentran las otras dos muestras.
Veesp y Vef3 tienen igual concentracioén de acido vainillinico,
y esta es la mas alta de los cuatro fermentados; con las
levaduras de la coleccidn, la cantidad es superior a la gue se

encuentra si intervienen las de bodega.

Acidos cinamicos. El1 4dcido cafeico, en el fermentado
obtenido con las levaduras de la coleccidn solo se aprecia en
cantidades traza, mientras gue si estas levaduras fermentan el
mosto filtrado, la concentracién obtenida es la mayor de las
cuatro; para la fermentacidédn espontanea se tiene un valor
intermedio entre el cuantificado en Ve+R y Vef3. Respecto al
dcido p-cumdrico, la cantidad mas alta se encuentra en el
producto obtenido a partir del mosto filtrado, siendo semejantes
entre si y mucho menores las encontradas en los otros fermenta-
dos. En la muestra Vef3 se mide la cantidad mas alta de &cido
cafeico, cuando la fermentacidén tiene lugar de forma espontanea

o con levaduras de la coleccidén, las cantidades son menores,
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aunque parecidas entre ellas, pero cuando son las levaduras de
bodega las gue 1la realizan la concentracién detectada es

sensiblemente inferior.

p-Vainillina. Cuando la fermentacidén tiene lugar de forma
espontédnea, este aldehido solo se aprecia en cantidades traza;
de los otros tres fermentados la mayor presencia se opserva en

la muestra Ve+R.

Esteres tartdricos de los dcidos cindmicos. No se encuentran
los correspondientes al dcido cafeico. Las concentraciones de p-
cumaroil tartrato son parecidas, aun cuando es en Vef3 donde se
aprecia la menor. El ester tartdrico del dcido feridlico también

muestra concentraciones muy parecidas en los cuatro fermentados.

Tirosol y triptofol. Para los dos alcoholes la mas alta
concentracidén se encuentra en la fermentacidén con levaduras de
la coleccidn, a continuacién, y en orden decreciente, estd la que
sucede espontaneamente y la realizada con las levaduras de
bodega. En el producto cobtenido a partir de mosto filtrado, la
cantidad de triptofol es menor que cuando se partidé de mosto sin
filtrar, pero para el tirosol la concentracién cuantificada se

encuentra en segundo lugar, tras la medida en Ve3,
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Comparacién_entre las dos variedades.

Se pone de manifiesto que las cantidades de tirosol y
triptofol son mucho mas importantes en la variedad Verdejo gue
en la Jerez, con independencia de las levaduras que realizan la
fermentacidén, por lo gue esta variacién debe ser achacada a la

composicion de los mostos que se fermentan.

De los esteres tartaricos y sus dcidos cindmicosg libres, el
feruroil no presenta grandes variaciones entre las dos varieda-
des, a pesar de gue la cantidad en nmosto Jerez era superior, el
dacido libre se encontraba en mayor cantidad en el mosto Verdejo.
En los fermentados de Jerez podria decirse que el incremento de
este dcido puede proceder de su liberacidén por la hidrélisis del
ester feruroil tartarico. El1 p-cumaroil y su 4cido libre se
comportan de manera similar al feruroil y su dcido comentados
anteriormente. En la variedad Verdeijo p-cumaroil y feruroil asi
como sus dcidos libres aumentan en las tres fermentaciones que
se estan comparando, el comportamiento (formacidén o consumo) no
parece seguir el mismo camino para las dos variedades. En la
variedad Jerez hay formacién de caferoil tartrato, manteniendose
las concentraciones de dcido libre presentes en mosto, por lo gque
el ester parece proceder no de esos acidos libres, sino de algun
otro compuesto relacionado. En la variedad Verdejo, el ester se
del Acido cafeico se encuentra (como en el mosto) en cantidades
traza; sin embargo hay formacién de &cido libre en las fermenta-

cliones espontanea y con las levaduras de bodega.
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El dcido protocatégquico aumenta ligeramente con relacién a
los mostos en todos los casos, aungue de manera distinta

dependiendo de la modalidad fermentativa.

Con la fermentacién, el p-CH benzoico disminuye mientras que
el dcido vainillinico y su aldehido aumentan en las dos varieda-

des.

La variedad parece tener mas inmportancia en la formacién de
tirosol y triptofol, asi como en la mayor o menor presencia de
los esteres tartdricos de los acidos cindmicos y sus correspon-

dientes Acidos libres.

2.3.3.2.—- Fermentaciones con induccidn por levaduras de
bodega (Ve+R1), {Ve+R2}, (Vet+tR3)

Los cromatogramas correspondientes a estas fermentaciones
estan representados en la figura V.38, y la tabla V.24 muestra

los valores de los compuestos cuantificados en mg/l.

Acidos benzoicos. Unicamente se observa presencia de dcido
p-OHbenzoico cuando la fermentacidén es dirigida por R1l. Para el
acido protocatéquico las cantidades son parecidas en los tres
casos, aungue la menor corresponde a Ve+Rl y la mayor a VetR3,
En el Acido vainillinico se aprecian diferencias notables en
funcién de la levadura que induce la fermentacidén, con Rl se
tiene una cantidad casi tres veces mayor a la obtenida por

intervencidén de R3.
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Acidos Cinamicos. Cuando se fermenta con R3 no se detecta
el &cido cafeico, para los otros dos casos se tiene la mayor
cantidad en el caso de intervencién de R1l. Respecto al &acido
p-cumdrico, la mayor concentracién existe en Ve+R3, los otros dos
fermentados contienen cantidades similares. Para el dcido
ferulico la mayor concentracién se produce cuando la fermentacidn
es llevada a cabo por R1, seguido por la debida a R2 y por R3 en

este orden.

p~Vainillina. No se detecta cuande la fermentacidn la
realiza R3, con R2 aparece una pequeha cantidad que es mayor si

gquien interviene es R1l.

Tabla V.24
POLIFENOLES CUANTIFICADCS EN FERMENTADOS DE VERDEJO CON
LEVADURAS'DE BODEGA )

Compuesto Ve+R1 Ve+R2 Ve+R3
p-OHbenzoico 2.57 E-4 tr tr
Protocatequico 1.93 E-4 2.07 E~4 2.21 E~4
Vainillinico | 1.17 E-4 0.79 E-4 0.46 E-4
p-vainillina 1.46 E-4 0.83 E-4 tr
cafeico 3.59 E-1 1.48 E-1 tr
p-cumarico 1.54 E-1 1.66 E-1 2.87 E-1
Ferdlico 3.21 E-1 2.64 E-1 2.18 E-1
caferoil tr tr tr
Cumaroil 2.94 E-1 2.94 E-1 3.68 E-1
Feruroil 3.89 E-1 3.98 E-1 4.06 E-1
Tirosol 4.73 4.93 4.80
Triptofol 13.6 15.3 14.4
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Esteres tartaricos de los acidos cindmicos. No se aprecian
los correspondientes al dcido cafeico. El p-cumaroil tartrato se
mide en igual concentracién en Ve+Rl y Vet+R2, mientras que el
valor obtenido en Ve+R3 es superior. Para el feruroil no hay
variacion importante de concentracidn en funcidn de la levadura

respeonsable.

Tirosol y Triptofol. El1 tirosol presenta cantidades
similares en los tres fermentados, al igual gque sucede para el
triptofol. Para ambos alcohcles la mayor concentracidén aparece

en Ve+R2, despues se sitda Ve+R3 y por fin Ve+Rl.

Comparacién entre fermentaciones.

Tirosol y triptofeol, como se ha comentado, son producidos
en mayor cantidad por la levadura de segunda fase, aungue si
comparamos con las fermentacidnes llevadas a cabo por las tres
levaduras de forma conjunta, el resultado es mas parecido al gque
se obtiene por la actuacidn de las de tercera fase (R3), mientras
que para las de segunda (R2), las concentraciones son méds

parecidas a las obtenidas en la fermentacién espontdnea.

2.3.3.3,~ Fermentaciones con levaduras de la coleccion del

I.F.T. sobre mosto filtrado v sin filtrar (Vekl), (VeTsp)

{VeSacchi, (VefKl}, (VefTsp}), (VefSacch)

Las figuras V.39, V.40 y V.41 muestran algunos cromatogramas

de estas muestras, asi como la representacidén mediante histogra-
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mas de las cantidades en mg/l de los dcidos benzoicos, cindmicos

y esteres tartdricos de estos dltimos, figuras V.42 y V.43.
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Verdejo con Kloeckera apiculata

210

Figura V.40
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Figura V.42

Acidos benzoicos

xE«~4 mg/l
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& - VeSecch
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I T T
p-QHbenzalco pratacatéqulco valelllinlco
ValSacch 2.%2 0.80
VafTap 2.38 1.01
YefKl 4,08 2,04 0.86
VeSugch 1.7¢ .68
VeTsp 2.28 Q.68
YeKI 1.72 0.68
Figura V.43
Acidos steres cinamicos
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VafTep 4.48 T.63 13.20 3.64 393
YelK! 4.45 3,41 9.7 3.14 4.02
VaBuach 4.28 3.41 e.50 3.08 3.87
VeTap am 4.80 14.60 3.87 4.33
VakKl 4.07 2.00 T.65 3.28 4.1
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Acidos benzoicos.

La cuantificacién del acido p~hidroxi benzoico solo es posi-
ble en la muestra VefKl, en los otros casos se aprecian cantida-
des traza. Respecto al dcido protocatéquico, partiendo de mosto
sin filtrar la cantidad mayor se encuentra cuando esta presente
Torulaspora rosei, mnientras gue en la fermentacién gque tiene
lugar sobre mosto filtrado esta levadura es la que da origen a
la menor concentraciodn; siendo sobre este mosto Saccharomyces
ellipsoideus la especie gque origina la mayor abundancia. Con
relacion al dcido vainillinico cuando la fermentacidén es sobre
mosto sin filtrar, la concentracién es la misma para las tres
levaduras; cuando se produce sobre mesto filtrado, la cantidad

mas alta aparece con Torulaspora y la menor con Saccharomyces.

Acidos cindmicos.

Acido cafeico. La mayor concentracién se alcanza con las
cepas de primera y segunda fase cuando se fermenta el mosto
filtrado (VefKl y VefTsp)}, tras esta cantidad se encuentra 1la
presente en la muegtra VeSacch.

Acido p-cumdrico. En los fermentados originados por
actuacion de Torulaspora se detecta la mayor cantidad de este
compuesto; los producidos por Saccharomyces presentan una concen-
tracién menor.

Acido ferulico. Para este &cido la cantidad mas alta se
observa en los fermentados debidos a Torulaspora, encontrdndose
en el producto originado a partir de mosto sin filtrar la mayor

abundancia.
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Esteres tartaricos de los acidos cinamicos.

No se detecta en ningunc de los fermentados caferoil
tartrato. La concentracién mas alta de p-cumaroil tartrato se
encuentra en los fermentados obtenidos con la levadura de segunda
fase, seguida de los originados por las de primera. Respecto al
feruroil tartrato, con los dos mostos utilizados filtrado y sin
filtrar, la menor cantidad de este compuesto se encuentra cuando

la fermentacidén se realiza por induccidén con Saccharomyces.

Alcoholes. (tabla V.25)

Tirosol. Tanto sobre mosto filtrado como sin filtrar, la
mayor produccion de este alcohol se debe a la intervencién de la
cepa de segunda fase Torulaspora rosei, concentraciones menores
se encuentran en los fermentados originados por Kloeckera
apiculata y Saccharomyces ellipsoideus.

Triptofol. Este compuesto se encuentra en mayor cantidad
cuando la fermentacidén ha tenido lugar sobre mosto sin filtrar,

la concentracién mas alta corresponde a VeKl,

Tabla V.25
ALCOHOLES
FERMENTADOS TIROSOL, TRIPTOFQL
VeKl 4.93 15.5
VeTsp 5.33 15.1
VeSacch 4.82 14.8
VefKl 4.82 5.6
VefTsp 4.92 | 14.1
VefsSacch 4.65 4.2
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2.3.4.- Vinos elaborados en las bodegas de Nava del Rey.

2.3.4.1.—- Vinos varietales de Verdeijo (VT, VS, VEz, vVc)

En las tablas V.26a y V.26b se muestran los resultados en
mg/1l de estos vinos a los seis y doce meses despues de los
tratamientos y del embotellado. En las figuras V.44 y V.45 se

aprecian dos cromatogramas de estos vinos.

Acidos Benzoicos.

- p~OHBenzoico. A los seis meses en el vino con anhidrido
sulfuroso es en donde se cuantifica la menor cantidad. En el
segundo muestreo las cantidades disminuyen en el vino tratado con
citrico y ascdrbico mientras que aumentan en los otros tres; la
concentracion en el que contiene sulfuroso prdacticamente se
triplica y en el tratado con enzimas se duplica.

~ Protocatéquico. A los doce meses las cantidades son
mayores gue a los seis excepto para VVc en el gue se observa una
disminucidn importante, prdcticamente cuatro veces menor. Para
VS y VEz las concentraciones se duplican con el paso del tiempo,
el incremento en el testigo es mucho menor.

- Vainillinice. La mayor concentracién, a los seis meses,
corresponde al vino testigo, mientras que la menor cantidad se
encuentra en el que contiene enzimas. A los doce meses la
diferencia de concentraciones entre los vinos disminuye, se
obzerva que ha habido incremento en el adicionado con enzimas

mientras que en el resto hay disminuciodn.
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POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE VERDEJO (6 meses)

Tratamiento
Compuesto

T 5 Ez va
p-OHbenzoico 1.42 E~4 0.67 E-4 1.09 E-4 1.25 E-4
Protocatéquico 4.04 E-4 3.61 E-~4 3.34 E~4 5.02 E-4
Vainillinico 1.01 E-4 0.88 E-4 0.68 E-4 0.74 E-4
p-vainillina 6.96 E-4 | 3.12 E-4 | 2.94 E-4 | 2.31 E-4
Cafeico 5.50 E-1 8.73 E-1 52.7%9 E-11! 10.10 E-1
p-cumdrico 2.07 BE-1 2.52 E-1 10.53 E-1 2.67 E-1
Ferulico 0.24 E-1 0.89 E-1 5.49 E-1 2.18 E~-1
Caferoil i.12 1.93 tr 2.86
Cumaroil 1.42 1.47 0.65 0.99
Feruroil 0.51 0.86 0.58 1.07
Tirosol 5.6 12.0 13.4 13.2
Triptofol 7.18 6.97 4.45% 6.07

Tabla V.26a

POLIFENCLES CUANTIFICADOS EN VINGS DE VERDEJO (12 meses)
Tratamiento
Conmpuesto [

T 5 Ez Ve
p-0OHbenzolco 1.75 E-4 1.91 E-4 2.24 E-4 0.92 E-4
Protocatéquico 5.86 E-4 6.21 E-4 6.70 E~-4 1.09% E-4
Vainillinico 0.63 E-4 0.68 E—-4 0.74 E-4 0.63 E-4
p-vainillina 1.67 E-4 1.46 E-4 2.52 E-4 1.67 E-4
_Cafeico 7.99 E-1 12.02 E~-1 69.31 E-1 12.11 E-1
pP-Cumdrico 3.81 E-1 4.07 E-1 19.65 E-1 4.34 E-1
_Fer&lico 3.55 E-1 4.12 E-1 {11.30 E-1 4.46 E-1
Caferoil G.75 1.66 tr 0.95
Cumaroil 0.73 0.88 0.60 0.69
Feruroil 0.69 G.73 0.45 0.67
Tirosol 20.9 14.0 13.0 11.9
Triptofol 3.70 5.13 5.88 5.68

Tabla V.26h
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Acidos Cindmicos.

Las concentraciones de los tres &cidos cindmicos aumentan
durante el tiempo transcurrido entre los dos muestreos en todos
los vinos. El que contiene enzimas pectoliticos es el que mayor
cantidad presenta, siendo ademas es en el gue se aprecia mayor

incremento.

- Cafeico. La concentracién mas alta se encuentra en VEz y
la mas baja en el testigo, con una diferencia de mas de nueve
veces; entre estas, de mayor a menor cantidad, VVc y VS. Después
de doce meses las concentraciones han aumentado, pero el orden
de presencia en las muestras no ha variado.

~ p~Cumdrico. La concentracién mas alta la presenta el vino
con enzimas, asi como el mayor incremento entre los dos mues-
treos. Los otros tres vines contienen cantidades parecidas y el
incremento, para ellos es del mismo orden.

- Feriulico. De nuevo para este compuesto corresponde al vino
tratado con enzimas la mayor concentracién, mientras gue la menor
se encuentra en el testigo; aunque para este vino es para el gque
se produce, porcentualmente, el incremento mas pronunciado entre

los dos periodos analizados.

Aldehido.

- p-Vainillina. La concentracién de este aldehido disminuye
con el tiempo, es el vino con enzimas el que menor descenso
experimenta, mientras que el mas importante se da en el testigo

que es ademas la muestra con mayor concentracién a los seis meses.

218



Esteres tartaricos de los acidos cinamicos.
Estos compuestos disminuyen a lo largo de los doce meses de
almacenamiento, excepto el feruroil tartrato para el gque se

observa un ligero aumento en el vino testigo.

~ Caferoil tartrato. En el vino que contiene enzimas
pectoliticos no se cuantifican ni en el primero ni en el segundo
periodo, y en el adicionado con los Acidos citrico y ascérbico
es donde se aprecia el mayor descenso.

- p-cumaroil tartrato. En el vino con enzimas la disminucion
es menor, mientras que corresponde al testigo la mas acusada.

- Feruroil tartrato. En el vino testigo este compuesto
aumenta durante el periodo de conservacioén. Las otras muestras
siguen la tendencia vista para los otros esteres, siendo mayor

el descenso cuando el vino contiene citrico y ascdédrbico.

Alcoholes.

- Tirosol. En el primer muestreo se observa en el testigo
la menor concentracion de este alcohol, sin embargo tras doce
meses, la cantidad cuantificada es la mayor de los cuatro vinos
con gran diferencia. Con sulfuroso aumenta ligeramente entre los
dos periodos, por el contrario los otros dos vinos disminuyen.

- Triptofol. El vino con enzimas es el gue presenta menor
concentracién a los seis meses, y el Unico en la que se observa

incremento a los doce meses.
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Diferencias en funcién del tratamiento.

A los seis meses: el tirosol aumenta ligeramente con todos
los tratamientos, mientras que el triptofol disminuye. Con
adicion de anhidrido sulfuroso, tanto los dcidos cinamicos como
sus correspondientes esteres tartdricos aumentan, pero los dcidos
benzoicos disminuyen. La presencia de enzimas pectoliticos sobre
estos vinos implica actuacién sobre los esteres tartdricos de los
acidos cindmicos, originando mas Acidos libres que los encontra-
dos en el testigo. La presencia de los dcidos citrico y ascérbico
en el vino, produce aumento tanto de los &acidos cindmicos como
de sus esteres tartdricos, por lo que es posible suponer una
actuacién de este tratamiento sobre otros compuestos cindmicos

glicosilados.

