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PRESENTACION



Esta tesis doctoral ha sido desarrollada gracias a la beca de Formacién de Profesorado
Universitario (FPU) niamero FPU2017/03410, en el marco del Subprograma Estatal de Formacion
en 1+D+i 2017. El presente trabajo se realizd en el Laboratorio del Aroma y Enologia (LAAE) en
Zaragoza. La presente tesis busca evaluar el impacto de los distintos perfiles polifendlicos en la
longevidad del aroma del vino, poniendo especial atencion en la acumulacién de aromas propios
de la oxidacion (acetaldehido y aldehidos de Strecker) y en la preservacion de los aromas

varietales mas labiles (mercaptanos polifuncionales, MPF).

Este trabajo estd compuesto de una introduccidn, cinco capitulos y un apartado de conclusiones.
La introduccion recoge un breve resumen de la historia del vino y el estado actual del
conocimiento sobre su aroma y polifenoles. Existe un apartado amplio que trata el envejecimiento
del vino desde el punto de vista del aroma, incidiendo en situaciones de exceso de oxigeno o de
ausencia total del mismo. La Ultima seccidn esta dedicada a las técnicas y metodologias usadas

para el andlisis quimico de los compuestos responsables del aroma del vino.

El objetivo del primer capitulo fue conocer y evaluar el papel que juegan los distintos perfiles
polifendlicos sometidos a distintos tratamientos de envejecimiento oxidativo sobre la evolucion
del aroma del vino. Para eso, se envejecieron vinos sintéticos suplementados con 3 fracciones
fendlicas aromaticas (FFAS) distintas a lo largo de 2 meses, a 35 °C y bajo diferentes dosis de O;
(anoxia, 7, 20, 50 mg/L y ad libitum). Se analiz6 acetaldehido, aldehidos de Strecker, alcoholes,
compuestos de aroma varietal, mercaptanos polifuncionales y otros parametros basicos a tiempo

0y después de 1y 2 meses.

Uno de los resultados mas inesperados del primer capitulo fue que las muestras mostraron
inicialmente potenciales redox muy altos (158-180 mV), eran avidas consumidoras de O, y tenian
una alta reactividad hacia los mercaptanos polifuncionales, por lo que se abordaron las

experiencias del segundo capitulo.

El tercer capitulo experimental recoge el estudio del efecto que posee el perfil polifenélico en la
acumulacioén de acetaldehido y aldehidos de Strecker y en la inestabilidad de los MPFs en la
oxidacion mediante la oxidacion forzada de reconstituidos de FFAs sometidos al tratamiento
optimizado en el capitulo anterior. Se trabajé con 15 FFAs de 3 variedades de uva tinta: 6 de
Garnacha, 7 de Tempranillo y 2 de Moristel. Estas fueron reconstituidas de forma estandarizada
con idénticos grado alcohdlico, pH, contenido de metales, aminoécidos, glutation (GSH), cisteina

(Cys) y mercaptanos polifuncionales (MPFs). Los reconstituidos de FFAs fueron caracterizados



quimicamente en términos de contenido fendlico, tanico y en sus caracteristicas cromaticas.
Posteriormente se sometieron a un mes de crianza en condiciones oxidativas a 35°C, manteniendo
un control en anoxia, transcurrido el cual, se analizaron los contenidos de aldehidos de Strecker,
acetaldehido, MPFs, otros aromas labiles y 5 parametros polifendlicos (indice polifendlico total
(IPT), color, concentracion de taninos totales y pigmentados y actividad tanica) de las muestras.
Las muestras de Tempranillo, con los niveles mas altos de delfinidina y prodelfinidinas, y los mas
bajos de catequina, consumieron el oxigeno mas rapidamente pero acumularon menos aldehidos

de Strecker y mantuvieron cantidades inferiores de MPFs en anoxia.