A los doce meses: El tirosol ha aumentado durante estos seis
meses de conservacién en el testigo, sin embargo en los vinos
tratados practicamente no hay variacién, esto se puede relacionar
con el numero de levaduras residuales en los vinos, que en el
testigo es muy superior al resto. El triptofol como era de
esperar ha disminuido a los doce meses excepto en el vino que
contiene enzimas pectoliticos; en este vino de los tres esteres
solo disminuye el feruroil tartrato, aunque los dcidos cinamicos
libres aumentan los tres, esto puede indicar que el enzima actua
primero sobre caferocil vy p-cumarcil tartrato, haciendolo
posteriormente sobre el ester tartdrico del &acido ferulico. El
tratamiento con los dcidos citrico y ascérbico no es tan dréastico

con los esteres como el enzimdtico, por ello a los doce meses
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continua la escisién de los mismos, parece que comienza actuando
este tratamiento sobre unos sustratos glicosilados, y méds tarde

inicia su accion sobre los esteres.

2.3.4.2.— Vinos varietales de Viura (ViT, ViS, ViFz, ViVg)

Las figuras V.46 y V.47 corresponden a los cromatogramas y
las tablas V.27a y V.27b con los resultades en mg/l, muestran su

cuantificacidn.

Acidos Benzoicos.

- p=OHBenzoico. Para este compueste el vino con anhidrido
sulfuroso presenta la mayor concentracién a los seis meses,
mientras que al cabo de los doce es el que tiene la menor. No se
aprecia variacidén en el vino testigo, mientras gue ViEz y ViVe
aumentan durante el periodo de conservacién.

- Protocatéquico. La mayor concentraciéon en los dos
muestreos se observa en presencia de sulfuroso, también hay
incrementeo, aungque ligero, en el vino con enzimas. Por el
contrario, la concentracién disminuye en los otros dos.

- Vainillinico. El vino testigo y el que contiene anhidrido
sulfuroso, son los que tienen la cantidad mas elevada en los dos
periodos analizados, pero en el segundo se aprecia un descenso
notable, mas acusado en el testigo. Los otros dos vinos, que

presentan valores mas bajos, no sufren variacién.
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Acidos Cinamicos.

- Cafeico. Unicamente se cuantifica en VisS y Vivc a los seis

meses, las cantidades son parecidas, aunque algo mavor en el caso

del vino con anhidrido sulfurcso, ademds es en este en el unico

en que se advierte la presencia del adcido cafeico a los doce ne-

sSes.
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POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE VIURA {6 meses)
| Tratamiento
Compuesto
T 3 Ez Ve
| p-OHbenzoico 2.24 E-4 3.13 E-4 1.75 E-4 1.58 E-4
Protocatéquico 0.53 E-4 5.88 E-4 1.02 E-4 5.02 E-4
Vainillinico 1.06 E-4 1.02 E-4 | 0.57 B-4 0.79 E-
p-vainillina 0.62 E-4 3.12 BE-4 0.41 E-~4 0.19 E-
Cafeico tr 8.01 E- tr 7.80 E-1
p-cumdrico 1.74 E-1 2.36 E- 10.98 E~1 2.67 E-1
Ferulico tr tr 2.07 E-1 1.49 E-1
Caferoil tr 1.98 tr 1.42
Cumaroil 3.58 3.21 1.40 2.01
Feruroil tr 0.96 tr 0.58
Tirosol tr 11.6 5.6 7.4
JEEiptofol tr 4.87 tr 3.35
Tabla V.27a
POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE VIURA (12 meses)
Tratamiento
Compuesto
T 5 B Ez Ve
p-OHbenzoico 2.24 E-4 1.25 E- 2.07 E~4 2.08 E~4
Protocatéguico ~0.43 E-4 8.18 E-4 1.43 E-4 3.48 E-4
Vainillinico 0.63 E~-4 0.79 E-4 0.56 E-4 0.79 E-4
p-vainillina 0.62 E-4 1.46 E-4 tr tr
cafeico tr 9.43 E-1 tr tr
p-cumarico 1.87 E-1 4.27 E-1 12,17 E-1 5.00 E~1
Ferulico tr 1.84 E-1 tr tr
Caferoil tr 0.79 tr tr
Cumaroil 1.58 1.70 1.36 2.32
Feruroil tr 0.55 tr | 0.45
Tirosol 10.6 12.8 10.1 11.2
Triptofol tr 2.83 tr tr

Tabla V.27b
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- p-Cumdrico. Se observa en todos los casos aumento en las
concentraciones tras el periodo de almacenamiento. La muestra
testigo prdcticamente no varia, mientras que Vis y Vive doblan
la cantidad medida en el primer andlisis; las cantidades mas
altas se miden en el vino adicionado con enzimas pectoliticos.

-~ Feridlico. A los seis meses se encuentra este dcido en el
vino con enzimas y en el que contiene citrico y ascoéorbico, y no
es cuantificado en ViT y ViS. Después de otros seis mneses

unicamente se mide en el vinc con anhidrido sulfuroso.

Aldehido.

p~Vainillina. En el primer muestrec este aldehido se
cuantifica en todos los casos, la mayor cantidad aparece en el
vino con sulfuroso, mas de sliete veces superior a la siguiente
concentracion; en el segundo, dnicamente se detecta en ViT y Visg,
en el testigo no se aprecia variacibén, mientras que en presencia

de sulfuroso la cantidad medida es la mitad que en el primero.

Esteres tartdricos de los 4cidos cinamicos.
Los valores mas elevados de estos compuestos se dan para los
derivados del dcido p-cumdrico, siendo adenmds estos los dnicos

gue se cuantifican en todos los casos.

- Caferoil tartrato. Este compuesto se detecta solo en Vis
y ViVvc a los seis meses, y en menor cantidad, en el vino con
sulfuroso a los dcce.

-~ p-cumaroil tartrato. En el primer muestreo las concentra-

cliones para los vinos testigo y con sulfuroso son mayores gue en
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el sequndo; en el tratado con los &cidos ascérbico y citrico se
aprecia incremento, mientras que en el gue contiene enzimas no
hay practicamente cambio.

- Feruroil tartrato. No se observa en el testigo ni en aquel
gue contiene enzimas, con sulfuroso aparece mayor cantidad que
con citrico y ascérbico. E1 wvino adicionado con sulfuroso
disminuye su concentracién a la mitad durante el tiempo de

conservacién, en Vive el descenso no es tan importante.

Alcoholes.

- Tirosol. Para este alcohol es destacable lo gque sucede en
la muestra testigo, ya que en el primer andlisis no se cuantifi-
ca, mientras que en el segundo aparece una cantidad semejante a
la encontrada en el resto de las muestras. La cantidad mas
elevada en los dos muestreos corresponde al vino con sulfuroso,
que es sin embargo la gue menos incremento sufre.

- Triptofol. En los vinos en que se puede cuantificar este

alcohol, Vis y VivVe, se aprecia descenso entre los dos muestreos.

Diferencias en funcidén del tratamiento.

En esta variedad los vinos tienen menores cantidades de
tirosol y tripofol; en presencia de sulfuroso o de los &dcidos
citrico y ascérbico ambos aumentan, respecto al testigo; con
adicidén de enzima pectolitico la cantidad cuantificada es la
menor. Esta variedad es pobre en esteres, el testigo solo muestra
la presencia de p-cumaroil tartrato, con adicién de sulfuroso o

de citrico y ascdrbico se evidencian ademds los otros dos.
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En cuanto a los dcidos cindmicos libres, el cafeico se incrementa
en los vinos con sulfuroso o con los dcidos ascérbico y citrico;
el p-cumdrico se observa en mayor cantidad cuando el vino se
tratd con enzimas; el ferdlico, gque no se detectaba en el vino
testigo, se encuentra cuando los vinos contienen enzimas o los
dcidos citrico y ascérbico. E1l descenso en la concentracidén del
p-cumarcil tartrato implica en los tres vinos tratados el aumento
en la cantidad del &dcido p-cumdrico, en mayor cantidad en el que
contiene enzimas gque es el que sufre la bajada de concentracion
mas significativa. El dcide vainillinico (al contrario que en los
vinos de Verdejo) disminuye excepto cuando en el vino existe
anhidrido sulfuroso, los otros benzeoicos y la p-vainillina
aumentan con los tratamientos. A los doce meses los dos alcoholes

siguen el mismo comportamiento observado en la variedad Verdejo.

2.3.4.3.- Vinos varietales de Jerez (JT, JS, JFz, JVc}

Las tablas V.28a y V.28b muestran los resultados en mg/1,

y las figuras V.48 y V.49 los cromatogramas de estos vinos.

Acidos Benzoicos.

- p-OHBenzoico. Para el testigoe y el adicionado con
sulfuroso se advierte incremento en la concentracién con el paso
del tiempo, mientras que los otros dos no varian.

~ Protocatéquico. Se aprecia incremento de concentracién en
JT, JS y JVc, es importante en el testigo, y notable en los otros

dos vinos, siendo el tratado con sulfuroso el que lo sufre en
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menor grado. En la muestra Jgue contiene enzimas pectoliticos
sucede 1o contrario y el valor desciende a la mitad.

- Vainillinico. En el vino adicionado con los acidos citrico
y ascédrbico hay aumento ligero con la conservacioén, en los otros
tres disminuye. A los seis meses la cantidad mas alta se
encuentra en el testigo, mientras que a los doce es en JVc donde

se mide la mayor.

Acidos Cinamicos.

- Cafeico. No se encuentra en el testigo. En el vino JVc no
hay variacion notable entre los dos muestreos, mientras gue en
presencia de sulfuroso la cantidad disminuye de forma apreciable.
En el vino con enzimas se cuantifica en el primer andlisis la
mayor cantidad, sin embargo no se detecta en el segundo.

- p-Cumdrico. Las concentraciones para este 4&dcido se
incrementan en todos los casos durante el periodo de conserva-
cidén. Las cantidades mas elevadas corresponden a JEz. El aumento
mayor tiene lugar en el vino testigo.

- Ferulico. Esta presente en todos los vinos en el primer
analisis, pero en el segundo solo se observa en JS y JVc, en el
vino con anhidrido sulfuroso hay descenso, y en el adicionado con
los 4dcidos citrico y ascérbico aumento de concentracion; la

cantidad mas alta pertenece a este ultimo.
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| POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE JEREZ (6 meses)
Tratamiento
Compuesto

T S Ez Ve
p~OHbenzoico 1.09 E~4 1.25 E-4 1.58 E-4 1.09 E-4
Protocatéquico 0.32 E-4 2.91 E-4 4.32 E-4 1.09 E-4
Vainillinico 0.90 E-4 0.88 E-4 | 0.63 E-4 0.63 E-4

p-vainillina tr tr 7.80 E-4 tr
Cafeico | tr 21.18 E~-1 | 53.85 E-1| 14.79 E-1
_p—cumérico 2.14 E-1 4,02 E-1 19.03 E-1 3.67 E-1
Ferulico 0.59 E-1 2.88 E-~1 r 2.52 E~1 2.98 E~1

caferoil 0.40 2.70 | 0.41 | 1.09

~Cumaroil 2.93 3.13 1.21 2.04

Feruroil 0.61 1.32 | 0.64 0.76

Tirosol 7.2 11.7 . 14.0 7.6

Triptofol tr 12.1 ] 6.33 11.01

Tabla V.28a

POLIFENOLES CUANTIFICADOS

EN VINOS DE JEREZ (12 meses)

Tratamiento
Compuesto r ’

T S Ez Ve
p-OHbenzoico 2.08 E-4 2.40 E-4 1.58 E-4 1.08 E-4
Protocatéquico 5.72 E~4 8.60 E-4 2.92 E-4 5.93 E~4
Vainillinico 0.63 E-4 0.57 E-4 0.52 E-4 0.68 E-4
p-vainillina 1.46 E-4 1.67 E-4 | tr tr
Cafeico tr 13.74 E-1 tr 14.12 E-1
p-cumdrico | 6.14 E-1 5.47 E-1 N 29.15 E-1 6.14 E-1
Ferulico tr 1.61 E-1 tr 3.43 E-1
Caferoil 0.41 2.55 , tr 2.49
Cumaroil 1.90 1.63 0.83 2.19
Feruroil 0.51 0.67 0.34 0.55
Tirosol 12.0 11.9 11.9 8.1
Triptofol tr 5.98 tr 6.72

Tabla V.28b
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Aldehido.

- p—Vainillina. En el primer andlisis solo se detecta en el
vino con enzimas pectoliticos, en el segundo estd presente en el
vino testigo y en el que contiene anhidrido sulfuroso, en este

ultimo en mayor concentracién.

Esteres tartaricos de los 4cidos cinémicos.

~ Caferoil tartrato. En la muestra testigo no hay variacién
perceptible entre las dos tomas, en JS y JEz disminuye, de forma
mds importante en el vinoe con enzimas pectoliticos, puesto que
en la segunda solo se detecta en cantidades traza. En JVc 1la
cantidad cuantificada a los doce meses es doble gque a los seis.

- p-cumarocil tartrato. La menor concentracién se encuentra
en JEz. La presencia de este compuesto disminuye entre los dos
andlisis excepto en el vino tratado con citrico y ascérbico en
el que se manifiesta un ligero incremento.

-~ Feruroil tartrato. En todos los casos se advierte descenso
en los valores mostrados para este derivado del acido ferulico.

La cantidad mds elevada corresponde a la muestra con sulfuroso.

Alcoholes.

- Tirosol. En JT y JVc hay aumento de este alcohol tras los
doce meses de conservacién, en JS la cantidad no sufre variacioén,
y en JEz, donde se cuantifica el mayor valor, hay descenso. El
incremento mds notable tiene lugar en el testigo.

- Triptofol. No se observa su presencia en el testigo, en
los otros tres casos los valores descienden, a la mitad en JS y

JVe ¥ no se aprecian en el segundo analisis en JEz.
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Diferencias en funcidén del tratamiento.

A los seis meses el comportamiento de tirosol y triptofol
es igual que en los vinos de las variedades comentadas anterior-
mente, de nuevo la mayor cantidad aparece en el tratamiento con
enzimas; a los doce meses hay mas tirosol sobre todo en el
testigo, con los tratamientos las variaciones son menores. El
triptofol, que no se observa en el vino testigo, aumenta con los

tratamientos, pero a los doce meses hay menos gue a los seils.

Con anhidrido sulfuroso se aprecia mayor cantidad de los
tres esteres que en el testigo, y como siempre, caferoil y
feruroil tartrato sufren modificaciones mds importantes que el
ester tartdarico del dcido p-cumdrico. Respecto a los &cidos
cinamicos libres se comprueba de nuevo que el cafeico es el que
sufre el mayor incremento. De los otros compuestos que aparecen

en la tabla, unicamente disminuye el &cido vainillinico.

La adicidén de enzimas pectoliticos parece implicar una
fuerte actuacidén sobre el p-cumaroil tartrato, de forma gque queda
en libertad el correspondiente &cido cindmico libre; el aumento
de cafeico y ferdilico no guarda relacién con los esteres, y debe
exXxplicarse por alguna hidrdélisis enzimdtica de otros fenoles
relacionados (compuestos glicosilados). El1 dcido wvainillinico

disminuye también con este tratamiento.

El tratamiento con dcidos citrico y ascdérbico hace que tanto

caferoil como ferureil tartrato aumenten mientras que el p-~
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cumaroil disminuye. Los acidos cindmicos libres aumentan, sobre
todo cafeico y feridlico, quizd debido a que los &cidos citrico
y ascoérbico adicionados actuen sobre algun compuesto que libere
dacidos cinamicos, que originen a su vez tanto el aumento de estos

compuestos como de sus esteres en el vino.

2.3.4.4.- Vinog de la mezcla de variedades (MT, MS, MEz,
MVc)

Las tablas V.29%9a y V.29b muestran los valores cuantificados
en estos vinos expresados en ng/l, y las figuras V.50 y V.51

algunos de los cromatogramas.

Acidos Benzoicos.

- p-OHBenzoico. La mayor concentracién a los seis meses se
encuentra en el vino con anhidrido sulfuroso, y a los doce en el
testigo. En el testigo y el que contiene enzimas se observa igual
incremento, el tratado con sulfuroso no muestra variacidén, y en
el gue se adiciona con citrico y ascérbico disminuye de cantidad.

- Protocatéquico. En el testigo y el que contiene sulfuroso
disminuye muy ligeramente, mientras que en los otros dos hay
ligero incremento de concentracién. En cualquier caso 1la
concentracién mds importante se encuentra en el vino con
sulfuroso.

— Vainillinico. Para este 4cido los vinos testigo, con
sulfuroso, y con dcidos ascérbico y citrico muestran descenso en
la concentracién entre los seis y doce meses, mientras que en la

muestra que contiene enzimas pectoliticos hay ligero aumento.
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Acidos Cinamicos.

- Cafeico. En los vinos en que se puede cuantificar este 4dcido,
MS y MVc, el comportamiento es distinto segun este presente el
sulfuroso, en cuyo caso hay disminucidén, o los &acidos ascérbico y
citrico donde se observa incremento.

- p~Cumdrico. Para este compuesto la cantidad mds alta aparece
en MEz. Con el paso del tiempo se advierte descenso en las concentra-
ciones de los vinos MT, MS y MEz, mientras gque en MVe, por el
contrario, hay aumento.

- Feriulico. En el primer andlisis en el vino testigo, y en el
segundo en el gue contiene enzimas pectoliticos se detecta solo en
cantidades traza. En el vino con sulfurosc la cantidad de este

compuesto no varia entre las dos determinaciones.

Aldehido.

- p-Vainillina. La mayor cantidad de este compuesto aparece en
el seqgundo andlisis, en los vinos MT y MS. En el primer andlisis la
concentracién mas alta la presenta MVc:; mientras que en el tratado

con anhidrido sulfuroso no se ohserva.

Esteres tartdaricos de los dcidos cinamicos.

- Caferoil tartrato. En el vino con enzimas no se observa la
presencia de este compuesto, la concentracién mds alta se mide en
MVe. Entre los sels y doce meses se aprecia en el vino con sulfuroso
o con acidos ascérbico y citrico un descenso importante, mientras gque
en el testigo hay aumento.

- p-cumaroil tartrato. Las cantidades mds altas de este

compuesto se encuentran en el primer andlisis, siendo en el vino
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testigo donde se mide la mayor. En todos los casos la concentracién
es menor una vez transcurridos los doce meses de conservacioén.