En el cuarto capitulo se verifica experimentalmente el papel atribuido en el experimento anterior
a la delfinidina y catequina, como moduladores del consumo de oxigeno y acumulacién de
aldehidos de Strecker. Esto se lleva a cabo en medios complejos (reconstituidos de FFAS) y en
vino sintético. En este segundo medio simple se realiza una adicion individualizada de 8
polifenoles (2 antocianos, 2 flavanoles, 2 flavonoles y 2 acidos fendlicos) para estudiar la
influencia de los mismos en la respuesta al oxigeno. En ambas experiencias se dop6 con
aminoacidos de Strecker y tras el mes de oxidacion se midié el oxigeno consumido y la

acumulacién de aldehidos.

El ultimo capitulo se centra en el estudio de la reactividad de los MPFs en el vino, para lo cual se
llevan a cabo tres experiencias. En el primer experimento se llevd a cabo el estudio de la
supervivencia de los MPFs en reconstituidos de FFA de mistelas de Tempranillo y Garnacha, en
condiciones de oxidacion, para verificar la influencia varietal. En el segundo experimento se
evalud la reactividad de los MPFs en distintas matrices (1 vino blanco, 2 rosados, 2 tintos jovenes,
2 tintos envejecidos y un reconstituido de FFA) en anoxia. Todos ellos experimentaron una caida
de los niveles de MPFs, por lo que se lanz6 el tercer experimento para elucidar las estructuras
resultantes de la reaccion de los MPFs en el vino en condiciones andxicas. En dicho ensayo un
mismo vino fue dividido en dos alicuotas, una suplementada con una alta concentracion de MPFs
y la otra no, quedando como control. Ambas muestras fueron envejecidas durante un mes en

estricta anoxia, tras el cual fueron analizadas por UPLC-QTOF-MS en modo no dirigido.



RESUMEN



La presente tesis busca evaluar el impacto de los distintos perfiles polifendlicos en la longevidad
del aroma del vino, poniendo especial atencién en la acumulacion de aromas propios de la
oxidacion (acetaldehido y aldehidos de Strecker) y en la preservacién de los aromas varietales

maés labiles (mercaptanos polifuncionales, MPFs).

El primer capitulo muestra un experimento en el que se envejecieron vinos sintéticos
suplementados con 3 fracciones fendlicas aromaticas (FFAS) distintas a lo largo de 2 meses, a 35
°C y bajo diferentes dosis de O, (anoxia, 7, 20, 50 mg/L y ad libitum). Se analizaron acetaldehido,
aldehidos de Strecker, alcoholes, compuestos de aroma varietal, mercaptanos polifuncionales y
otros pardmetros basicos a tiempo 0 y después de 1 y 2 meses. Los vinos modelo conteniendo
FFAs mostraron inicialmente potenciales redox muy altos (158-180 mV) y ser avidos
consumidores de O.. El potencial redox disminuy6 fuertemente durante el almacenamiento en
todas las condiciones excepto en la dosificacion ad libitum. Incluso en anoxia completa, los
mercaptanos polifuncionales se oxidaron a formas disulfuro con diferente intensidad en un mes
(>80 % de 3-mercaptohexanol, <10 % de 4-metil-4-mercaptopentanona) y sus niveles totales
continuaron descendiendo el segundo mes. Solo a bajas dosis de O, y en FFAs ricas en
polifenoles, se produjo acetaldehido a las tasas molares esperadas. Estas tasas fueron
consistentemente bajas (<33%) para la FFA pobre en polifenoles y disminuyeron fuertemente con
las dosis de O.. Los aldehidos de Strecker se formaron por degradacion de Strecker de sus
correspondientes aminoacidos precursores siguiendo el orden PHE > MET = ILE > LEU = VAL,
y no por oxidacion de alcoholes. Sus concentraciones descienden tras mostrar un maximo, lo que
sugiere gque reaccionan con material polifenolico siguiendo el orden metional << 2-metilbutanal
= fenilacetaldehido < 3-metilbutanal < isobutanal. Tanto las tasas de formacion como las de
degradacion variaron significativamente con las FFAs. La oxidacion ejercié un efecto marginal

sobre los niveles de linalol, mientras que disminuy® significativamente los de TDN.