- Feruroil tartrato. La mayor cantidad se aprecia, en el primer
muestreo, en el vino con acidos citrico y ascérbico, en el segundo
es en el vino con anhidride sulfurcso donde aparece la mas alta;

entre los dos muestreos hay descenso en la concentracioén.

POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LA MEZCLA DE
VARIEDADES (6 meses)
Tratamiento
Compuesto
T S Ez | Ve
Lp-—-OHbenzoico 1.91 E-4 2.24 E-4 1.91 E-4 1 2.08 E-4
Protocatéguico 4.32 E~-4 7 9,02 E-4 2.?} E-4___§.4E¢Etf;_
Vainillinico 0.79 E-4 0.90 E-4 0.42 E-4 | 0.95 E—4_
p-vainillina ~0.19 E-4 _ tr 0.62 E-4 1.88 E-4
Cafeico tr 11.15 E-1 tr | 14.41 E-1
p-cumarico 4.01 E-1 3.87 E-1 11.26 E-1 5.74 E-1
Ferulico tr 3.32 E-1 1.38 E-1 3.78 E-1
caferoil 0.38 1.07 tr | 2.22
Cumaroil 1.34 1.24 0.98 L 1.37
Feruroil 0.49 0.64 0.38 _ 0.72
Tirosol 5.9 5.8 5.5 12.8
Triptofol tr 5.07 0.36 5.16

Tabla V.29a

Alcoholes.

~ Tirosol. El vino MVc es en el gque se detecta la mayor cantidad
en los dos andalisis, sin embargo es el Unico en Que se aprecia
descenso.

- Triptofol. Este alcohol ve incrementada su concentracidén en

la muestra testigo, en el resto disminuye.
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POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LA MEZCLA DE
VARIEDADES (12 meses)
Tratamiento
Compuesto

T 5] Ez vc
p-OHbenzoico 2.73 E-4 2.24 E-4 2.08 E-4 1.75 E-4
Protocatéquico 4.11 E-4 8.67 E-4 3.90 E-4 5.58 E-4
Vainillinico 0.63 E-4 0.73 E-4 0.68 E-4 0.63 E-4
p~vainillina 1.88 E-4 2.09 E-4 tr tr
Cafeico tr 4.83 E-1 tr 17.67 E-1
p-cumdrico 2.94 E-1 3.54 E~1 10.81 E-1 6.53 E-1
Feruilico 3.32 E~-1 3.32 E-1 tr 6.40 E-~1
Caferoil 0.42 0.50 tr 0.82
Cumaroil 0.85 0.70 0.55 0.79
Feruroil 0.44 0.50 0.33 0.45
Tiroscl 10.7 10.2 8.0 11.2
Triptofol 0.65 2.53 tr 4.38

Tabla V.259b

Influencia de las variedades en los vinos de mezcla.

Tirosol. En el testigo y en el vino adicionado con los &cidos
citrico vy ascdarbico la cantidad de este compuesto es mds parecida a
la medida en la variedad Verdejo gue es la mayoritaria. El1 vino
tratado con enzimas muestra mayor similitud con el de variedad Viura,
y en el que contiene annhidrido sulfuroso no se observa relacidn,
presentando un valor menor gue el cbservado en 108 vinos univarieta-
les. A los doce meses este alcohol tiene un valor mds parecido al que
se encuentra en los vinos de Viura y Jerez. En cuanto a los trata-
mientos el comportamiento es semejante para las tres variedades,

aunentando en los vinos con sulfurcso o con enzimas respecto al

primer andlisis y siguiendo un comportamiento andlogo al de Verdejo.
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Triptofol. El vino testigo parece seguir a los seis meses el
comportamiento de las variedades minoritarias. A los doce meses todos
los valores son menores excepto el del testigo, donde hay ligero
aumento, lo cual implica mayor influencia de la variedad Verdejo que

se comportaba de esta manera.

Esteres tartaricos de los dcidos cindmicos. Para el caferoil el
dato que aparece en el testigo es mds parecido al que se encuentra
en Jerez; con relacién a los tratamientos los vinos de la mezcla de
variedades se comportan de forma parecida a la variedad mayoritaria,

que como ya se ha dicho es la Verdejo.

2.3.4.5.- Vinos de los fandos de la variedad Verdejo (FVI, FVS,

FVEZ, FVVe)

Las tablas V.30a y V.30b refleijan los resultados de la cuantifi-

cacién de los cromatogramas, expresados en mg/l.

Acidos Benzoicos.

- p-~OHBenzoico. En el primer andlisis la mayor cantidad se
observa en el vino que contiene enzimas pectoliticos, los vinos
testigo y con sulfuroso tienen igual concentracioén. A los doce meses
se aprecia descenso en la cantidad presente en el vino con enzimas,
mientras gue en los otros tres hay aumento, el mas destacado
corresponde al vino con sulfuroso.

- Protocatéquico. El testigo tiene la menor concentracidn en el
primer andlisis, no se aprecia variacidn con el paso del tiempo en

el gue contiene sulfuroso, gque muestra la mayor cantidad en los dos
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nuestreos; en los otraos dos vinos se ohserva descenso, mds importante
en presencia de enzimas pectoliticas.

- Vainillinico. Para este acido la concentracién mayvor esta en
el vino testigo, a continuacidén se encuentra el vino con anhidrido
sulfuroso; en estos dos vinos, y en FVEz, la concentracidn decrece
con el paso del tiempo, mientras que en el gue contiene los &acidos

ascdrbico y citrico aumenta.

Acidos Cindmicos.

- Cafeico. Unicamente se cuantifica en la muestra que contiene
sulfuroso. Durante el periodo de conservacién hay un incremento muy
importante en la concentracidn.

~ p~Cumdrico. Para este compuesto es destacable el incremento
que Se aprecia en la muestra gue contiene enzimas pectoliticos,
también se observa aumento en la muestra testigo pero en una cantidad
mucho menor; en FVVe sucede lo contrario, se aprecia descenso en la
concentracién; en la muestra con sulfuroso la variacién es poco
significativa.

~ Ferilico. Para los vinos FVT y FVS se advierte incremento de
concentracién entre los seis y doce meses, mayor en FVS donde en el
segundo andlisis aparece la cantidad mas alta. En FVEz solo se

aprecia a los seils meses.

Aldehido.

- p-Vainillina. En el vino con anhidrido sulfuroso se mide la
cantidad mds alta. Durante el periocdo de conservacién hay descenso
en la concentracién de este aldehido en todos los casos, excepto en

FVT donde se observa un ligero aumento.
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Tabla V.30a POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LOS3
_FANGOS DE VERDEJO (6 meses)
Tratamiento
Compuesto
T 5 Iz vVc ]
p~OHbenzoico 1.58 E-4 1.58 E-4 1.91 E-4 1.42 E-4
Protocatéguico 1.51 E~4 5.16 E-=4 | 3.62 E-4 2.07 E-4
Vainillinico _0.84 E-4 0.79 E-4 0.46 E-4 0.13 E-4
p-vainillina 0.40 E-4 5.05 E-4 1.88 E-4 0.19 E-4
cafeico trx 2.13 E-1 tr tr
p-cumdrico 4.14 E-1 3.74 E-1 3.54 E-1 6.93 E-1
Ferulico 1.84 E-1 1.38 E-1 2.29 E~-1 tr
Caferoil tr 1.07 G.42 tr
Cumaroil 1.18 0.77 0.87 0.64
Feruroil 0.34 0.69 0.65 0.42
Tirosol 5.9 4.7 5.5 6.7 J
_I;iptofol tr 6.85 1.95 6.84

Tabla V.30b POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LOS
FANGOS DE VERDEJO (12 meses)

Tratamiento 1
Compuesto

T ] Ez Vo
p~OHbenzoico 1.95 E-4 2.24 E-4 1.08 E-4 1.58 E-4
Protocatéguico 1.58 E-4 6.91 E-4 0.48 E-4 1.09 E-4
Vainillinico 0.80 E-4 0.68 E-4 0.56 E—-4 0.63 E~-4
p-vainillina '0.44 E—-4 1.67 E~-4 0.29 E-4 tr
cafeico tr 20.06 E~-1 tr tr
p-cumdrico 5.05 E-1 3.67 E~1 11.14 E-1 4.34 E-1
Ferdlico 3.19 E-1 6.40 E-1 tr tr
Caferoil tr 1.43 tr tr
Cumaroil 0.76 0.48 0.35 0.73
Feruroil 0.33 0.76 0.23 0.43
Tirosol 3.3 13.2 8.0 5.6
Triptofol tr 5.49 tr tr
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Esteres tartaricos de los dcidos cindmicos.

— Caferoil tartrato. Se cuantifica solo en los vinos FVS y FVEz,
en el primero se evidencia aumento en la concentracidén mientras que
en el segundo se advierte descenso.

~_Cumaroil tartrato. En FVVc la cantidad se incrementa mientras
gque en el resto de los vinos se aprecia descenso, en igual proporcidn
para el testigo y el que contiene anhidrido sulfuroso y algo menor
cuando contiene enzimas pectoliticos.

- Feruroil tartrato. La cantidad més alta se encuentra en el
vino con sulfurosco, que es ademds el udnico que la incrementa con el
paso del tiempo en forma notable, yva gue en el gue contiene &acido
ascérbico y &cido citrico, el aumento es en una proporcién mucho
menor. Es destacable el descenso que se aprecia en el vino con

enzimas pectoliticos.

Alcoholes.

- Tirosol. En el vino que contiene anhidrido sulfuroso casi se
triplica la concentracién durante el tiempo de conservacion, en el
vino testigo hay descenso.

~ Triptofol. No se advierte su presencia en el testigo, en los

otros vinos hay descenso de concentracién entre los dos andlisis.

Comparacién entre vinos de fangos y univarietales.

Al comparar los vinos de los fangos de la variedad Verdejo con
los vinos correspondientes, se observa que en el testigo de 1los

primeros se encuentra, en general, menor concentracién de todos los
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compuestos analizados, excepto de los acidos p-cumdrico y ferilico

a los seis meses y p-vainillina a los doce.

En el tratamiento con enzimas se aprecia que, en estos vinos hay
mayor cantidad de esteres tartdricos de los dcidos cindmicos a los
seis meses que en el vino normal, disminuyendo a los doce hasta
alcanzar una concentracién menor que en el vino univarietal. Los
acidos libres se encuentran también en mucha menor cantidad en el
vino de los fangos; siendo destacable la gran diferencia observada

en el Acido cafeico, que solo se detecta en el vino con sulfuroso.

En los fangos tratados con los dcidos citrico y ascérbico, hay
menor cantidad de todos los compuestos excepto de &cido p-~-OH
benzoico, &cido p-cumdrico, triptofeol y feruroil tartrato gue los
vinos de Verdejo. A los doce meses so0lo el p-cumaroil tartrato se

encuentra en concentracién superior.

La presencia de anhidrido sulfuroso implica las mayores
diferencias entre tratamientos y testigo, asi estos vinos de fangos
presentan distinto comportamiento, tanto a los seis como a los doce

meses, respecto al vino varietal normal.
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2.3.4.6.~ Vinos de los fangos de la mezcla de variedades

(FMT, FMS, FMEz, FMVc)

Las tablas V.3la y V.31b reflejan las cantidades presentes

en estos vinos expresadas en mg/l.

Acidos Benzoicos.

-~ p-OHBenzoico. En el vino FMEz se observa en el primer
andlisis la mayor cantidad, sin embargo en el segundo, tras una
notable disminucién, la cantidad medida es la menor; por el
contrario, en los vinos testigo y con anhidrido sulfuroso hay
aumento de este compuesto, mayor en el vino testigo. En el que
contiene acidos ascdrbico y citrico esta en cantidades traza.

- Protocatéquico. No se mide en el testigo, para FMEz y FMVc
la cuantificacidén es solo posible en el primer andlisis; en el
vino gque contiene sulfuroso se obtienen las mayores cantidades,
ademas durante el periodo de conservacién hay un ligero aumento.

- Vainillinico. Las mayores cantidades se encuentran, en el
primer andlisis, en los vinos testigo y con enzimas pectoliticos,
estos son ademds, los dque porcentualmente experimentan un
descenso mas importante en sus concentraciones, durante el tiempo

de permanencia a 3 °C.

Acidos Cindmicos.
- Cafeico. Su presencia se manifiesta unicamente en el vino
con anhidrido sulfuroso, y la menor cantidad se observa en el

segundo andalisis.
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- p-Cumarico. Este acido esta presente en los cuatro vinos.
En el primer andlisis la cantidad es la misma en el testigo y en
el que contiene sulfuroso, y algo inferior en FMVc, mientras que
en FMEz se aprecia una concentracidn tres veces superior. En el
segundo andlisis 1la cantidad cuantificada para el vino con
enzimas, es de nuevo la mds alta y la que muestra mayor incremen-
to con el paso del tiempo; en el vino testigo y en el due
contiene Jlos 4dcidos ascérbico y citrico, los valores son
ligeramente superiores a los primeros, en el vino tratado con
sulfuroso se observa practicamente igual cantidad.

- Ferdlico. En el primer analisis no se observa su presencia
en FMVc, la cantidad en el testigo es la menor de las medidas y
la encontrada en FMS la mayor con una gran diferencia entre
ambas. En el seqgundo andlisis unicamente se cuantifica en el vino
con sulfuroso, aunque la cantidad es ahora la tercera parte de

la encontrada en el primero.

Aldehido.

- p-Vainillina. La mayor concentracién se mide, en el primer
andlisis, en el vino testigo, en el no se encuentra variaciodn
entre las dos determinaciones; en los vinos con enzimas © con
citrico y ascérbico solo se pueden cuantificar a los seis meses.

En el vino con sulfuroso se observa el mayor incremento.
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Tabla V.31la

POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LOS
FANGOS DE LA MEZCLA (6 meses)

Tratamiento
Compuesto

T S Ez ve
p-OHbenzoico 1.58 E~4 1.75 E-4 4.21 E-4 tr
Protocatéquico tr 5.51 E-4 2.49 E-4 3.27 E~4
Vainillinico 0.95 E-4 0.79 E-4 0.95 E-4 0.68 E-4
p-vainillina 0.62 E-4 0.57 E-4 0.40 E-4 0.40 E-4
Cafeico tr 20.83 E-1 tr tr
p-cumdrico 3.54 E-1 3.54 E-1 11.55 E-1 3.07 E-1
Ferilico 0.70 E-1 10.05 E-1 1.15 E-1 tr
Caferoil tr 1.15 tr 0.39
Cumaroil 2.37 2.77 1.46 2.25
Feruroil 0.32 0.7 0.37 tr
Tirosol 6.2 6.8 6.4 7.3
Triptofol tr 8.31 tr 0.42

Tabla V.31l POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE LOS
FANGOS DE LA MEZCLA (12 meses)

Tratamiento
Compuesto

T S Ez Ve
p-Chbenzoico 2.24 E-4 1.91 E-4 1.48 E-4 tr
Protocatéquico tr 5.72 E- tr tr
vainillinico 0.79 E-4 0.73 E- 0.68 E-4 0.63 E-4
Pp—vainillina 0.62 E-4 1.04 E- tr tr
cafeico tr 15.2 E-1 tr tr
p-cumdrico 4.60 E~1 3.47 E- 34.15 E-1 3.94 E-1
Ferilico tr 3.71 E-1 tr tr
Caferoil tr 1.88 tr tr
Cumaroil 1.82 1.55 0.99 1.57
Feruroil tr 0.52 tr tr
Tirosol 11.5 11.7 10.1 11.1
:Eziptofol tr 4.42 tr tr
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Esteres tartaricos de los acidos cinamicos.

- Caferoil tartrato. Se detecta iUnicamente en FMS y FMVc en
la primera determinacidn; en la segunda solo en el vino con
sulfuroso.

- p-cumaroil tartrato. El1 ester disminuye notablemente
durante el tiempo en gque los vinos permanecen almacenados.
Porcentualmente el vino gue contiene anhidrido sulfuroso es el
que experimenta el descenso mds importante.

- Feruroil tartrato. No se puede cuantificar en el vino
tratado con citrico y ascdrbico, la concentracién mads alta se
encuentra en el vino FMS, después de la conservacién a 3 °C
durante doce meses, tnicamente se puede medir en el vino con

sulfuroso.

Alcoholes.

- Tirosol. En todos los casos hay mds cantidad a los seis
que a los doce meses.

- Triptofol. Se detecta en FMS y FMVc, en ambos se observa
disminucién con el tiempo de almacenamiento, asi tras este
periodo, en FMS decrece a la mitad y en FMVc solo se aprecia en

cantidades traza.

Comparacidén de vinos de mezcla v de los de los fangos.

Al comparar los vinos de mezcla y los de sus fangos,

observamos que a los seis meses las concentraciones de los acidos
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p~OHbenzoico, protocatéquico y p-cumdrico, de 1los esteres
caferoil tartrato y feruroil tartrato, asi como de triptofol son
menores en los seqgundos, tanto para el testigo como para los
vinos tratados. El1 p-cumaroil tartrato se encuentra en mayor
cantidad en los vinos de mezcla en todos los casos a los seis y
doce meses. Con la conservacién disminuyen los d&cidos p-OHbenzoi-
co, protocatéquico y p-cumdrico, p-vainillina y triptofol, asi

como el ferurcoil tartrato.

En general puede decirse que los vinos de fangos muestran

menores cantidades de estos compuestos fendlicos gque los vinos

de mezcla correspondientes.

2.3.4.7.— Vinos varietales de Verdeijo con levaduxas de

bodega en pureza (VR1, VR2, VR3)

Las tablas V.32a y V.32b muestran los valores, expresados

en mg/l, de los compuestos cuantificados.
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Tabla V.32a POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE VERDEJO
POR INDUCCION CON LEVADURAS (6 meses)

Levadura
Compuesto
R1 R2 R3
p—~OHbenzoico 2.24 E-4 1.42 E-4 2.40 E-4
Protocatéguice 0.74 E-4 1.93 E—-4 0.74 E-4
Vainillinico 0.68 E-4 0.57 E-4 tr
p-vainillina 0.19 E-4 tr 0.19 E-4
Cafeico tr tr tr
p-cumdrico 2.80 E-1 2.34 E-1 tr
Ferulico tr 0.24 E-1 0.24 E-1
cCaferoil tr tr tr
Cumaroil 0.63 0.48 0.48
Feruroil 0.40 0.38 0.31
Tirosol 4.6 4.6 3.2
Triptofol tr 0.42 0.62

Tabkla V.32b POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DE VERDEJO
POR INDUCCICN CON LEVADURAS (12 meses)

Levadura
Conpuesto
R1 R2 R3
p-OHbenzoico 1.92 E-4 2.24 E-4 2.78 E-4
Protocatéquico 1.65 E-4 0.67 E-4 0.73 E-4
Vainillinico 0.57 E-4 0.63 E~-4 0.64 E-4
p-vainillina tr tr tr
Cafeico tr tr tr
p-cumarico 4.67 E~1 3.87 E-1 5.81 E-1
Ferulico tr tr tr
Caferoil tr tr tr
Cumaroil G.58 0.47 0.36
Feruroil 0.48 0.35 tr
Tirosol 7.8 6.1 3.0
Triptofol 0.30 tr tr
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Acidos Benzoicos.