El tercer capitulo experimental recoge el estudio del efecto del perfil polifendlico en la
acumulacion de aldehidos de Strecker y la inestabilidad de MPFs en la oxidacion de vinos modelo.
Se trabajé con 15 FFAs de 3 variedades de uva tinta: 6 Garnacha, 7 Tempranillo y 2 Moristel.
Estas fueron reconstituidas de forma estandarizada con idéntico grado alcohélico, pH y contenido
de metales, aminoécidos y MPF. Los reconstituidos de FFAs fueron caracterizados quimicamente
en términos de contenido fendlico, tanico y en sus caracteristicas cromaticas. Posteriormente se
sometieron a oxidacion forzada a 35°C durante un mes, manteniendo controles en anoxia.
Transcurrido el mes de envejecimiento se analizé el contenido de aldehidos de Strecker,
acetaldehido, MPFs, otros aromas labiles y 5 parametros polifendlicos (IPT, color, concentracion

de taninos totales y pigmentados y actividad tanica) de las muestras. Las diferencias entre



muestras, practicamente debidas en exclusiva a sus perfiles polifendlicos, influyeron significativa
y poderosamente en el comportamiento oxidativo. Las velocidades de consumo de oxigeno
variaron entre 5.6 y 13.6 mg L*dia’* -mas de un factor 2, la acumulacion de aldehidos de Strecker
lo hizo en un factor 2.5, y la permanencia de los MPFs varié en factores entre 1.9 y 4.5. Sin
embargo, la acumulacién de acetaldehido fue baja y homogénea (11-15 mgL™?). Las muestras de
Tempranillo, con los niveles méas altos de delfinidina y prodelfinidinas, y los mas bajos de
catequina, consumieron el oxigeno mas rapido pero acumularon menos aldehidos de Strecker y

mantuvieron cantidades inferiores de MPF en anoxia.

En el cuarto capitulo se evalla el efecto de distintos polifenoles sobre la velocidad de consumo
de oxigeno (OCRs) y sobre la acumulacién de acetaldehido y aldehidos de Strecker (SAs) a lo
largo de un mes de oxidacion. En un primer estudio, se doparon delfinidina y catequina sendos
reconstituidos conteniendo fracciones fendlicas y aromaticas (PAFs) extraidas de Garnacha y
Tempranillo. En el segundo, se emplearon disoluciones hidroalcohélicas conteniendo un Gnico
polifenol (&cido cumérico, 4cido cafeico, catequina, epicatequina, malvidina, delfinidina,
quercetina o miricetina). En todos los casos, los modelos contenian aminoacidos de Strecker,
GSH, cisteina, cationes metélicos y pequefias cantidades de H.S. Sorprendentemente, solo los
antocianos delfinidina y malvidina indujeron OCRs iniciales superiores a la observada en el medio
modelo sin polifenoles. Consistentemente, en el reconstituido con FFA de Garnacha, la adicion
de delfinidina también aumenté la OCR, y la de catequina al de Tempranillo la disminuy6. La
presencia de epigalocatequina, delfinidina (ambos trihidroxilados) y malvidina hizo disminuir la
proporcién de etanol que se oxida para dar acetaldehido con respecto al control sin polifenol, y la
de catequina lo hizo aumentar. También de manera sorprendente, la tasa de formacion de SAs por
unidad de O, consumido fue méaxima en ausencia de polifenoles, diferenciandose estos en la
capacidad para reducir dicha tasa. Acido coumarico, malvidina y delfinidina son los que
provocaron mayores disminuciones, y la quercetina, seguida del &acido cafeico y la

epigalocatequina los menos efectivos.

El tltimo capitulo se centra en el estudio de la reactividad de los MPFs en el vino, para lo cual se
lanzaron tres experiencias. En el primer experimento se llevo a cabo el estudio de la supervivencia
de los MPFs en reconstituidos de FFAs obtenidas de Tempranillo y Garnacha en condiciones de
oxidacion, verificando una ligera diferencia entre variedades (favorable para la Garnacha). En el
segundo experimento se evalud la reactividad de los MPFs en distintas matrices (1 vino blanco,
2 rosados, 2 tintos jovenes, 2 tintos envejecidos y un reconstituido obtenido de la FFA extraida

de uno de los tintos jovenes) en anoxia. Todos ellos experimentaron una caida de los niveles de



MPFs, siendo mucho més acusada en el reconstituido de FFA que en los vinos y mayor en los
tintos que en los blancos o rosados. En el tercer experimento, mediante analisis metabolémico no
dirigido, ha sido posible estudiar la reactividad de los MPFs a través de la aparicion de nuevas
estructuras y la identificacidn de los precursores de las mismas. Los resultados, contra lo esperado,
han mostrado que la mayor reactividad en condiciones anoxicas de los MPFs no es hacia
polifenoles, sino hacia los compuestos azufrados presentes habitualmente en el vino: SO, H.S,
cisteina y glutation, con los que forman disulfuros, polisulfanos y monosulfonatos. Siendo
estructuras que, posiblemente, pueden revertir el MPF tras una reduccién, el resultado sugiere que

se trata de especies intermedias bajo las que los MPFs existen en los vinos.
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INTRODUCCION



1. HISTORIA Y DEFINICION DEL VINO

El nombre del vino procede del latin vinum, que se sospecha que procede del griego oinos
e incluso del sanscrito véna. El vino a lo largo de la historia ha sido considerado simbolo
de estatus social y testigo imprescindible de grandes banquetes y acontecimientos tanto
religiosos como paganos. Estimandose su nacimiento en la Edad de Bronce (3000 a.C.)
en la antigua Mesopotamia, desde donde luego se extendio hasta Egipto, lugar donde
rivalizé con la cerveza (1). La adaptabilidad de la vid permitio su expansion por Europa,
Ilegando en el 700 a.C. a la Grecia clasica donde adquirié un papel importante en festejos
y ritos litdrgicos, llegando a tener su propia deidad: Dyonisos (2). No fue hasta el 200
a.C. cuando lleg6 el vino a Italia (3). Los romanos asignaron al vino su propio dios: Baco
y su propia festividad, celebrada cada afio. Fue aqui donde aparecio la figura del vinatero,
antecesor del actual bodeguero. El vino gané la connotacion de riqueza, poder y lujo y se
convierte en una importante actividad econdémica que se extenderia con los galos y los
visigodos por Alemania, Francia y Espafia, entre otros. Tanta relevancia alcanzé durante
la historia que actualmente es una de las 7 bebidas mas consumidas en el mundo. En
concreto en Espafia (4), el vino posee una especial relevancia por el valor econémico que
genera y su importancia como elemento vertebrador de muchas zonas rurales, su

aportacion al paisaje, a la gastronomia y turismo de este pais.

La real academia de la lengua espafiola define el vino como “una bebida alcohdlica que
se hace del zumo de las uvas exprimido y fermentado naturalmente” (5). En la ley de la
vifia y el vino, éste queda definido como “el alimento natural obtenido exclusivamente
por fermentacién alcoholica, total o parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de
uva”(6).

No obstante, por todos es sabido que el vino va mas alla de esas definiciones, se trata de
una matriz compleja y dinamica. Cuya diversidad se basa en la amplia gama de factores
que intervienen en su composicién y evolucion a lo largo de la vida de este producto, los
cudles son determinantes para alcanzar su maxima calidad y longevidad. El tipo de uva,
el suelo, el clima, los procesos de vinificacion y tratamientos enologicos son los factores
gue poseen un mayor impacto sobre el aspecto, color, sabor y el aroma del vino final. Por
lo tanto, son considerados parametros clave en la obtencion de vinos de calidad y

longevos.



2. EL AROMA DEL VINO

El aroma de un vino es el resultado de las distintas reacciones quimicas y bioquimicas

que se producen desde la uva hasta el momento de su consumo. Segun su origen

bioguimico pueden clasificarse en varietales, fermentativos, de la madera o de evolucion.

Tradicionalmente, se emplea una clasificacion confusa basada en el momento de

desarrollo del aroma, en primarios, secundarios y terciarios (7). Sin embargo, esa

clasificacion obvia que el aroma varietal se puede manifestar en momentos muy

diferentes del desarrollo (8).