- p-OHBenzoico. A los seis meses la concentracién mds alta
corresponde al vino VR1, y a los doce a VR2. Comparando los dos
andlisis se aprecia gue en VRl hay descenso, mientras gue VR2 y
VR3 muestran mias aumento.

- Protocatéquico. La mayor cantidad en el primer andlisis
se encuentra en VR2, sin embargo a los doce meses, es en este
vino donde la cantidad cuantificada es menor. En VR3 no hay
variacién apreciable mientras que en VRl hay incremento, de tal
forma que este vino es el Jque presenta la concentracién més
elevada.

- Vainillinico. En VR3 se detecta en cantidades traza en el
primer andlisis, aungue es en este vino donde se aprecia la mayor
cantidad en el segundo, también el vino VR2 sufre un ligero
aumento. En el vino VRl se observa disminucién de concentracion

para este &cido.

Acidos Cinamicos.

- Cafeico. En estos vinos no se encuentra este acido.

- p-Cumdrico. Hay aumento de concentracién en los tres
casos. Porcentualmente la cantidad incrementada es similar en los
vino VR1 y VR2, pero mucho mayor en el caso de VR3.

— Ferdlico. En la primera determinacién no se encuentra en
VR1, las cantidades medidas en los otros dos vinos son iguales.
A los doce meses no se advierte la presencia de este dcido en

ninguno de los vinos.

248



Aldehidos.
- p-Vainillina. Las cantidades encontradas en VRl y VR3 en
el primer andlisis son iguales, no se observa su presencia en

VR2. A los doce meses no se cuantifica este compuesto.

Esteres tartaricos de los adcidos cinamicos.

- Caferoil tartrato. Se aprecia solo en cantidades traza.

- p-cumaroil tartrato. Hay disminucién notable en la concen-
tracidn del ester en VR3, para VR1 y VR2 la variacidén es pequeha.

- Feruroil tartrato. En VR3 este compuesto desaparece
durante el periodo de conservacidn, en VR2 y en VRl aumenta

ligeramente.

Alcoholes.

- Tirosol. Las cantidades para VRl y VR2 son iguales a los
seis meses; después de otros selis meses se observa aumento en VR1
y VR2, mientras gque en VR3 no hay variacidn.

- Triptofol. En el primer andlisis no se advierte 1la
presencia de este alcohol en VR1, sin embargo en el seqgundo es

en el unico vino en el gue se cuantifica.

Comparacién entre los tres vines.

Los tres vinos presentan un comportamiento similar durante
el primer periodo de conservacidn respecto a los &acidos p-OH
benzoico y protocatéquico y para la p-vainillina, los inducidos

con las levaduras de 1® y 2* fase frente a los dcidos vainillini-
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co y p-cumédrico y tirosol, y las de 2¢ y 34 fase para el acido

ferulico, p-cumaroil tartdrico y triptofol.

A los doce nmeses, este comportamiento es distinto y puede
destacarse el aumento del acido p~cumdrico y del tirosol para las
fermentaciones inducidas con las tres levaduras, y un descenso
descenso de concentracién de triptofol para las de 2¢ y 3¢ fase,

asi como aumento para las de primera.

2.3.5.~ Actuacién de especies filmogenas.

La tabla V.33 muestra los resultados de la cuantificacién
de los vinos utilizados como base para esta experiencia. El dcido
p-OHbenzoico se encuentra en mayor cantidad en el wvino sin
maderizar, mientras que para el &cido vainillinico su menor
concentracién estd en el vino sin madera; en el dcido protocaté-
gquico no se aprecian diferencias. La p-vainillina solo se detecta
en cantidades traza. Los 4dcidos cindmicos se encuentran en
concentracién mas baja en el vino que estuvo sin madera. Los
esteres tartdricos de estos dcidos no presentan grandes diferen-
cias, siendo la concentracidén del p-cumaroil tartrato superior

en el vino sin madera.
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Tabla V.33 POLIFENOCLES CUANTIFICADOS EN
VIﬂOS PARA DESARROLLAR VELO
Antes de la siembra
Compuesto
Sin madera Con madera
p-OHbenzoico 17.12 E-4 10.95 E-4
Protocatequico 9.39 E-4 9.39 E~4
Vainillinico 1.56 E-4 1.84 E~4
p~-vainillina tr tr
Cafeico 35.55 E~-1 54.46 E-1
p-cumarico 12.67 E-1 13.01 E-1
Feriulico 16.86 E-1 24.84 E-1
Caferoil 1.45 1.49
Cumaroil 1.60 1.20
Feruroil 1.08 1.14
Tirosol 15.1 14.9
Triptofol 1.41 1.49

Sobre estos vinos se siembra una levadura filmégena, en unos
casos la cepa 1663 que es Saccharomyces beticus y en otros la
cepa 1685 gue es Saccharomyces montuliensis. Los vinos se incuban
a 18 °C; una vez que se ha desarrollado el velo, se mantienen con
€l durante dos meses, al cabo de los cuales se determinan las
diferencias originadas por la actuacién de estas levaduras. Los

resultados se muestran en la tabla V.34.
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Tabla V.34

POLIFENOLES CUANTIFICADOS EN VINOS DESPUES
DE DOS MESES DE PERMANENCIA BAJO VELO

Vino y levadura sembrada

Compuesto

CM 1663 SM 1663 CM 1685 SM 1685
p-OHbenzoico 10.63 E-4 8.16 E-4 8.98 E-4 7.01 E-4
Protocatequico 4.32 E-4 .8.04 E-4 6.49 E-4 8.88 E-4
Vainillinico 1.01 E—44J 1.21 E-4 0.74 E~44J 1.67 E-5
p-vainilliina tr tr tr tr
Cafeico 7.32 E-1 13.26 E-1 7.23 E-1| 14.03 E~1
p—-cumdrico 4.47 E-1 7.07 E-1 4.54 E-1 6.13 E-1
Ferulico 2.41 E-1 3.78 E-1 1.95 E-1 4.35 E-1
Caferoil .78 0.76 0.71 0.69
Cumaroil D.71 0.46 0.63 0.45
Feruroil 0.55 0.53 0.55 0.58
Tirosol 6.2 5.9 6.1 6.2
Triptofol 2.3 tr tr tr

Saccharomyces beticus y Saccharomyces montuliensis producen

descenso en la concentracién de todos los compuestos cuantifica-

dos,

Este descenso es menor para los esteres tartdrico.

2.3.6.—- Vinos comerciales (MN86, MB86, MD)

La tabla V.35 muestra los resultados obtenidos, expresados

tanto en los vinos con estancia en madera come sin ella.

en mg/l, de los cromatogramas de estos vinos, que se representan

en las figuras V.52 y V.53.
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Tabla V.35

POLIFENQLES CUANTIFICADOS EN VINOS COMERCIALES

Compuesto MN 86 MB 86 MD
p-OHbenzoico 4.71 E-4 1.14 E-4 13.41 E-4
Proteocatéquico 4.31 E-4 5.30 E-4 26.93 E-~4
Vainillinico - 1.06 E-4 1.45 E~-4 4.58 E-4
p-vainillina tr tr tr
Cafeico 23.5%1 E-~1 18.63 E-1 18.81 E-1
p-cumdrico 7.93 E-1 9.66 E-1 15.34 E-~1
Ferulico 4.12 E~1 5.14 E-1 45.66 E-1
caferoil 0.90 1.06 0.99
Cumaroil 0.73 1.21 0.95
Feruroil 0.57 0.65 tr
Tirosol 6.8 6.7 15.1
Triptofol 2.05% 1.04 2.36

Mantel Blance presenta mayores cantidades de los &cidos

protocatédquico y wvainillinico gque Mantel Nuevo pero menor de

acido p~-OHbenzoico. Respecto a los dcidos cinamicos, también es

MB el que muestra mayores cantidades para dos de ellos.El vino

MD es el que muestra las concentraciones mas elevadas para todos

los compuestos con excepcidn del dcido cafeico v de los esteres

de los dcidos cindmicos.
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2.4.— Conclusiones.

2.4.1.-

2.4.2.-

2.4.3.-

2.4.4.-

2.4.5.-

El mosto de la variedad Jerez es ma&s rico en com-—
puestos fenodlicos de bajo peso molecular que la

variedad Verdeijo.

Cuando la fermentacion tiene lugar con su propia
microflora epifitica se consiguen unos resultados
mucho mds parecidos a los obtenidos si se utilizan
las levaduras de la coleccidén del I.F.I. gue si el
proceso fermentativo se debe a 1las levaduras de
bodega, tanto en mosto de la variedad Verdejo como en

la variedad Jerez.

La fermentacidn espontanea es la gue menocr concentra=

cidén de aldehidos produce.

Tirosol y triptofeol se producen en cantidades muy
superiores en todos los fermentados de la variedad

Verdeio.

Los esteres tartdricos de los dcidos feridlico y p-
cumdrico aumentan con la fermentacidn en la variedad
Verdejo, y disminuyen en la Jerez. El ester tartarico
del 4acido cafeico, gue no se detecta en la variedad

Verdejo, aumenta sin embargc, en la variedad Jerez.
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2.4.6,.~

2.4.7.-

2.4.8.-

La fermentacién inducida sobre Verdejo con Rl (leva-
dura de bodega de primera fase) ofrece resultados
parecidos a los conseguidos por induccidén con R2
(levadura de bodega de sequnda fase). La intervencidn
de R3 (levadura de bodega de tercera fase) hace que
el producto obtenido sea semejante al (que se consigue
por intervencién de 1las tres levaduras de bodega
juntas. Como es légico puesto que las fermentaciones
inducidas con levaduras aisladas tienen lugar scbre
mosto sin esterilizar, gue contiene de forma natural

las tres levaduras de bodega.

Las levaduras de la coleccidén del I.F.I. cuando
actuan de forma aislada producen concentraciones
superiores de dcidos cindmicos y de sus esteres
tartaricos que las de bodega. Respecto a los compues-
tos benzoicos son las de bodega, actuando de manera
independiente las gque originan las mayores cantida-

des.

El tirosol aumenta y el triptofol disminuye, entre
los dos periodos de conservacién estudiados, con

independencia del tratamiento.

El +tratamiento ¢c6n anhidrido sulfuroso hace que
aparezca acido gentisico y mayores concentraciones de
esteres tartaricos de los 4dcidos cindmicos, de sus

dcidos libres y de 4&cido protocatéquico gque los



2.4.10.-

2.4.11.-

2.4.12.-

2.4.13.~

2.4.14 .~

existentes en los vinos testigo, tanto a los seis

como a los doce meses de conservacioén.

En todos los vinos el tratamiento con enzimas pecto-
liticos implica menor cantidad de esteres tartdricos
de los 4&cidos cindmicos y mayor de esos &cidos

libres.

El vino univarietal de Viura es el mds pobre de las
tres variedades en estos compuestos, principalmente

en acidos cindmicos y sus esteres.

Los acidos cinamicos disustituidos, el siringaldehido
y la escopoletina aumentan en los vinos tras seis

meses de permanencia en madera.

Después de dos meses bajo velo, en general, disminuye
la concentracidn de todos los compuestos, tendiendo
a unificarse los vinos con madera entre si, e igual-
mente los sin madera, independientemente de 1la

levadura que forma el velo.

En el vino con madera se aprecia la presencia de

4 hidroxi 3 metoxi fenil propiocnico.
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VI.— ESTUDITO DE POIL.IALCOHOTL.ES






1.— Materiales v pétodos.

Se ha utilizado un cromatégrafo de gases Perkin-Elmer modelo
8310, con detector de ionizacidén de llama, columna capilar de
silice fundida de 25 m x 0,2 mm con OV 101 como fase estaciona-

ria.

Las condiciones cromatogrdficas son:

Gas portador ................. Nitrdgeno a 5 Kg/cm®
Temperatura inicial .......... 200°C

Isoterma durante ......¢v.v... 7,0 minutos
Gradiente de temperatura ..... 30°C/min.
Temperatura final ............ 250°C

Isoterma durante ............. 2 minutos
Temperatura del detector ..... 300°C

Temperatura del inyector ..... 300°C

Volumen de inyeccidn ......... 1 ul

Tiempo de andalisis ........... 13 minutos

1.1.— Preparacidn y derivatizacidon de la muestra para CG.

1 ml de muestra a la que se afiaden 0,3 ml de perseitol, que
es utilizado comoc patrén interno, se concentran a presidén

reducida y 45°C hasta sequedad total.

La concentracidn del perseitol es de 1 mg/ml, apropiada para

trabajar en vino.

Una vez preparada la muestra se procede a su derivatizacidn,
en condiciones totalmente anhidras, para lo cual es preciso
adicionarle, una vez concentrada a sequedad, 1 ml de anhidrido

acético y 0.2 ml de piridina anhidra. El matraz se tapa con tapdn

261



esmerilado y se lleva a estufa a 100°C donde permanecerd 60
minutos. Transcurrido este tiempo, se concentra a seguedad en
rotavapor a 60 'C y presién reducida. Se recoge con unas gotas

de cloruro de netileno (diclorometano).

Los polialccholes y azidcares asi acetilados son estables a

temperatura ambiente.

A continuacién se presentan tres cromatogramas tipo, uno de
patrones (figura VI.1), otro responde al mosto variedad Verdeijo
(figura VI.2), vy el tercero es un vino de hodega de la variedad
Verdejo a los seis meses del embotellado (figura VI.3).

Las inyecciones en el cromatdgrafo son siempre de 1 pul.

La numeracidén en los cromatogramas corresponde a:

Eritritol ........ 1 Arabitol ......... 2
Xilitol .......... 3 Inositol ......... 4
Manitol .......... 5 Sorbitol ......... 6
Fructosa ......... 7 Glucosa .......... 8
Perseitol ........ P
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Figura VI.1

Patrones
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Mosto de la variedad Verdeijo (sin diluir)
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Vino Verdejo testigo a los seis meses de
embotellar
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2.— Resultados y discusioén.

2.1 — Mostos.

A continuacioén en la tabla VI.1 se muestran los resultados
de la cuantificacién de los polialcoholes de los correspondientes

cromatogramas.

Tabla VI.1

POLIALCOHOLES EN MOSTOS

Compuesto Ve Je Vef
Eritritol (x10™* mg/1) t 0.37 t
Arabitol (x10™* mg/1) 2.40 3.80 3.25
Incsitol (x10™ mg/1) 4.47 4.97 3.50
Manitol (x10™ mg/l} 0.49 0.61 0.61

Sorbitol (x10™ mg/l) 0.47 t t
L |

Polialcoholes totales
(x10™ mg/l)

Eritritol. No puede cuantificarse en el mosto de la variedad
Verdeijo, mientras que en Jerez se aprecia una cantidad de 0.037.

Arabitol. La variedad Jerez es méds rica que la Verdejo para
este polialcohel, se aprecia un 58% mas gue en el mosto Verdejo
sin filtrar; en el filtrado se cuantifica una cantidad interme-
dia.

Inositol. La mayor concentracién se encuentra en el mosto
de Jerez y la menor en el mosto Verdejo filtrado; al comparar los
mostos sin filtrar se observa un 11% menos en el correspondiente

a la variedad Verdeijo.
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Manitol. La menor cantidad estd presente en el mosto Verdejo

sin filtrar, en el Verdeijo filtrado y en el Jerez la cantidad es

la misma.

Sorbitol. Unicamente se encuentra en cantidad computable en

mosto Verdeijo sin filtrar,

cantidades traza.

en los otros dos solo se aprecian

2.2.— Fermentados de Jlos mostos de la variedad Jerez.

Fermentacidn espontanea

(Jeesp),

fermentacidén  con  tres

levaduras de la coleccién del T.F.I.

(Jel),

fermentacidn

con tres levaduras autdctonas utilizadas en bodega {(JedR}.

En la tabla VI.2 estdn representados los valores de cada uno

de los polialcoholes analizados en estos fermentados,

el total de los mismos.

asi como

Tabla VI.2 POLIALCOHOLES EN FERMENTADOS DE
LA VARIEDAD JEREZ
Compuesto Jeesp Je3 JetR
Eritritol (x10™ mg/l) 1.08 0.57 0.83
Arabitol (xl10™* mg/1) 1.3 t 0.13
Inositol (x10™* mg/l) 5.21 5.38 4.85 |
Manitol (x10™ mg/l) 0.55 0.54 0.54
Sorbitol (x10™ mg/1) 0.36 0.25 0.27
L J 1! /P ]
?giéil‘:g}%es totales | g 59 6.74 6.62

Eritritol.

Aumenta con la fermentacidn,

de manera mas

importante en el caso de que esta tenga lugar de forma espon-

tanea. En este caso la cantidad es de casi tres veces la presente
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en el mosto, si la fermentacidén se realiza con las levaduras de
bodega la concentracién es doble a la de partida v si se debe a
las levaduras de la coleccidén se obtiene la menor concentracién.

Arabitol. Disminuye con la fermentacidén. Al final de la
misma so0lo se aprecian cantidades traza cuando han intervenido
las levaduras de la coleccidén, cuando 1la fermentacién es
espontdnea la cantidad medida es mucho mavor, vy por tanto el
consumoe menor, respecto al mosto, que si se ha llevado a cabo con
levaduras de bodega.

Inositol. Aumenta ligeramente cuando la fermentacidén es
egpontdanea © por intervencidn de levaduras de laboratorio, en
caso de levaduras de bodega practicamente no hay variacién. Para
este polialcohol las concentraciones obtenidas en la fermentacioén
espontdnea y con levaduras de la coleccidn son mds parecidas gue
sl se compara la primera con la llevada a cabo con la levaduras
de bodega.

Manitol. Disminuye con la fermentacién de igual forma en los
tres casos.

Sorbitol. En mosto no se cuantifica, al final de la
fermentacidén aparecen cantidades apreciables en los tres casos,

la mayor corresponde a la espontanea.

Variaciones del 8 y 12 por ciento respecto al mosto como las
experimentadas por inositol y manitol son muy pequenas, por lo
que se podrian considerar poco significativas. Juzgando los
polialcoholes en su conjunto, la fermentacién espontanea es la
gue provoca menor disminucion (12.8 %), siendo esta del nismo

orden en los otros dos casos (31.51 %)
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2.3.—- Fermentados de los mostos de la variedad Verdejo.

2,3.1.—- Fermentacidn espontanea (Veegp), con tres levaduras

de la coleccidn del T.FP.I. (Ve3)l, con tres levaduras

autoctonas utilizadas en bodega {(Ve+R), con treg levaduras

de la coleccidn del I.F.T,

En la tabla VI.3 se indican los resultados obtenidos en 1la

cuantificacidon de los polialcoholes de estos fermentados.

Tabla VI.3 POLIALCCHOLES EN FERMENTADCS DE LA

VARIEDAD VERDEJO |
] Compuesto Veesp i Vel 7 Ve+R vef3
Eritritol (x107* mg/l) 0.78 0.31 | 0.47 0.14
Arabitol (%10 mg/l) 0.46 0.12 0.15 0.09
Inositol (x10™ mg/1l) 3.18 3.74 4.13 4,31
| Manitol (x10™* mg/1) 0.30 0.23 0.38 | 0.09
Sorbitol (x107™ mg/l) 0.24 0.14 0.25 0.07

. J° _____J°r 1! |1 |
?213313‘;‘}‘;]5@5 totales | 4 .96 | 4.54 | 5.38 | 4.70

Eritritol. Se forma durante el proceso fermentativo, puesto
gue este compuesto se aprecia unicamente en cantidades traza en

los mostos filtrado y sin filtrar.

Al final de la fermentacién se observa mayor cantidad cuando
tiene lugar de forma espontanea, por detrds se sitia el vino
obtenido si se fermenta por induccién con las tres levaduras de
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bodega. Cuando intervienen las tres levaduras de la coleccidn se
obtiene menor cantidad que es aun menor en caso de haber partido
del mosto filtrado.

Arabitol. Hay en todos los casos un importante descenso en
la cantidad presente, mayor si se partié de mosto filtrado. Las
concentraciones presentes en los fermentados debidos a la
actuacién de levaduras de coleccidn o de bodega son igquales
prdcticamente; si la fermentacidén fué espontdnea la cantidad
detectada es la més alta de las cuatro.

Inositol. Si nos referimos a los fermentados que proceden
de mosto sin filtrar se aprecia reduccidén, mientras gue si nos
fijamos en el originado a partir del mosto filtrado se observa
incremento. La mayor concentracién, y por tanto la menor mengua,
corresponde a Ve+R, a continuacidn se encuentra Ve3 y por f£in la
menor cantidad se encuentra cuando la fermentacidén tiene lugar
de manera espontdnea.

Manitol. Este polialcohol también atenia su concentracién
tras el proceso fermentativo. El mayor descenso se advierte en
Vel, y el menor en Ve+R. Respecto a lo que sucede en el fermenta-
do que procede de mosto filtrado se observa que la cantidad es
la menor de todas, atin cuando en este mosto la cantidad cuantifi-
cada era la mayor.

Sorbitol. En Vef3 se aprecia incremento puesto que en el
mosto de partida solo se detectaban cantidades traza. En los
otros fermentados hay consumo, el descenso mayor tiene lugar en
Ve3, cuando la fermentacidén es espontdnea o con las levaduras de

bodega la cantidad final es la misma.
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Considerando las variaciones en las concentraciones globales
de los polialcoholes con la fermentacién, a partir de su
contenido en los mostos respectivos, se observa que estas
cantidades son del mismo orden (63.34 % y 63.85 % en mostos sin
filtrar y filtrado) con lo que la disminucidn durante el proceso

Q

seria para ambos tipos de mosto inicial del 37 %.

2.3.2.—  Fermentaciones con induccidn por levaduras de

bodega (VetR1), {VedtR2), (VeiR3).

Las cantidades de polialcoholes totales y pormenorizados de

estas muestras se encuentran en la tabla VI.d4.

Tabla VI.4 POLIALCOHOLES EN FERMENTADQOS DE
VERDEJO CON LEVADURAS DE BODEGA

Compuesto Ve+R1 Ve+R2 Ve+R3
Eritritol (x10™ nmg/l) 0.71 0.66 0.52
Arabitol (x10™ mg/l)} G.18 0.14 0.08
Inositol (x10™ mg/l) 3.93 4.55 4,29
Manitol (x10™ mg/l) G.42 G.46 0.16

0.27 0.21 0.13

Sorbitol (x10™ mg/l)
. . 1 - ____J - _J/f -~ /]
Polialcoholes totales

_(xlO”lmg/l) 5.51 6.02 5.18

Eritritol. La levadura gque produce mayor cantidad es la de
primera fase (R1l), seguida de la correspondiente a la segunda
fase (R2), siendo la de menor produccidén la de tercera fase

fermentativa R3.
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Arabitol. La concentracidn de este polialcohol desciende en
relacién a la encontrada en el mosto, en la fermentacidén
realizada con la levadura de tercera fase se aprecia la mayor
pérdida.

Inositol. Con la levadura de segunda fase se observa un
ligero incremento tras la fermentacién, con las otras dos
levaduras se percibe disminucidén, mds importante con las de
primera fase.

Manitol. Sclo la levadura de tercera fase hace decrecer la
concentracidon dos terceras partes, respecto al contenido del
mosto.

Sorbitol. La concentracidén de este polialcohol se reduce a
la cuarta parte de la concentracidén inicial por accidén de R3,

mientras gue las otras dos levaduras la dejan cerca de la mitad.

Como era de esperar por lo observado cuandoe las tres
levaduras actidan conjuntamente, todas ejercen el mismo tipc de
efecto sobre cada uno de los polialcoholes, aunque con distinta
intensidad, es decir, se produce siempre descenso en la concen-
tracién salvo en el caso del eritritol. El efecto mds pronunciado
se encuentra en las fermentaciones realizadas con la levadura de
tercera fase (disminucidn del 33.8 % respecto al contenido total
de polialcoholes), y el menor con la levadura de segunda fase

(descenso del 23%).
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2.3.3.~ Fermentaciones con levaduras de la coleccidn del

I.F.I. sobre mosto filtrado v sin filtrar (VeKl), (VeTsp),

(VeSacch), {(VefKl}, (VefTsp), (Vefsacch).

Las canhtidades de polialcoholes presentes en las nuestras

se indican en las tablas VI.5 y VI.6.

Tabla VI.6

POLIALCOHOLES EN FERMENTADOS CON LEVADURAS DE
COLECCION SOBRE MOSTO VERDEJO SIN FILTRAR

Compuesto VeKl VeTsp VeSacch
Eritritol (x10™ mg/1l) 1.51 0.35 t
Arabitol (x10™ mg/1l) 0.10 0.12 0.12
Inositol {(x10™" mg/l) 4,41 4.69 4,27

| Manitol (x107 mg/1) T 0.41 0.11 0.49
Sorbitol (x10™ ng/l) 0.40 0.09 0.28
.| I .|/ /||
?2%32};333%65 totales | ¢ g3 5.36 5.16

Tabla VI.6
POLIALCOHOLE$ EN FERMENTADOS CON LEVADURAS DE
COLECCICN SOBRE MOSTO VERDEJO FILTRADO
Compuesto VefK1 VefTsp VefSacch
Eritritol (%107 mg/l) 0.21 0.09 0.10
Arabitol (x10™ mg/l) t 0.09 0.09
Inositol (x10™ mg/l1) 3.77 3.85 3.63
Manitol (x10™" mg/1) 0.09 0.07 0.44
Sorbitol (x10™ mg/1) 0.48 0.06 0.23
?ziéi;igsgﬁes totales 455 4.16 4.49
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Eritritol. cuando se parte de mosto sin filtrar, las
concentraciones alcanzadas por intervencién de Kloeckera
apiculata y Torulaspora rosei, son mayores gue cuando se parte
de mosto filtrado. En el case de que la fermentacidén sea
realizada por Saccharomyces ellipsoideus, cuandce se parte de
mosto sin filtrar uUnicamente se aprecian cantidades traza,
mientras que a partir de mosto filtrade la cantidad encontrada
es cuantificable. En cualquier caso la mayor produccién de este
polialcohol se debe a la actuacién de la levadura de primera fase
fermentativa, mientras gue la de tercera no parece influir sobre
la concentracién final.

Arahitol. lLa concentracién de este compuesto es menor tras
el proceso fermentativo, Torulaspora rosei y Saccharomyces
ellipsoideus hacen descender la concentracidén en igual porcenta-
je, la actuacién de Kloeckera apiculata implica una mayor
disminucién, e incluso si se parte de mosto filtrado unicamente
se aprecian cantidades traza tras 1la intervencién de esta
especie.

Inositol. Las variaciones gque experimenta este compuesto son
poco importantes en relacidén a las concentraciones de partida.
Con relacidén al mosto sin filtrar, se observa que en presencia
de la levadura de segunda fase hay un ligero incremento, mientras
que para las otras dos levaduras hay ligera disminucién, mas
significativa si interviene Saccharomyces ellipsoideus. Cuando
se parte de mosto filtrado se advierte en todos los casos incre-
mento, este es mayor cuando interviene Torulaspora rosei y menor
en el caso de actuacidén de Saccharomyces ellipsoideus, aungque

estos cambios no parecen significativos.
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Manitol. La levadura de tercera fase es la gque provoca menor
cambio en la concentracidn, inclusc si se partié de mosto sin
filtrar no se aprecia cambio. Las levaduras de primera y segunda
fase producen mayor descensce en la concentracidén, Torulaspora
roseli es la que manifiesta el mds importante, tanto sobre mosto
filtrado como sin filtrar.

Sorbitol. Las cantidades finales de este compuesto tras 1la
fermentacién son préacticamente iguales cuando se partidé de mosto
filtrado o sin filtrar, atn cuando en mosto filtrado solo se
detectaron cantidades traza, teniendo en cuenta que las tres
levaduras se comportan de distinta manera. La menor concentracidn
se encuentra si interviene Torulaspora rosei, y la mayor en

presencia de Kloeckera apiculata.

Al comparar la actuacidén de las distintas levaduras sobre
los mostos Jerez y Verdejo, se observa que:

- El eritritol aumenta con la fermentacioén.

- El arabitol, manitol y sorbitol disminuyen, especialmente
el primero.

- En cuanto a la influencia de cada una de las levaduras
sobre los diferentes mostos, Kloeckera es la que produce
mayor cantidad de eritritol, mientras que Torulaspora es la

que metaboliza mayor cantidad de sorbitol.
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2.4.- Vinos elaborados en las bodegas de Nava del Rey.

2.4.1.~ Vinog varietales de Verdejo (VT, VS, VEz, Vvc),

Los datos correspondientes a los andlisis de polialcoholes
de estos vinos a los seis y doce meses de su embotellado se

encuentran reflejados en la tabla VI.7 que se muestra a continua-

cidn.
Tabla VI.7
POLTALCOHCLES EN VINCS DE VERDEJO
Compuesto Anélisiswr T S Ez vc
Eritritol 6 meses 0.73 0.44 0.38 0.41
(x10™ mg/1) |~
12 meses 0.58 0.56 0.48 0.52 |
Arabitol 6 meses 0.26 0.31 1.00 0.29 i
(%107 mg/1)
12 meses 0.87 0.74 0.50 0.50
Inositol 6 meses 3.73 3.35 4.39 3.46
(%10 mg/1)
12 meses 4.04 4,03 3.88 4.00
Manitol & meses 0.61 0.68 0.88 0.73
(x107™* mg/1)
12 nmeses 0.57 0.55 0.55 0.63
Sorbitol 6 meses 0.48 0.50 0.38 0.56
(x10™* mg/1)
12 meses 0.44 0.42 0.42 0.49
L. J! I ! ___J/ -~ "]
Polialcoholes totales (x10™ mg/1)
Muestreo T 5 Ez vec
r_ 6 meses 5.81 5.28 7.03 5.45
i 12 meses 6.50 6.30 5.83 6.14
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Eritritol. El mayor valor se da en el testigo, tanto a los
seis comoc a los doce meses, aungue en el segundo andlisis se
observa disminucidén respecto al primero. A los seis meses de
enmbotellado, el vino con enzimas pectoliticos es el que muestra
menor concentracién, que es casi la mitad de la detectada en el
testigo. Los vinos con anhidrido sulfuroso, enzimas pectoliticas
y édcidos citrico y ascdérbico presentan incremento en su concen-
tracién con relaciodn al primer muestrec. Para el primero y el
ultimo las cantidades son semejantes e intermedias a las del
testigo vy con enzimas pectoliticas. A los doce meses las
concentraciones presentes en los cuatro vinos parecen unificarse.

Arabitol. Con excepcidén del vino con enzimas pectoliticos,
en el que se advierte disminucidén con relacidén al primer
muestreo, se produce incremento en la concentracién. Este vino
tiene la mayor cantidad, cuatro veces mas que el testigo, que es
el vino con menor cantidad en el primer andlisis. A los doce
meses del embotellado los vinos con enzimas pectoliticos y con
dcidos citrico y ascérbico tienen igual cantidad, que corresponde
a la mas baja, y es en el testigo donde se aprecia ahora la méas
alta.

Inositol. Una vez més la concentracidén mayor corresponde al
vino con enzimas en el primer andlisis, pero es en el unico vino
de los cuatro en el que hay menor cantidad a los doce meses, el
resto incrementa su concentracién con el paso del tiempo,
alcanzandose en el testigo la mas alta de las cuatro, aunque las
otras muestras contienen casi 1iguales cantidades de este
polialcoheol. Las variaciones son tan pequefias que se puede decir

gue no existe influencia del tratamiento.
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Manitol. VEz contiene, en el primer muestreo, alrededor de
un tercio mds gue los otros vinos. En el segundo, las concentra-
ciones han descendido, y ademds se han igualado con la exclusidn
del vino con vitamina ¢ y dcido citrico, en el cual aparece la
mayor cantidad. La disminucidén mas importante corresponde al vino
con enzimas pectoliticos y la menor al testigo.

Sorbitel. Tanto a los seis como a los doce meses, la concen-
tracién mas elevada se encuentra en el vino adiciconado de los
dcidos citrico y ascdrbico, este junto con el testigo y el que
contiene anhidrido sulfuroso sufren descenso tras la permanencia
en botella, mientras gue el vino con enzimas muestra un ligerc

incremento. A los doce meses los valores se igualan.

A la vista de la tabla, el polialcohol m&s abundante en
estos vinos, independiente del tratamiento, es el inositol
seguido del manitol; el sorbitol y el eritritol son de un orden
parecido y el menos abundante a los seis meses es arabitol,

excepto en los vinos con enzimas.

Considerados 1los polialcoholes en su conjunto aumentan
ligeramente su concentracién, igualdndose en 1los vinos sus
contenidos a los doce meses de permanencia en botella, con
independencia del tratamiento, menos en el vino tratado con

enzimas pectoliticas.

Pormenorizadamente se observa un aumento para eritritol,
arabitol e inositol, y un descenso en manitol y sorbitol en la

mayoria de los tratamientos menos en el eritritol del testigo y
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arabitol, inositol y sorbitol en el vino tratado con enzimas, que

presenta un comportamiento contrario.

2.4.2,.~ Vinos varietales de Viura (ViT, Vi8S, ViEkEz, vive).

Los vinos de la variedad Viura con los diversos tratamientos
y después de seis y doce meses en botella muestran las concen-

traciones de polialcoholes gue aparecen en la tabla VI.S8.

Eritritol. La mayor concentracién a los seis meses se
observa en el vino con anhidrido sulfuroso, a continuvacién se
encuentran el testigo, el que contiene enzimas y el adicionado
con los dos 4dcidos, por este orden; en el ultimo vino se
cuantifica una cantidad que es la mitad de la existente en Vis.
En el andlisis realizado a los doce meses se observa que en el
testigo y en el vino con dacido ascdrbico y acido citrico ha
habido aumento, mientras que en los otros dos hay descenso; el
vino con enzimas pectoliticos, que es el que tiene en este
momento menor cantidad, contiene la mitad de este polialcohol que
el vino testigo, al que corresponde la mas alta.

Arabitol. Para este compuesto, en el primer andlisis, la
cantidad mas alta se mide en el vino con enzimas, ademds esta
concentracidén no sufre variacidén con el tiempo, mientras gue en
los otros vinos existe incremento, llegando a alcanzarse casi
tres veces mds que a los seis meses en los vinos testigo y con

acidos citrico y ascérbico.
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Tabla VI.8

POLIALCOHOLES EN VINOS DE VIURA

Compuesto Andlisis T 5 Ez vc
Eritritol 6 meses 0.58 0.74 0.50 0.38
(x107™ mg/1)

12 meses 0.66 0.50 0.33 0.50
Arabitol 6 meses 0.43 0.49 0.65 0.40
(%107 mg/1)
12 meses 1.15 0.85 0.66 1.66
Inositol 6 meses 3.29 3.30 3.22 2.91
(%107 mg/1)
12 meses 3.74 3.28 3.11 3.34
Manitol 6 meses 0.84 0.80 0.86 0.80
(%107 mg/1)
12 meses 0.75 0.65 0.67 0.72
Sorbitol 6 meses 0.44 0.41 0.48 0.44
(%107 mg/1)
12 meses 0.42 0.36 0.40 0.42
L./ 17 -~ 19 1 ] |

Polialcoholes totales (x10™* mg/l)

Muestreo T S Ez Ve
6 meses 5.58 5.74 5.71 4.93

12 meses 6.72 5.64 _ 5.17 6.64

Inositol. Las concentraciones,a los seis meses, son pareci-
das en los cuatro casos, aunque en el vino con &cidos ascoérbico
y citrico es algo menor que el resto. Después de doce meses se
aprecia que en este y en el testigo ha existido incremento, mien-
tras que en los otros hay disminucidn; la cantidad mayor en este
momento corresponde al vino testigo.

Manitol. En los cuatro vinos se advierte descenso en las
concentraciones conforme el tiempo de permanencia en botella es
mas largo, las mayores bajadas se observan en presencia de

sulfuroso y enzimas.

280



Sorbitol. En el primer muestreo las cantidades son similares
en los cuatro casos, aungue la mayor se encuentra en la muestra
con enzimas. Tras los doce meses las concentraciones han

descendido, pero de nuevo son muy parecidas entre si.

Las variaciones sufridas entre los dos muestreos son
pequeflas, a excepcién del arabitel, para el que en todos los
tratamientos, excepto el realizado con enzimas, se duplican los
valores en relacién a la primera toma. En cuanto a los polial-
coholes totales, 1os vinos testigo y el adicionado con los dcidos
citrico y ascdrbico presentan mayor concentracidén a los doce que
a los seis meses (el mayor incremento se encuentra en Vive),
mientras que en el vino con anhidrido sulfuroso y en el que
contiene enzimas pectoliticos hay menor cantidad gque a los seis

meses, el descenso mayor se observa en este uUltimo vino.

2.4.3.— Vinos varjetales de Jerez (JT, JS, JEz, JVc).