Aromas varietales (primarios en la clasificacion tradicional): Aquellos que
provienen de la propia cepa. Los aportados por la uva ya sea en forma de
precursores o en su forma aromatica. Estos a su vez pueden ser divididos segln
su percepcion sensorial en: florales, vegetales, frutales, minerales, especiados y
terrosos/alquitranados.

Aromas fermentativos (secundarios en la clasificacién tradicional): son aquellos
compuestos aromaticos que se desarrollan durante las fermentaciones alcohdlicas
y malolécticas y por tanto depende del tipo de microorganismos presentes y de las
condiciones en las que tienen lugar estos procesos. Segun la nota perceptiva
aportada pueden categorizarse como aromas: fermentativos (pan y bizcocho),
lacticos y amilicos (esmalte de ufias, platano y barniz).

Aromas de la madera (terciarios o bouquet en la clasificacién tradicional): Son los
componentes aromaticos extraidos de la madera en forma de aromas o de
precursores aromaticos.

Aromas de evolucion (también terciarios o bouquet en la clasificacion
tradicional): Se trata de los compuestos volatiles que se desarrollan por reaccion
quimica a partir de metabolitos primarios (acidos, aminoacidos, aztcares, H.S y
sus precursores) durante la etapa de envejecimiento o crianza en barrica (u otros

contenedores) y la maduracion en botella de los vinos.

Debe hacerse notar que en la clasificacion antigua, dentro del aroma terciario se

englobaban aromas puramente varietales (caso del TDN o de algunos derivados

fenolicos) que proceden de la degradacion quimica de precursores especificos del

aroma producidos por la uva. En esta nueva clasificacion se corrige esta limitacion, si
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bien es importante ser consciente de que el aroma varietal se manifiesta a veces solo

tras afios de envejecimiento. Los grandes vinos expresan su calidad aromatica tras un

largo periodo de envejecimiento requerido para la revelacion del aroma varietal, la
formacion de ésteres etilicos de numerosos acidos de origen diverso y el afinamiento
de su astringencia.

- Aromas de los defectos del vino (9): Aquellos que no son deseados y son
considerados alteraciones organolépticas y por tanto debe evitarse su aparicion.
Pueden producirse a lo largo de todo el proceso de vinificacion y envejecimiento.
Se pueden clasificar en 5 categorias:

1. Vino oxidado: el vino pierde su caracter frutal, presenta aromas a curry a
manzana podrida, verdura hervida o caldo de carne.

2. Vino reducido: el vino presenta aromas a huevo podrido, ajo o col
fermentada.

3. Corcho: este defecto se produce por la aparicion del tricloroanisol (TCA),
aporta notas indeseables a humedad y moho.

4. Excesivo sulfuroso: provoca una percepcion de cerilla quemada
desagradable.

5. Alta acidez volatil: se perciben aromas a vinagre o acetona indeseables.

Debido a la multitud de moléculas y reacciones implicadas en la conformacién del perfil
aromatico final del vino se han llevado a cabo multitud de estudios y trabajos cientificos
cuyo objetivo ha sido identificar y caracterizar los compuestos que forman parte de la
fraccion aromatica del vino. EIl aroma del vino se percibe por la nariz o por la boca via
retronasal (10) y es funcién directa de la composicion quimica del vino. Su percepcion es
el resultado de complejas interacciones entre los compuestos volatiles y no volatiles
presentes en el vino (11). En el caso del vino se ha definido que esta conformado por
alrededor de 1000 compuestos aromaticos (12), si bien las notas positivas pueden
explicarse por tan solo 77 de ellos (13) a los que hay que afiadir un par de docenas mas
para incluir los posibles defectos. Desde el punto de vista quimico, todos los odorantes
son compuestos organicos de pequefio tamafio y bajo peso molecular, con masas
inferiores a los 300 Da y con relativamente altas presiones de vapor, lo cual los dota de
una volatilidad y facilita su liberacion de la matriz continente y su transporte por via aérea

hasta nuestros receptores olfativos.