En la tabla VI.2 se indican los resultados de la cuantifica-

cidn de los cromatogramas correspondientes a estos vinos.

Eritritol. En el primer muestreo las cantidades de este
polialcohol son iguales para los vinos testigo y con enzimas; el
que contiene anhidrido sulfuroso presenta la mayor concentracidn
y el tratado con los &acidos citrico y ascérbico la menor. Seis
neses mds tarde no se aprecia ninguin cambio en el vino tratado

con sulfuroso, mientras que se nota descenso en los vinos testigo
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y adicionado con los acidos ascérbico y citrico y aumento en el
que contiene enzimas pectoliticos.

Arabitol. Los vinos con sulfurcoso y con enzimas tienen
igual cantidad y el testigo y el adicionado con &cidos presentan
aproximadamente la mitad en el primer muestreo. En los andlisis
realizados a los doce meses se aprecia que ha habido incremento
en todos los casos, correspondiendo a la muestra con enzimas el

menor, mientras que los otros vinos prdcticamente duplican su

concentracidn.
Tabla VI.9
POLIALCOHOLES EN VINOS DE JEREZ
Compuesto Andlisis T S Ez Ve
Fritritol 6 meses 0.39 0.46 0.39 0.29
(210" mg/1)
12 meses .32 0.46 0.43 0.26
Arabitol & meses 0.48 Q.74 0.75 0.50
(x10™ mg/l)
12 meses 0.77 1.24 0.86 ¢.95
Inositol 6 meses 4,04 4.63 4.03 3.59
(x10™ mg/l1)
12 meses 4.15 4,63 4,21 4.13
Manitel 6 meses 0.16 0.51 0.13 0.10
(%x10™* mg/1)
12 meses 0.40 0.17 0.44 0.09
Sorbitol 6 neses 0.14 0.39 0.15 0.07
(x10™ mg/l)
12 meses 0.29 0.13 0.34 0

Polialcoholes totales (x10™"' mg/1)

-
Muestreo T 5 Ez Vo
6 meses 5.21 6.73 5.45 4 .55
12 meses 5.93 6.63 6.28 5.52 N

Inositol. En los vinos testigo y con enzimas se encuentra

el mismo valor, con sulfuroso es mas alto y con los dcidos menor.
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Practicamente no hay variacidn respecto al primer andlisis, aun
cuando hay ligero aumento de concentracidén en todas los vinos ex-
cepto en la gue contiene anhidrido sulfuroso.

Manitel. En el primer muestreo el vino adicionado de
anhidrido sulfuroso presenta un valor cinco veces superior al de
los otros vinos, que tienen para este compuesto valores simila-
res. Los vinos testigo y con enzimas casi triplican el valor de
la primera determinacidén, el vino con sulfuroso desciende su
concentracion tres veces y en el dque contiene los acidos no se
aprecia diferencia.

Sorbitol. Testigo y con enzimas presentan la misma cantidad,
con sulfuroso aparece mds del doble y en presencia de los dcidos
ascorbico y citrico la mitad. Seis mnmeses mads tarde en el
adicionado con sulfuroso desciende, en el testigo y el vino con
enzimas aumenta y en el adicionado con acidos casi no se observa

variacion.

En esta variedad la acumulacidén entre los dos periodos de
conservacion de polialcoholes distintos al arabitol, puede consi-
derarse con una cierta significacidén, lo cual se traduce en una
acumulacién de polialcocholes totales en todos los tratamientos,

la variacién es entre el 14 y 21%.

Las muestras con anhidrido sulfuroso tienen una pérdida de
1.5% (semejante a la observada en la variedad Viura), que guizas
podria considerarse como no significativa para el contenido en

polialcoholes totales durante la conservacidn.
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Los valores obtenidos en todos los polialcoholes son muy
semejantes en Verdejo, Viura y Jerez, aunque las variedades Jerez
y Verdejo tienen un contenido en inositol ligeramente superior
a la Viura, que a su vez es la de mds concentracidn en eritritol,
arabitol y manitol, siendo sus variaciones de pequefio orden; en
Verdejo los cambios son ligeramente mas importantes. Mencidn
aparte merece el arabitol, que duplica sus concentraciones en las
tres variedades en los vinos testigo, con anhidrido sulfuroso y
con los dcidos citrico y ascérbico, mientras que en el vino
adicionado con enzimas pectoliticos decrece, en Verdejo casi
cincuenta por ciento, en Viura no se aprecia variacidn y en Jerez

hay ligero aumento.

2.4.4.- Vinos de la mezcla de variedades (MT, MS, MEz,

MVc).

La tabla VI.1l0 muestra los valores de polialcoholes encon-

trados en estos vinos a los selis y doce meses del embotellado.

Eritritol. Ia mayor cantidad esta presente en el vino
adicionado con anhidrido sulfuroso, y la menor en el que contiene
dcido ascorbico y 4cido citrico; después de doce meses se
comprueba que ha habido incremento en la concentracidn de este
polialcohol, de tal forma que la cantidad en los cuatro vinos
parece unificarse, en el vino con sulfuroso practicamente no se
aprecia cambio, mientras gque en los otros tres se observa
incremento, el mayor corresponde al vino con los dcidos citrico

y ascdérbico.
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Tabla VI.10

POLIALCOHOLES EN VINOS DE LA MEZCLA DE VARIEDADES

Compuesto Andlisis T S Ez ve
Eritritol 6 meses 0.60 0.68 0.56 0.52
(x10™* mg/1)

12 meses .71 0.66 0.64 0.68
Arabitol & meses 0.70 0.69 0.65 0.68
(%107 mg/l)
12 meses 0.47 0.71 0.57 0.79
Inositol 6 meses 2.73 3.12 3.13 3.04
(x10™ mg/1) ]
12 meses _ 3.58 3.61 3.58 3.55
Manitol 6 mesas 0.63 0.57 0.65 0.62
(%107 mg/1)
12 meses 0.55 0.56 0.54 0.53
Sorbitol 6 meses 0.53 0.45 0.51 0.52
(%107 nmg/1) |
12 meses 0.45 0.49 0.46 0.46
... ... /] - .- -y .. 4 ] |

Polialcoholes totales (x10™ mg/l)

Muestreo T 5 Ez vc
6 meses 5.19 5.51 _ 5.50 5.38

12 meses 5.76 6.03 5.79 6.01

Arabitol. En el segundo andlisis se percibe disminucidn en
la cantidad cuantificada en los vinos testigo y con enzimas
pectoliticos, mientras que en los otros dos hay incremento, mayor
en MVc, que es el vino que a los doce meses presenta la concen-
tracidén mas elevada.

Inositol. En el primer andlisis se tiene en el testigo la
concentracién mds baja, para los otros vinos las cantidades son
mayores y parecidas entre si. Después de los otros seis meses,
en el segundo muestreo, se cuantifica mayor concentracidén para
este polialcohcl, la tasa es semejante en los cuatro vinos, el

mayor incremento se observa en el testigo.
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Manitol. Para este compuesto la menor concentracidn se tiene
en la muestra MS, en los otros wvinos las concentraciones son
parecidas aunque algo mds altas. En el andlisis realizado a los
doce meses del embotellado de los vinos la cantidad para los
cuatro es igual. En todas ha habido disminucidén, aungue en el
tratado con anhidrido sulfuroso préacticamente no se observen
diferencias.

Sorbitol. Este compuesto muestra un comportamiento semejante
al del manitol comentado anteriormente; pero en el vino con
sulfuroso se advierte, para este polialcohol, un ligero incremen-—
to que hace gue sea este vino el gue presenta, a los doce meses,
la concentracién méas alta, los otros tres tienen igual cantidad
entre ellos, y esta es muy ligeramente inferior a la que

corresponde al que contiene sulfuroso.

Para los polialcoholes totales se aprecia aumento de
concentracién entre los dos periodos analizados en todos los
vinos, aunque es destacable que el menor se produce en el vino

con enzimas.

2:4.5.— Vinos de los fangos de la variedad Verdeio (FVT,
FV3, FVEz, Fvvc).

Fn la tabla VI.11 se indican las cantidades de polialccholes

encontrados en estos vinos.

Eritritol. La mayor concentracién se da en el testigo, y las

menores en FVVc y FVS. En el testigo, el vino con enzimas y el
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gue contiene acidos citrico y ascorbico hay descenso, a los doce
meses en relacidén a la cantidad encontrada a los seis, mientras
que en FVS hay aumento; FVEz y FVVC no varian sustancialmente sus

concentraciones a pesar de la disminucién.

Tabla VI.11

POLTALCOHOLES EN VINOS DE LOS FANGOS DE LA VARTEDAD VERDEJO

Compuesto Analisis T S Ez Ve
Eritritel 6 meses 0.49 0.37 0.42 0.33
(x10™ mg/1l)

12 meses 0.33 0.52 0.40 0.30
Arabitol 6 meses 0.66 0.69 0.69 0.69
(x10™ mg/1)
12 nmeses 0.80 1.09 0.90 1.18
Inositol 6 meses 3.73 3.13 3.68 3.57
{x10™ mg/l)
12 meses 3.70 4.03 4.03 3.94
Manitol &6 meses 0.68 0.57 0.81 0.68
(2107 mg/1)
12 meses 0.63 0.68 0.64 .62
Sorbitol 6 meses 0.36 0.35 0.40 0.33
(%10 mg/1)
12 meses 0.34 0.38 0.36 0.34
.0 1 - i __________J! ]

Polialcocholes totales (X107 mg/l)

Muestreo L T S Ez 4 vc
6 meses 5.92 5.11 6.00 6.38

12 meses 5.80 6.70 6.33 6.38

Arabitol. Al comparar los resultados obtenidos en el sequndo
andlisis con los del primero, se advierte aumento en todas las
muestras, la cantidad més elevada corresponde a FvVc y la mas
baja a FVT. A los seis meses los valores eran iguales en tres de
los cuatro vinos, siendo el testigo el que tenfia una cantidad

ligeramente inferior.
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Inositol. La cantidad mds baja, en la medida realizada a los
seis meses, corresponde a la del vino tratado con anhidrido
sulfuroso, los otros contienen cantidades mayores y semejantes
entre si. En el vino testigo se observa, tras otros seis meses,
descenso de concentracidén, en los oftros, por el contrario, hay
incremento, mayor en FVS; las concentraciones de estos se han
unificado y son casi iguales.

Manitol. En el primer andlisis la cantidad mds alta se
encuentra en FVEz y la mds baja en FVS, los otros dos vinos
tienen una cantidad igual e intermedia. A los doce meses se
advierte descenso en FVEz, FVT y FVVc, en estos dos ultimos la
perdida es casi la misma, mientras gque en el vino que fue
adicionado con anhidrido sulfuroso se observa aumento.

Sorbitol. Las cuatro concentraciones son parecidas. Se
advierte disminucidn en relacién al primer muestreo, en todos los
vinos excepto en el tratado con sulfuroso donde hay un ligero
incremento; las cantidades finales son parecidas para los cuatro

vinos.

2.4.6.- Vinos de los fangos de la mezcla de variedades
{FMT 6 FMS, FMEz, FMVc}.

La tabla VI.12 muestra 1los valores de polialcocholes
encontrados en estos vinos a los seis y doce meses de almacena-

miento.
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Tabla vi.12

POLIALCOHOLES EN VINOS ©DE LOS FANGOS DE LA MEZCLA
DE VARIEDADES

Compuesto Andlisis T s Ez ve
Eritritol 6 meses 0.49 0.65 0.42 0.33
x10™" mg/1
( 9/1) 12 meses 0.46 0.51 0.44 0.47
Arabitol 6 meses 0.76 0.74 0.73 0.75
(x107* mg/1) ]
12 meses 1.02 0.91 0.95 0.92
Inositol 6 meses 3.23 3.79 3.63 3.49
(x10™ mg/1)
12 meses 3.77 4,00 3.75 4.12
Manitol 6 meses 0.68 0.78 0.70 0.11
(x10™ mg/1) '
12 meses 0.64 0.64 0.61 0.61
Sorbitol 6 meses 0.38 0.44 0.39 0.10
(%107 mg/1l)
12 meses 0.36 0.37 0.35 0.36 i
- . . -4 . - -.-. ‘- .- ..~ 1 ____ - Jj/ . .|

Polialcoholes totales (x10™ mg/1)

Muestreo T S Ez \Ye!
6 meses 5.54 6.40 5.87 4.78
12 meses 6.25 6.43 6.10 6.48

Eritritol. A 1los seis meses la mayor concentracioén se
encuentra en el vino tratado con anhidrido sulfuroso, este
contiene una cantidad doble de la presente en el vino adicionado
de acido ascdrbico y dcido citrico, entre los dos se encuentran
las cantidades que tienen el testigo y el gue contiene enzimas
pectoliticos. En el seqgundo muestreo, ha habido descenso en las
concentraciones de FMT y FMS, e incremento en las correspondiente
a FMEz y FMVC.

Arabitol. Con los cuatro tratamientos se cuantifican
cantidades semejantes tanto a los seis como a los doce meses,

pero en este segundo andlisis las cantidades son superiores a las
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primeras. El1 incremento observado en los cuatro vinos es casi
igual; la tasa mds elevada se encuentra en el vino testigo.

Inositol. La concentracidén mds alta, a los selis meses, se
mide en FMS vy la mds baja en el testigo, entre ellas se encuen-
tran FMEz y FMVc por este orden. Hay aumento en la concentracién
de inositol en todos los vinos después de los otros seis meses
de almacenado a 3 'C, la cantidad mds alta en este momento
corresponde al wvino adicionado c¢on 4&dcido citrico y 4dcido
ascérbico.

Manitol. A los seis meses, momento en el que se lleva a cabo
el primer muestreo, FMT, FMS y FMEz presentan concentraciones
similares mientras que en el vino con écido citrico y ascérbico
se cuantifica una cantidad siete veces menor. A los doce meses
se ha producido disminucién de este compuesto en las tres
primeras muestras citadas mientras gque ha habido aumento en la
ultima, de tal forma que los valores encontrados se han unifica-
do.

Sorbitol. Es en FMVc donde existe menor cantidad de este
compuesto, con notable diferencia frente a las otras muestras
entre las que FMS muestra la mayor concentracidén. Sucede para
este polialcohol 1lo mismo gque para el manitol, mencionado
anteriormente, los valores encontrados en el segundo analisis se
han igualado, y para ello en el vino con los 4cidos citrico y
ascérbico la concentracién se ha incrementado de forma importan-

te, triplicando el valor de la primera medida.
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2.4.7.—~ Vinos varietales de Verdeijo con levaduras de bodega

en pureza {(VR1, VR2, VR3).

Los resultados obtenidos tras la cuantificacidén de los
cromatogramas de estos vinos, que se lograron por accién de tres
levaduras distintas, durante el periodo de almacenamiento de seis

y doce meses, se muestran en la tabla VI.1l3.

Tabla VI.13

POLIALCOHOLES EN VINOS DE VERDEJO CON LEVADURAS
DE BODEGA
Compuesto Analisis VR1 VR2 VR3
Eritritol 6 meses 0.33 0.48 0.51
(x10™ mg/l)
12 meses 0.47 0.44 0.61
Arabitol 6 meses 0.93 0.61 0.56
(%10 mg/1)
12 meses 0.97 .64 0.58
Inositol 6 meses 2.75 2.61 2.43
(%107 mg/1l)
12 meses 3.01 3.19 3.22
Manitol 6 meses 0.97 1.13 1.38
(x10™" mg/1)
12 meses 0.75 0.94 1.14
Sorbitol 6 meses 0.64 0.61 0.67
(%107 mg/1)
12 meses 0.49 0.56 0.52
L. . b I ]
Polialcoholes totales (%107 mg/l)
Muestreo R1 R2 R3
6 meses 5.62 5.44 5.55
12 meses 5.69 5.77 6.07

Eritritol. La mayor concentracidén aparece en VR3, seguida
por la de VR2 y VR1; en el andlisis realizado a los doce meses,

se observa ligera disminucidén en VR2 e incremento en VR1 y VR3,

291



mayor en el vino procedente de la levadura de primera fase. Los
valores finales en VRl y VR2 son casi idénticos.

Arabitol. Para este compuesto, en el primer muestreo, la
mayor cantidad se tiene en VRl y la menor en VR3, VR2 presenta
un valor intermedio mds cercano a VR3. A los doce meses se
aprecia un muy ligero incremento aungue se mantiene el orden que
se observaba en el primer andlisis.

Inositol. Los valores son similares, el mds bajo es el de
VR3 y el mds alto el de VR1. También para este polialcohol se
observa incremento en el segundo analisis con relacidén al
primero, la cantidad en VR3 es ahora la mayor, mientras que la
menor corresponde a VRIL.

Manitol. La cantidad m&s alta aparece en VR3 y la menor en
VR1. Se produce una bajada similar en la concentracién de este
polialcohol en los tres vinos tras doce meses en botella, pero
se mantiene el orden gque se advertia en el primer andlisis, en
cuanto a las cantidades.

Sorbitol. En el primer muestreo las concentraciones son
parecidas, en el segundo ha habido disminucidén, mayor en

presencia el vino VR1.

Los polialcoholes totales se cuantifican en mayor cantidad
a los doce que a los seis meses, el incremento mds significativo
se encuentra en el vino que fue obtenido por fermentacidn con la
levadura de tercera fase, mientras que el menos importante se

observa en el caso de que la levadura fuese la de primera etapa.
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2.5.- Actuacién de especies filmégenas.

Se partidé de un vino, una parte de el cual habia sufrido un
proceso de maderizacidn de seis meses, y otra se mantuvo en
tanque de acero inoxidable a 5 “C y con sobrepresién de nitrdégeno

para mantener el vino estabilizado.

El vino que estuvo en contacto con la madera contiene menor
cantidad de polialcoholes que el otro, en especial eritritol y
arabitol, con diferencias mencos significativas en el resto. Los

datos de estos vinos estdn reflejados en la tabla VI.1l4.

Tabla VI.1l4

POLIALCOHOLES EN VINOS PARA VELO

Compuesto SM CH
10 movl) 04 —
RS 0-4% S
o 1) 230 °-o°
gy1)” 7| e | om
Sorbitol 0.37 0.33

(x10™ mg/1)

*_ 11 ]

Polialcoholes totales x10™" mg/1

Sin madera Con madera

5.10 4.26

Eritritol. El vino sin maderizar contiene mds de tres veces

gque el que ha sufrido este proceso.
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Arabitol. En el vino gque no estuvo en contacto con madera
Sse aprecia una concentracién doble que en el maderizado.

Inositol. Las concentraciones de este compuestc en los dos
vinos son similares, aungue ligeramente superior la que corres-
ponde al vino que no estuvo en contacto con madera.

Manitol. Sucede lo mismo gue para el inositol.

Sorbitol. En el caso del vino que estuvo en madera hay una

cantidad ligeramente inferior.

Determinaciones tras el periodo de permanencia con velo.

Los resultados (tabla VI.15) obtenidos para los polialcoho-
les tienden a unificarse tras este pericdo, aungue hay alguna
diferencia en funcién de la levadura que origind los velos. Tanto
cuando se partidé de vinos sin madera como cuando se partid de
vinos maderizados se advierte un consumo de polialcoholes, aungque
solo tendrian cierta significacidén las disminuciones observadas
para eritritol y arabitol. Si bien el primero es el unico
pelialcohol que aumenta de concentracidén con la fermentacidn
segin todo 1lo expuesto anteriormente en este capitulo, las
levaduras de tercera fase eran las que menos incremento producian
(lo cual puede estar relacionado con este descenso que vemos para
las de velo, yva que, ellas como se comentd en el capitulo de
microbiologia, primero actian come las de tercera fase vy

posteriormente se transforman y actdan en forma aerobia).

Eritritol y arabitol disminuyen su concentracién después de
la permanencia de los vinos con el velo, la disminucidén parece

ser independiente de la cepa que le origina, ya que las concen-

294



traciones finales son iguales, tanto cuando se partié de vinos
maderizados como sin maderizar, en este dltimo las cantidades
eran mucho mayores.

Manitol y sorbitol no varian prdcticamente en relacidén a los
vinos iniciales.

Inositol es el uYnico de los polialcoholes que muestra
incremento después de la permanencia del vino bajo velo, la cepa

de Saccharomyces montuliensis produce mayor aumento.

Observando los polialcoholes totales se aprecia gque cuando
se parte de vinos maderizados hay incremento, y con el cotro
disminucidén; en cualquier caso no se observan diferencias en
cuanto a la levadura gue interviene.

Tabla VI.15

POLIALCOHOLES TRAS LA PERMANENCIA DE LOS VINOS CON
VELO
Compuesto SM1ie63 SM1685 CMle63 CM1685
Eritritol
(%10~ mg/1) 0.04 0.06 0.04 0.05
Arabitol
(x10™* mg/1) 0.15 0.15 0.13 0.15
Inositol
(107 mg/1) 3.556 3.63 3.47 3.55
Manitol (x10*
0.51 0.46 0.57 0.57
mg/1)
Sorbitol
(%10 ng/1) 0.32 0.32 0.34 0.34
-~/ | _u_l_ﬂ
Polialcoholes totales (x10™ mg/l)
Levadura SM1663 SM1685 CM1663 CM1685
Concentracidn 4.57 4.62 4.55 4.66
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2.6.— Vinos de mercado (MN86, MB86, MD)

IL.a tabla VI.1l6 indica los resultados de la cuantificacién

de los polialcoholes en estos tres vinos.
MN.- Mantel Nuevo. Vino del afic sin maderizar.
MB.- Mantel Blanco. Vino con seis meses en madera.

MD.- Mantel Dorado. Vino con crianza bioldgica.

Tabla VI.16

POLIALCOHOLES EN VINOS COMERCIALES

Compuesto MN MB MD

Eritritol
(%10 mg/1) 0.07 0.08 0.45
Arabitol
(%10 mg/1) 0.17 0.18 0.16
Inositel
(X107 mg/1) 3.25 3.33 3.32

: -1
f:;%?d (x10 0.51 0.47 1.13
Sorbitel

_ 0.33 0.29 0.43

x10™ mg/1

(_g/)—_—h
Polialcoholes MN MB MD
totales
(xlo-'l mq/l) l 4.33 4135 | 5.49

Eritritol. La cantidad mds alta aparece en MD, casli 6 veces
mas que en MN y MB.

Arahitol. Las concentraciones son practicamente iguales en
los tres vinos.

Inositol. Este polialcohol se encuentra en igual cantidad

en los tres vinos.
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Manitol. La concentracién mads elevada aparece en MD, en MB
y MN se encuentra aproximadamente la mitad gque en MD.
Sorbitol. MD es el vino con mds cantidad, sequido por MN vy

MB en este orden.

3.— Conclusiones.

3.1.- La variedad Jerez es la de mayor contenido en
peolialcoholes.

3.2.~ Las fermentaciones con levaduras seleccionadas

producen una disminucidén en el contenido final Qde

polialcoholes superior a la fermentacién espontdnea.

3.3.- En general 1los polialcoholes, individualmente,
disminuyen con la fermentacidn excepto el eritritol,
gue es el uUnico que aumenta con independencia de la

variedad gue se fermente.

3.4.- Las levaduras de primera fase, Rl vy Kloeckera
apiculata, son las gue producen mayor cantidad de

eritritol, y las de tercera fase las gue menos.

3.5.— Las levaduras formadoras de velo disminuyen las

concentraciones de arabitol y eritritcl, en mayor

proporcidén de este uUltimo.

297



298

En general los polialcoholes aumentan con la conser-
vacién a 4 ‘C entre seis y doce meses, independien-
temente del tratamiento aplicado al vino y de la

variedad de uva de procedencia.

El tratamiento con enzimas pectoliticos produce los
menores aumentos e incluso disminuciones en funcidn

de la variedad.

El arabitol es el polialcohol gue experimenta
mayores variaciones con la conservacioén, indepen-

dientemente de tratamiento y variedad.



VIT.— ESTUDIO DE AZUCARES







l.— Materiales y métodos.

La metodologia es la misma que la utilizada para el estudio
de los polialcoholes descrita en el capitulo anterior; la unica
diferencia consiste en gue al trabajar con mostos es necesario
hacer dilucidén 1/250 en agua bidestilada antes de proceder a la
acetilacidén de las muestras debido al gran contenido dque de estos

comnpuestos.

2.— Resultados y discusidn.

2.1.—- Mostos.

Dada la riqueza de los mostos en azlcares mondmeros, los
azicares totales reflejados en la tabla VII.1 se entienden como
la suma de los pormenorizados fructosa y glucosa, puesto que son
los mayoritarios en mostos y vinos. El mosto de la variedad Jerez
es mas rico que el de Verdejo, dentro de esta dltima variedad se
aprecia mayor cantidad en el caso de que el mosto haya sido
filtrado. Las diferencias enceontradas entre los dos mostos
(filtrado y sin filtrar) pueden ser debidas, como se dijo
anteriormente, a que durante la filtracidén se eliminan sustancias
que pueden interferir con los compuestos analizados, dificultando

su deteccidén, y por ello la cantidad medida es mayor,

En los mostos la relacidn entre los azicares es distinta:
1.18 para el de la variedad Jerez y 0.97 para la variedad

Verdejo, sin embargo es destacable que en esta segunda variedad
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la relacidén fructosa glucosa es igual tanto si nos referimos a
mosto filtrado como sin filtrar, aun cuando las cantidades de
azucares totales sean diferentes como se dijo en el péarrafo
anterior. La cantidad de fructosa es mayor que la de glucosa en
el caso del mosto de la variedad Jerez, mientras que en el mosto

Verdejo sucede lo contrario.

2.2.~ Fermentados de los mostos de la variedad Jerez.

La tabla VII.1 indica los resultados de la cuantificacién
de 1los cromatogramas correspondientes. En la fermentacidn
espontdnea dquedan restos importantes de los dos aziucares,
considerando el mismo periodo de tiempo que cuando las realizadas
con levaduras de bodega o de coleccidn han finalizado el proceso;
en estos casos se encuentran también restos puesto que el final
de la fermentacién no implica, como se dijo en la introduccién,
el agotamiento en azidcares del mosto de partida. La cantidad de
fructosa final es, en la fermentacidn espontdnea la mayor, mds
de ocho veces la concentracién encontrada cuando la fermentaciodn
ha sido inducida; para la glucosa en la fermentacidn espontédnea
y en la llevada cabo con levaduras de la coleccién del I.F.I. la
cantidad es casl iqual, mientras gue en la fermentacidén inducida

con las levaduras de bodega tnicamente es menor.

Las levaduras responsables de la fermentacidn espontadnea

consumen mas glucosa que cuando la fermentacién ha sido inducida
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mediante la siembra de levaduras seleccionadas. El1 fermentado
Jet+R presenta un porcentaje de fructosa residual superior al
encontrado en Jel pero menor que el de Jeesp. Con las levaduras
de bodega el consumo de azicares es similar, puesto que los
porcentajes residuales son parecidos a los del mosto, en 1la
fermentacidén espontdnea se ha utilizado méds la glucosa, puesto
gue en los porcentajes de azucares residuales se aprecia dque el
de este azidcar es mucho menor que el de fructosa, en el caso de
las levaduras de la coleccidn del I.F.I. sucede lo contrario y

el porcentaje de glucosa residual es mayor que el de fructosa.

2.3.~ Fermentados de los mostos de la variedad Verdejo.

La tabla VII.1 indica las cantidades y porcentajes de

azucares presentes en los fermentados de esta variedad.

2.3.1.- Fermentacidén espontanea (Veesp), con tres levaduras

de la coleccién del I.F.XI. (Ve3), con tres levaduras

autdéctonas utilizadas en bodega (Vet+R), con tres levaduras

de la coleccidn del I.F.TI. sobre mosteo filtrade (Vef3).

Cuando la fermentacién tiene lugar de forma espontdnea,las
cantidades de fructosa y glucosa son mayores gue cuando han sido
inducidas, con 1levaduras de bodega o de la coleccién. Los
porcentajes de glucosa residual son mayvores gue los de fructosa
en todos los casos excepto en VetR, aunque los valores son

practicamente iguales.
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Las levaduras de la coleccidén consumen menos fructosa gue
glucosa durante el proceso fermentativo si se partidé de mosto
filtrado que si actuaron sobre mosto sin filtrar. La relacién
fructosa glucosa es casi la misma cuando se fermentd mosto
filtrado con las levaduras de la coleccidn que cuando se fermentd
de manera espontdnea el mosto sin filtrar, aun cuando en este
iltimo caso la cantidad de azucares totales es mucho mayor que
en el primero. La terna de levaduras empleadas en bodega presenta
menor apetencia por la fructosa que las levaduras de la colec-
cidn, como se aprecia al observar los porcentajes de aztcares
residuales de la tabla VII.1.

2.3.2.- Fermentacicones con induccidén por levaduras de

bodega (Ve+R1), {(Ve+R2), (Ve+R3).

Las mayores concentraciones se observan en el fermentado
correspondiente a R3, tanto para fructosa como para gluccsa, vy
las menores en el debido a Rl. La glucosa es en los tres casos
el aztcar mds utilizado. Cuando las levaduras actuan por
separado, el aztcar residual mds abundante es la fructosa, que
supera en cinco veces la concentracién de la glucosa, mientras
que cuando actuian conjuntamente se encuentran cantidades semejan-

tes.

En contra de lo esperado, la siembra de la cepa de primera
etapa deja la menor cantidad residual de azudcares totales,
mientras que la de tercera, las levaduras con mayor poder

fermentativo, son las que mantienen mds altos niveles de azicares
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al final de la fermentacidén, sin embargo se puede interpretar
este hecho considerando que los cultivos no son en pureza, y las
levaduras de primera fase tienen menor interferencia sobre 1la
microflora epifitica espontdnea, para ello nos debemos remitir
al capitulo de andlisis microbioldégico donde figuran las curvas

de fermentacidén de estas levaduras.

Tabla VII.1 Azdcares cuantificados en los mostos y en
los fermentados llevados a cabo en el labo-—-
ratorio.

Muestra Fructosa Glucosa Azdcares | Fr/G1l
totales
| g/l 3 g/1 %
Ve { 77.67 49,2 80.02 50.8 157.69 0.97
Vef 82.57 49.2 85.07 50.8 167.64 0.97
Je 96.42 54,2 81.60 45.8 178.02 1.18
Jeesp 1.21 82.7 0.25 17.3 1l.46 4.84
Je3 0.15 36.6 0.26 63.4 0.41 0.58
Je+R 0.17 51.5 0.16 48.5 0.33 1.06
Veesp [ 0.20 i 46.5 0.23 § 53.5 0.43 0.87
Vel 0.03 27.3 0.08 72.7 0.11 0.37
Ve+R ] 0.06 44 .4 0.05 55.6 0.11 ‘ 1.20
Vef3 0.04 54.5 0.05 45.5 0.09 0.80
Ve+Ri, 0.24 85.7 0.04 14.3 0.28 6.00
Ve+R2 0.29 82.8 0.06 17.2 0.35 4.83
Ve+R3 0.34 82.9 0.07 17.1 0.41 4.86
VeKl 0.31 86.1 0.05 13.9 0.36 6.20
veTsp 0.39 86.6 0.06 13.4 0.45 6.50
PVeSacch 0.23 85.2 0.04 14.8 6.27 5.75
VefKl i1.64 81.2 0.38 18.8 2.02 4.31
_VefTSp 0.26 83.8 0.05 le.Z2 0.31 5.20
VefSacch 0.28 84.8 0.05 15.2 0.33 5.60
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Se puede obhservar, por los valores de la relacidén fructosa
glucosa, que estas levaduras muestran preferencia en el consumo
de glucosa frente a la fructosa; R1 es la cepa con mayor consumo
de glucosa de las tres, R2 y R3 tienen el mismo comportamiento,
como se aprecia en los valores porcentuales para las fermenta-

ciones realizadas por siembra de los mostos con estas levaduras.

2.3.3.—- Fermentaciones con levaduras de la coleccién del
I.F.I. sobre mosto filtrado sin filtrar (VeKl VeTs
VeSacch VefKi VefTs VefSacch]).

Loégicamente son consumidos durante el proceso fermentativo
y las cantidades finales son semejantes en todas las muestras con
excepcién de la originada por Klceckera apiculata sobre mosto
filtrado en este caso la fermentacién no esta completa cuando han
terminado todas las demas y por ello los restos de azicares son

importantes.

Cuando las levaduras han actuado de forma individual se
aprecia en todos los casos mayor consumo de glucosa que de
fructosa puesto que los valores porcentuales del primer azudcar

en relacidén a los mostos han descendido de forma notable.

2.4.—- Vinos elaborados en las bodegas de Nava del Rey.

Los porcentajes de variacién se han calculado en cada caso,
con relacidn al cambio del azicar correspondiente sin tener en

cuenta su participacién sobre el total.
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2.4.1.—- Vinos varietales de Verdedo (VT, VS, VEz, VVc).

La tabla siguiente (VII.2) corresponde a estos vinos.

L

AZUCARES EN VINOS DE VERDEJO
o ) Tratamiento
Analisis AzZudcares
T S Ez Vo
Totales 0.93 0.78 1.26 0.49
Fructosa 0.80 0.61 0.84 0.22
6 meses % Fructosa 86 78 67 49
Glucosa 0.13 0.17 0.42 0.27
% Glucosa 14 22 33 51
Totales 1.05 1.13 1.19 1.08
Fructosa 0.61 0.71 0.66 0.56
12 meses| % Fructosa 58 63 55 52
Glucosa 0.44 0.42 0.53 0.52
% Glucosa 42 37 45 48
Totales 0.12 0.35 |- 0.07 G.59
% Total 13 44.9 - 5.5 120
) . Fructosa |- 0.19 0.1 - 0.18 0.34
Variaclion
% Fructosa |- 23.7]| 16.4 |- 11.5]| 154.5
Glucosa 0.31 0.25 C.11 0.25
% Glucosa 238 147 26 92.6

Fructosa.

Tabla VITI.2

A los seis meses del embotellado

donde mayor

concentracion se aprecia es en el vino con enzimas pectoliticos,
seguido por el testigo y el adicionado con sulfuroso; en el que
contiene los &cidos citrico y ascérbico la cantidad es casil
cuatro veces menor gue en el primero. Tras doce meses en botella,

la cantidad de este azucar ha disminuido en los vinos testigo y
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con enzimas, mientras que ha aumentado en aquellos que contienen
sulfuroso o acido ascérbico y dcido citrico: la concentracidn mas
alta en este segundo periodo se encuentra precisamente en estos

dos vinos.

Glucosa. En el primer muestreo, el vino que contiene enzimas
es el que presenta mayor cantidad de este azucar, seguido por el
que contiene dcido ascérbico y citrico, a continuacidén se situa
el adicionado con anhidrido sulfuroso y por fin el testigo, estos
dos ultimos contienen una cantidad sensiblemente inferior vy
semejante entre si. Tras los doce meses de guarda es destacable
el incremento experimentado por todos los vinos, en especial el
testigo y el tratado con anhidrido sulfuroso que casi triplican
la concentracién medida a los seis meses; de todas formas es en
VEz y VVc donde se tienen de nuevo las mayores cantidades. El
vino testigo y el que contiene anhidrido sulfurcso a los doce
meses siguen manteniendo niveles muy semejantes entre si, como
ocurria a los seis meses; las concentraciones en los vinos
adicionados con enzimas pectoliticos o con los dcidos ascdrbico
y citrico no eran similares a los seis meses, el primero
presentaba casi doble cantidad, pero tras otros seis meses las

concentraciones también se unifican.

La tabla VII.3 indica los aziicares, porcentajes y variacidn

de estos vinos.
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Fructosa. A los seis meses del embotellado, testigo y el
adicionado con sulfuroso, tienen las concentraciones més altas
y parecidas entre ellas (los porcentajes en azicares totales son
proximos al 50%), los otros dos vinos tienen concentraciones 5
veces menores, siendo los porcentajes respecto al total muay
préoximos entre si. En el segundo muestreo con todos los trata-
mientos se advierten nmayores cantidades, siendo més inmportantes
les incrementos en los vinos gue presentaban las menores
concentraciones a los seis meses, en el caso del vino adicionado

con anhidrido sulfuroso no hay variacidn significativa.

Tabla VII.3

AZUCARES EN VINOS DE VIURA

oo Tratamiento
Analisis Azdcares
T S Ez Ve
Totales 0.24 0.30 0.1¢9 0.17

Fructosa 0.14 0.12 0.02 0.02

6 meses % Fructosa 58 40 10.5 11.7
Glucosa .10 0.18 0.17 0.15
% Glucosa 42 60 89.5 | 88.3
Totales 0.48 0.45 0.42 0.49

Fructosa 0.17 0.13 0.09 0.17

12 meses| % Fructosa| 35.4 28.8 21.4 34.7

Glucosa 0.31 | 0.32 0.33 0.32

% Glucosa 64.6 71.2 78.6 65.3

Totales 0.24 0.15 0.23 0.32

% Total 100 ] 50 121 188

) - Fructosa 0.03 0.01 0.07 0.15
Variacion

% Fructosa| 21.4 8.3 350 750

Glucosa 0.21 0.14 0.16 0.17

% Glucosa 210 77.8 94 113
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Glucosa. La concentracién mds baja, a los seis meses, es la
gque se encuentra en el testigo, prdacticamente la mitad que la
presente en los otros tres. A los doce, los vinos han sufrido
incremento en la concentracién de este azucar, obteniéndose en
los cuatro cantidades semejantes, siendo en el testigo donde se

aprecia mayor aumento (210%).