El vino presenta una amplia diversidad de compuestos aromaticos en cuanto a su
estructura quimica: ésteres, cetonas, aldehidos, acidos, terpenos, lactonas, mercaptanos,
alcoholes superiores y pirazinas (14), entre otros. Sus caracteristicas fisico-quimicas
(polaridad y punto de ebullicion) son también bastante diversas, como lo son los extensos
rangos de concentraciones en las que se encuentran presentes, que van desde los mg L
alos ng L™y los correspondientes umbrales de percepcion. La importancia y contribucion
al aroma global de cada componente aromatico es dificil de ser predicha de antemano, ya
que no solo depende de su actividad aromatica (concentracion normalizada por el umbral
de percepcidn), sino por la capacidad de dicho aroma de ser reconocido en el contexto
aromatico en particular (13,15). En el vino, dicho contexto aromaético viene definido por
los componentes volatiles de fermentacion que forman el “buffer aromatico” (13). S6lo
algunos componentes con notas aromaticas bien distinguibles de las del buffer, son
capaces de introducir notas aromaticas distintivas que mediante procesos de interaccién
a nivel perceptual, van configurando las distintas notas aromaticas del vino (15). La
identificacion de estos componentes, su evaluacion y la comprension de los factores que
afectan a su presencia y evolucion, son primordiales para la obtencion de vinos de calidad

y longevos.

Por otro lado, la percepcion visual del vino es un factor decisivo en la aceptacion y
preferencia de los consumidores. Su aspecto gana importancia a medida que el
conocimiento de los consumidores incrementa y estos se vuelven mas exigentes. Los
factores mas determinantes en este campo son la limpidez o transparencia, entendida
como la presencia 0 no de particulas en suspension, el brillo, la intensidad y el color.
Todas estas propiedades estan intimamente relacionadas con el contenido polifendlico de

los vinos. Al igual que ocurre con la astringencia, el cuerpo y la estructura del vino (16).

3. LOS POLIFENOLES DEL VINO

La uva es la principal fuente de procedencia de los polifenoles. Cada cepa posee una
composicion polifendlica determinada, la cual esta influenciada por factores agronémicos
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y climaticos (17). Ademas, su procesado y las condiciones en las que se lleva a cabo la
vinificacion y envejecimiento del vino condicionan notablemente el perfil polifendlico
del vino final. Esta amplia familia de compuestos se caracteriza por poseer en su
estructura al menos un anillo fendlico con al menos un grupo hidroxilo. Esta descripcion
abarca un amplio y heterogéneo grupo de compuestos que a su vez pueden ser clasificados
como flavonoides y no flavonoides. Siendo los no flavonoides aquellos que contienen
solo un anillo fendlico (figura 1a) y los flavonoides aquellos que contienen al menos dos
anillos fendlicos (anillo A y B). Ademas, estos dos anillos fendlicos propios de los
flavonoides, se encuentran conectados entre si mediante un anillo pirano central que

contiene un oxigeno (anillo C) (figura 1b) (18).

a
OH

Figura 1: Estructura basica de los compuestos fenolicos no flavanoides (a) y flavanoides
(b). Imagen tomada de Li y Duan, 2018 (18).

La familia de los no flavonoides esta dividida a su vez en acidos fendlicos y estilbenos.
Los primeros se encuentran en las uvas frescas, son aquellos compuestos organicos
formados al menos por un hidroxilo fenélico y un grupo carboxilico (19). Los acidos
fendlicos a su vez se subdividen en acidos hidroxicindmicos, que contienen 9 atomos de
carbono, e hidroxibenzoicos, que contienen 7 (tabla 1). Las formas libres de los acidos
hidroxicinamicos no estan presentes en las uvas, se encuentran formando ésteres
tartaricos en la piel y la pulpa de las uvas y es durante la vinificacion y el envejecimiento
cuando por hidrolisis son liberados (18). Los acidos hidroxibenzoicos por el contrario se
encuentran en su forma libre en las uvas tintas (18) y formando ésteres de procianidinas
en las semillas. Los estilbenos, la otra familia de los no flavonoides, juegan un importante
papel en las uvas por su efecto protector frente a los hongos. Estas moléculas estan
constituidas por dos nucleos fendlicos unidos por una cadena insaturada. Poseen un alto
poder antioxidante. Hasta el momento no han sido relacionados de manera directa con
ninguna caracteristica sensorial. Pueden encontrarse en su forma libre o formando
heterdsidos, en ocasiones en forma polimérica (19). El estilbeno mas representativo es el

resveratrol, actualmente muy deseado por sus propiedades bioldgicas y terapeuticas.