2.4.3.— Vings varietales de Jerez (JT, JS, JEz, JVc).

La tabla VII.4 se refiere a los azucares presentes en los

vinos de la variedad Jerez.

Tabla VII.4 AZUCARES EN VINOS DE JEREZ
_ Tratamiento
Andlisis Azucares
T S Ez vc
Totales 2.39 2.11 1.41 0.80

Fructosa 2.26 1.81 i1.18 0.61

6 meses % Fructosa| 94.5 85.8 83.7 76.3

Glucosa 0.13 0.30 0.23 0.19

% Glucosa 5.5 14.2 16.3 23.7

Totales 1.568 2.13 1.63 1.23

Fructosa 1.28 1.62 1.19 0.94

12 meses | % Fructosa 81 76 73 52
Glucosa 6.30 0.51 0.44 0.29
% Glucosa 19 24 27 48
Totales - 0.81 0.02 D.22 0.43
% Total - 33.9 1 15.6 53.7
L Fructosa |- 0.98|- 0.19, 0.01 0.33
Variacidén
% Fructesa |- 43.4]- 10.5 0.8 54

Glucosa 0.17 0.21 0.21 0.10

% Glucosa 130 70 91.3 34.5
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El contenido en azucares residuales totales es superior al
encontrado en las otras dos variedades ya comentadas, como era
de esperar puesto que las concentraciones iniciales en el mosto

de esta variedad son muy superiores a las de los otros.

Fructosa. El valor més alto se encuentra en el testigo,
siendo menor en JS, JEz y JVc en este orden. A los doce meses en
JT se reduce a la mitad, en JS desciende ligeramente, JEz no se
modifica y JVc aumenta un poco. Los porcentajes de fructosa a los
sels meses son muy altos, siendo el valor de JVc, ya indicado
como el mas bajo, ligeramente inferior al 80%. Después de otros
seis meses los porcentajes disminuyen con todos los tratamientos,

siendo JVc el que presenta menor descenso.

A semejanza de lo gue sucede en la variedad Verdeijo, 1la
fructosa sufre descenso en la concentracidén, pero al ser su
contribucién en el total muy superior en Jerez, se refleja este
descenso en la variacidn de azucares totales, cosa gque no ocurria

en Verdejo.

Glucosa. El vino que presenta mayor cantidad es el que
contiene anhidrido sulfuroso, por detrds se situvan JEz, JVc y JT
por este orden, siendo la concentracidén en JS mds del doble gue
la presente en JT. En el segundo andlisis se aprecia aumento de
concentracidén, del orden del doble, en los cuatro vinos, pero
manteniéndose la misma secuencia que la observada a los seis

meses.
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2.4.4.— Vinos de la mezcla de variedades (MT, MS, MEz,

MVc).

En la tabla VII.S5 se reflejan los resultados de la cuantifi~
cacién de los cromatogramas correspondientes a los vinos
obtenidos en bodega partiendo de mostos mezcla de las tres

variedades.

Tabla VII.5

AZUCARES EN VINOS DE LA MEZCLA DE VARIEDADES

. Tratamiento
Analisis AzZUucares
T g Ez vc
Totales 0.23 0.53 0.22 0.15
]
Fructosa 0.09 0.09 0.01 0.01
6 meses % Fructosa 39 17 4.5 6.6

Glucosa 0.14 0.44 0.21 0.14

% Glucosa 61 83 85.5 93.4

Totales 0.41 0.92 0.52 0.42

Fructosa 0.10 0.24 0.12 .13

12 meses| % Fructosa} 24.4 26 23 31
Glucosa 0.31 0.68 0.40 0.29
% Glucosa 75.6 74 77 69
Totales | 0.18 | 0.39 | 0.30 | 0.27
% Total 78.3 | 73.6 136 180
L Fructosa 0.01 0.15 0.11 0.12
variacion % Fructosa| 11.1 166 1100 w 1200
Glucosa 0.17 0.24 __0.19 0.15
% Glucosa | 121.4 54.5 90.5 107

Las variaciones entre los seis y doce meses de almacenamien-

to son del mismo orden para el testigo y el adicionado con
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anhidrido sulfuroso, y muy superiores en los otros dos tratamien-
tos, siendo el vino que contiene los &cidos citrico y ascdérbico

el que muestra el valor mds elevado.

En el testigo la modificacidén global de azucares se debe
como se observa en la tabla al incremento experimentado por la
glucosa. En los otros vinos es la fructosa la responsable de ese

cambio.

Fructosa. En el andlisis realizado a los seis meses los
vinos con enzimas pectoliticos o© con los &cidos citrico y
ascérbico presentan concentraciones mds de nueve veces menores
gue las encontradas en los otros vinos. Tras otros seis meses,
en el momento de realizar el segundo andlisis, se aprecia gque ha
habido incremento en las concentraciones, los mds destacables
corresponden a MEz y MVc, en ellos se pasa de encontrar 0.01 g/1
a tener 0.13 g/l mientras que en el testigo el valor es prédctica-
mente el mismo.

Glucosa. A los seis meses la concentracién en el testigo y
en el vino tratado con los &cidos citrico y ascérbico es del
mismo orden, muy inferior a la observada en los otros dos que
presentan valores mayores. A 1los doce meses las cantidades
medidas en MT, MEz y MVe duplican a las encontradas a los seis,
en el vino tratado con sulfuroso el incremento es mucho menor {la

tercera parte).

Comparando 1los resultados obtenidos en los vinos univarieta-

les y los de la mezcla de variedades se observa que los porcenta-
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jes de fructosa, cualgquiera gue sea el tratamiento, a los seis
meses es superior en Verdejo y Jerez, pero no en Viura y Mezcla
de variedades en donde la glucosa puede presentar porcentajes muy
superiores a los de fructosa, aunque aqui si influyen los

tratamientos.

A los doce meses se aprecia el mismo fendmeno y en el mismo

sentido comentado en el pdarrafo anterior.

Con relacidén a lo observado en cada uno de los tratamientos,
el comportamiento del testigo y el adiciconado con anhidrido
sulfuroso son muy semejantes, independientemente de los valores
absolutos, en Verdejo, Jerez y Mezcla; los vinos adicionados de
dcido citrico y dcido ascérbico presentan siempre los valores més

altos en el incremento de los porcentajes de azdcares totales.,

Hemos visto que los porcentajes de fructosa respecto a los
totales era o bien marcadamente superior al de glucosa o de un
orden muy proximo, excepto en el vino con enzimas y en el que
contiene citrico y ascérbico en donde son semejantes a los
observados en el vino de la mezcla de variedades. Interpretamos
esta variacién en el comportamiento de logs azudcares sobre todo
en el testigo, debido a que las vinificaciones tienen lugar de
forma espontdnea, por tanto se producird una competencia
interespecie que no tiene porque corresponder con la realizada

en los vinos univarietales.
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2.4.5.~ Vinos de los fangos de la variedad Verdejo (FVT,

FVv3, FVEz, Fvvc]).

Tabla VII.é

AZUCARES EN VINOS DE LOS FANGOS DE VERDEJO

Tratamiento
Andlisis Azicares
T 5 Ez vc
Totales 0.32 0.29 0.24 0.36
Fructosa 0.11 0.10 t 0.10
6 meses |% Fructosa| 34.4 | 34.5 4.2 1 27.8
Glucosa 0.21 0.19 0.23 0.26
% Glucosa 65.6 65.5 95.8 72.2
Totales 0.47 0.57 0.62 0.71

Fructosa 0.13 0.15 0.15% 0.29

12 meses|}| % Fructosa 27.6 26.3 24.2 40.8

Glucosa 0.34 0.42 0.47 0.42

% Glucosa 72.4 73.7 75.8 59.2

(=

Totales 0.15 0.28 0.38 0.35

% Total 46 .9 96.5 158.3 97.2

o Fructosa | 0.02 0.05 | 0.14 0.19
Variacion

% Fructosa| 18.2 50 1400 190

Glucosa 0.13 .23 0.24 0.16

% Glucosa 61.9 121 104.3 61.5

A los seis meses en T, S, y VC las cantidades y porcentajes
de fructosa y glucosa son semejantes, como se cbserva en la tabla
VII.6, aunque los valores de los vinos Ve podrian considerarse
ligeramente superiores en valores absolutos. En el vino con
enzimas pectoliticos el valor de la fructosa es menor de 0.01

(cantidades traza) mientras que la glucosa mantiene un valor real
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semejante al de los otros tratamientos y al de el vino testigo,
pero dada la diferencia entre los valores absolutos de ambos

azucares, los porcentajes son muy distintos.

A los doce meses la concentracion de glucosa se ha duplica-
do, mientras que la de fructosa se mantiene en los mismos valores
en T, 8 y Vg, razén por la cual la contribucidén del primero
aumenta en igual grado para los tres tratamientos. En el vino con
enzimas la cantidad de glucosa también se ha duplicado, presen-
tande la misma concentracidén que en los otros tratamientos, pero
como la fructosa ha aumentado considerablemente el porcentaije
disminuye, aungue su contribucién sigue siendo mayor gue en los

otros.

2.4.6.~ Vinog de los fangos de la mezcla de variedades

FMT, FMS, FME=z, FMvVec).

A los seis meses del embotellado, en el vino tratado con
enzimas pectoliticos solo se aprecia fructosa en cantidades traza
(tabla VII.7); a los doce meses se mide mayor cantidad de este
azucar en todos los vinog, siendo en FMez donde se observa el

mayor incremento.

La concentracién mds alta de glucosa se valora en el vino
con los dcidos citrico y ascdrbico y la mds baja en el testigo.
A los doce meses, al igual gque para fructosa, también hay
incremento de concentracidn, el mds importante se da en el vino

con enzimas pectoliticos.
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Tabla VII.7 AZUCARES EN VINOS DE LOS FANGOS DE
LA MEZCLA DE VARIEDADES

o ) Tratamiento
Analisis Azucares
T 5 Ez Ve
Totales 0.27 0.31 0.17 0.38
Fructosa 0.13 0.13 t 0.17
6 neses % Fructosa| 48.1 41.9 5.9 44.7
Glucosa 0.14 0.18 0.16 0.21
% Glucosa 51.9 58.1 94.1 55.3
Totales 0.40 0.42 0.46 0.53
| Fructosa Q.14 0.14 0.13 0.20
12 meses| % Fructosa 35 33.3 28.3 37.7
Glucosa 0.26 0.28 0.33 0.33 ]
% Glucosa 65 66.7 71.7 62.3
Totales 0.13 0.11 .29 0.15
% Total 48,1 35.5 170.6 39.5
. . Fructosa 0.01 0.01 0.12 0.03
Variacidn
% Fructosa 7.7 7.7 1200 17.6
Glucosa 0.12 0.10 0.17 0.12
% Glucosa 25.7 55.5 106.2 57.1

2.4.7.~ Vinos varietales de Verdeijo con levaduras de bodega

en pureza (VR1, VR2, VR3).

Con el paso del tiempo se observa aumento de concentracidn
de azucares totales en VR1 y VR3, mientras que los valores en VR2

permanecen constantes (tabla VII.8).

Fructosa. El1 porcentaje respecto a los azucares totales

aumenta entre los dos muestreos en VR1, sin embargo en VR2 y VR3
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es semejante, aun cuando la cantidad real sea mayor a los doce

mneses.

Tabla VII.8

f AZUCARES EN VINOS DE VERDEJO POR INDUCCION CON
LEVADURAS
Levadura
Andlisis Azudcares
R1 R2 R3
Totales 0.16 0.07 0.27
Fructosa |t (0.01) |t (0.01) 0.17
6 meses % Fructosa 6.3 14.3 62.9
Glucosa 0.15 0.06 0.10
% Glucosa 93.7 85.7 37.1
Totales 0.47 0.08 0.35
Fructosa 0.15 0.01 0.23
12 neses| % Fructosa 31.9 12.5 65.7
Glucosa 0.32 G.07 0.12
% Glucosa 68.1 87.5 34.3
Totales 0.32 0.01 0.08
% Total 200 14.3 29.6
. . Fructosa 0.14 0 0.06
Variacién
% Fructosa 1400 0 35.3
Glucosa 0.17 0.01 0.02
% Glucosa 113 16.6 20

Glucosa. la cantidad de este azicar se duplica en VRI1,
manteniéndose dentro del mismo orden entre los dos periodos para
los otros dos vinos, para estos los cuatro valores son similares.
El porcentaje de glucosa con relacidén a los azucares totales
desciende significativamente en VR1, luego este carbohidrato

presenta menor contribucidén al total a los doce que a los seis
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meses. En VR2 y VR3 los porcentajes no varian entre los dos

muestreos, aungue si el valor de ellos, puesto gue en VR2 es del

orden del 85% vy en VR3 tan solo del 35%.

La los

importancia de porcentajes relativos de estos
azucares en los vinos comentados, en nuestra opinién, se traduce

en una caracteristica organoléptica, ya que sgi la contribucidn
al total de azicares residuales es mayor para la fructosa,
implica un mayor dulzor del vino, puesto gue esta tiene mavor

poder edulcorante gue la glucosa.

2.5.~ Actuacidn de especies filmdgenas.

Para los dos azicares las cantidades presentes son superio-
res en el vino que no estuvo en contacto con madera; la fructosa
se encuentra en una cantidad 2 veces superiocr, mientras que la

glucosa es casil 4 veces mds alta (tabla VII.9).

Tabla VII.9

AZUCARES EN LOS VINOS ANTES Y DESPUES DEL VELO
VINOS VINCS DOS MESES BAJO VELO
AZUCARES P
5M CM SM1663|CM1663)5M1685| CM1685
Totales 0.58 0.18 0.05 0.05 0.05 0.04
Fructosa 0.19 0.09 tr 0.02 tr 0.02
% Fructosa 32.7 50 20 20 40 50
Glucosa 0.35 0.09 0.04 0.03 0.04 0.02
% Glucosa 67.3 50 80 60 80 50

Los resultados obtenidos tras el periodo de permenencia con

velo estdn reflejados en la tabla VII.O.
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cuando se partidé de vinos sin maderizar, tras el periodo de
permanencia con velo, solo se observan cantidades traza de
fructosa; las concentraciones de glucosa han disminuido también
durante este periodo, y la cantidad cuantificada es la misma para

las dos levaduras utilizadas.

Cuando se partié de vinos gue habian permanecido durante
seis meses en madera en los resultados obtenidos para 1los
azucares se puede observar que los valores obtenidos para glucosa
y fructosa son semejantes a los obtenidos en vinos sin madera,
pero al haber partido de valores mas bajos, la disminucidén es

nenor.

2.6.~ Vinos de mercado (MN86, MB86, MD).

Sclo se pueden comparar MN y MB, ya que a MD antes de
comercializar se le adiciona Jjarabe. La cantidades de fructosa
y glucosa son parecidas en los dos vinos, ligeramente superior

en MB (tabla VII.10).

Tabla VII.1l0  AZUCARES
EN VINOS COMERCIALES
AZUCARES MN MB
Teotales - 0.19 0.22
Fructosa 0.10 0.10
% Fructosa 52.6 45.5
Glucosa 0.09 0.12
% Glucosa 47 .4 54.5
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3.— Conclusiones.

El mosto de la variedad Jerez es mas rico en azicares
que el de Verdejo, y ademds, contiene mayor cantidad

de fructosa gque de glucosa.

Ia fermentacidn espontdnea presenta la concentracidn

de aziucares residuales mds alta.

Las levaduras de la coleccidén del I.F.I. mantienen
mayor concentracién de azucares residuales que las de

bodega, siendo glucosa el predominante.

Despues de mantener el vino bajo velo, el contenido
en azicares residuales es del nismo orden, con
independencia del vino y levadura filmégena utiliza-

da.

En general durante la conservacién, a los doce meses
hay una cantidad de azlcares superior a la presente

a los seis.

ILa variacidén de los azucares totales entre los seis
y doce meses de conservacidén, parece tener relacidén
con el tratamiento y variedad de uva, observandose
las menores en los vino de Jerez y las mas altas en

los de Viura.
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3.7.- La fructosa es el azucar que presenta mds diferencias

en su comportamiento, en especial en los vinos con
tratamiento con enzimas pectoliticos y con los dcidos

citrico y ascdrbico.

El tratamiento con enzimas pectoliticos provoca una
acumulacién del mismo orden para todos los tipos de

vino excepto los obtenidos de la variedad Verdeijo.



VITT .— CONCI.USTONES






La variedad Jerez, que presenta los seis géneros de
levaduras identificadas, tiene asi mismo la mayor
rigueza en compuestos fendlicos de bajo peso molecu-

lar, polialcoholes y azucares.

Los compuestos fendlicos en general y el eritritol
aumentan con la fermentacién independientemente de la

variedad de uva.

Con las levaduras de primera fase se obtienen las
menores concentraciones de tirosol y triptofol,
productos de fermentacidén. Asi mismo se originan las

mas altas de eritritol.

Entre las levaduras residuales se aisla una especie
filmégena de Saccharomyces gque parece ser propla de la

Zona.

Kloeckera apiculata, Torulaspora rosei y Saccharomyces
ellipsoideus se confirman como la terna de levaduras
mds adecuada para 1llevar a cabo la fermentacidén de

estos mostos de uva.

En los vinos obtenidos respetando la microflora
epifitica natural de los mostos, perc utilizando un
esgquema secuencial de levaduras autéctonas, sin

adicién por tanto de anhidrido sulfuroso en la fermen-
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10.-

tacidén, se observa que la adicién 25 ppm de esta
molécula antes de embotellar impide la viabilidad de

levaduras residuales.

Bajo la accidén de las levaduras de velo el contenido
de compuestos fendlicos y azudcares desciende, llegando
a alcanzar para cada grupo valores semejantes. El1

arabitol y el eritritol también disminuven.

Con la conservacidén disminuye el triptofol y aumentan
el tirosol y los polialcoholes totales, independiente-

mente del tratamiento y variedad de uva.

En los vinos, el tratamiento con enzimas pectoliticos
implica menor cantidad de esteres tartdricos de los
dcidos c¢indmicos y mayor de esos 4&cidos libres vy

produce el menor aumento de polialcoholes.

A lo largo del trabajo se ha puesto de manifiesto que
la variedad Jerez presenta unas caracteristicas muy
diferenciadas de las de Verdejo, de forma gue su
presencia, en gran cantidad, podria modificar los
vinos de la zona, y originar otros en los gue esta
ultima perderia parte de su importante contribucidn en

los vinos de Nava.
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