Los flavonoides son un grupo de pigmentos ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
Se trata de compuestos hidrosolubles derivados de la 2-fenil-cromona (19) cuyo esqueleto
bésico estd compuesto por 15 atomos de carbono (figura 1b). Se trata de una familia de
compuestos de gran diversidad y complejidad quimica. La amplia diversidad quimica
propia de los flavonoides se debe a que estos compuestos se pueden presentar tanto en su
forma libre como en su forma conjugada. Ademas, podemos encontrarlos unidos a
distintas moléculas de azlcar como la glucosa, la galactosa, la sacarosa o la manosa,
formando di, tri o incluso tetraglucésidos (20,21) asi como al acido quinico, cumarico o
tartarico, galatos y acetilos (tabla 1). Los flavonoides se dividen en tres subcategorias:

flavonoles, flavanoles y antocianos.

Los flavonoles se encuentran principalmente en los hollejos de las uvas, tanto tintas como
blancas y en los raspones. Su biosintesis esta directamente relacionada con la exposicion
solar de la vid (18). Poseen una tonalidad amarillenta-verdosa. Pueden encontrarse en su
forma libre o conjugados con azUcares, principalmente en su forma 3-O-glucosido o 3-O-
glucurdnido y ocasionalmente unidos a galactésidos. Se diferencian de los flavanoles
porque poseen en el anillo pirano C un grupo hidroxilo en C3 y un doble enlace entre C2
y C3 (tabla 1).

Los flavanoles son particularmente abundantes en el vino tinto (436-3600 mg L),
mientras que en los rosados y blancos los encontramos en una menor cantidad (17 y 20
mg L, respectivamente). Se presentan en las uvas en sus formas monoméricas tanto en
los hollejos como en las pepitas en el caso de la catequina, le epicatequina y la
epicatequina-3-O-galato. Mientras que la galocatequina y la epigalocatequina se
encuentran solo en los hollejos. Por lo que existen diferencias entre los flavanoles en sus
formas oligoméricas y poliméricas entre la piel y las semillas de la uva (22). Estas
estructuras son conocidas como proantocianidinas o taninos condensados (tabla 1). Se
forman principalmente a través de la union de un monémero de flavanol por su C4 con
otro en C8. En menor proporcion podemos encontrar dicha unién entre C4 y C6 (23-25).
En los vinos tintos, los polimeros de flavanoles estdn conformados por unidades de
epigalocatequina y como unidades terminales encontrariamos las catequinas. Esta Gltima
también aparece como el flavanol monomérico més abundante. Esta familia de

compuestos, mas concretamente sus formas monomeéricas, han sido relacionadas con el
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amargor, mientras que la astringencia ha sido positivamente correlacionada con el grado

de polimerizacion y el nimero de grupos galoilados de los flavanoles (18,26-28).

Los antocianos son pigmentos hidrosolubles que se encuentran en la uva. Difieren de los
otros flavonoides porque poseen un atomo de oxigeno cargado en el anillo C (tabla 1).
Son los principales compuestos responsables del color del vino tinto. En los vinos blancos
esta familia esta ausente o en cantidades traza. Entre ellos encontramos: la malvidina
(mayoritaria), la delfinidina y la petunidina que aportan una tonalidad rojo-azulada, la
peonidina que posee un color rojo y la cianidina que cuyo tono es rojo anaranjado (29,30).
El color que presentan es pH-dependiente; en su forma de cation flavilio presentan una
tonalidad rojiza, mientras que en su forma base quinoidal adoptan un color violeta; como
chalconas cis o trans son amarillos y por el contrario, en su forma hemiacetal son
incoloros. Por lo que, segun el pH del vino, varia la proporcién en la que se encuentran
estas formas en equilibrio y por tanto modula y matiza la tonalidad que presenta el vino.
La adicion de sulfuroso provoca la pérdida de color de estos compuestos al formar aductos

con el catién flavilio.

Los antocianos se encuentran en la uva en su forma glicosilada. En ocasiones, el grupo
hidroxilo de la glucosa presente en la posicién C6 puede ser esterificado por el &cido
acético o los &cidos fendlicos (tabla 1).



Estructura basica Acidos hidroxibenzoicos R1 R2 R3 R4
os O Acido salicilico OH H H H
) Acido p-hidroxibenzoico H H OH H
Acido gélico H OH OH OH
o I . Acido vainilico H OCH3 OH H
Acido siringico H OCH3 OH OCH3
Acidos hidroxicindmicos R1 R2 R3 R3 modificaciéon
Acido p-cumarico H H OH " (')
Acido cafeico OH OF, W
Acido ferilico OCH3 H OH Acido tartarico
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Kampferolo H H H o 0 oH
Quercetina OH H HH HO OH
Miricetina OH OH H Glucésido
Iroramcetina OCH3 H H 0 0 o
Laricitina OCH3 OH H HO OH ©
OH O Siringetina OCH3 OCH3 H Glucurdnido
Estructura basica Flavanoles R1 R2 R3 R3 modificacion
L Catequina H OH H HO
OH
. 3 [0}
HO o /Ej:(m Epicatequina H OH HO
mn. Galocatequina OH OH H it o
on E Epigalocatequina OH H OH Galato
R
oi|  Procianidinas H
biodemi
O OH
OH Prodelfinidinas OH
OH n
Estructura bdsica Antocianos R1 R2 R3 R3 modificacion
* Delfinidina-3-O-glucosido  OH OH H p e
VI fl i Cianidina-3-O-glucésido ~ OH H H Acetilo
L™ Petunidina-3-O-glucésido OCH3 H H i
L "=Z=<_ " Peonidina-3-O-glucésido OCH3 OH H \=> -
Malvidina-3-O-glucésido OCH3  OCH3 H Cumarico

Tabla 1: Compuestos fendlicos principales derivados de la uva. Adaptacién de Liy Duan,
2018 (18).

Los niveles de concentracion de los polifenoles en los vinos tintos varian segun las
familias: los &cidos hidroxibenzoicos estarian presentes en un rango entorno a los 8-54
mg L%, los &cidos hidroxicindmicos se encontrarian entre los 11-164 mg L%, los
flavonoles rondarian entorno a 4-114 mg L™ (31), los flavanoles seria el grupo que
destacaria con valores de entre 436-3600 mg L™ (32) , mientras que las antocianos se

encontrarian en concentraciones alrededor de los 185-895 mg L™ (33).



La estructura de los distintos polifenoles tiene un papel determinante en su reactividad.
En los anillos aromaticos, los carbonos adyacentes y opuestos a aquellos que poseen
grupos hidroxilo presentan una alta densidad de electrones debida a que los grupos
hidroxilo tienen la tendencia de transferir sus electrones al anillo fenodlico como
consecuencia del efecto mesomérico (18). La actividad antioxidante de los polifenoles
deriva de su capacidad para donar electrones de los atomos de oxigeno de los grupos

hidroxilo, con la consiguiente formacion de quinonas (34).

En el caso de los &cidos fendlicos, el nimero y posicion de los grupos hidroxilo en
relacion con el grupo funcional carboxilo, su esterificacion y su glicosilacion tienen un
gran impacto en sus propiedades antioxidantes. Esta familia de compuestos y sus esteres
mejoran sus capacidades antioxidantes cuanto mayor es el nimero de grupos hidroxilo y
metoxi que presentan en su molécula (35). Por el contrario, el grupo carboxilo ejerce un
efecto de atraccion de electrones, lo que dificulta que el &tomo de hidrdgeno sea donado,
Yy por tanto su presencia tiene un efecto negativo en la capacidad antioxidante. Dentro de
los &cidos fendlicos, los &cidos hidroxicindmicos presentan mayor actividad antioxidante
en comparacion a los acidos benzoicos (36,37). Dentro de estas subcategorias, este poder
antioxidante depende del nimero y posicion de los grupos hidroxilo unidos al anillo
aromatico (38). La posibilidad de que se produzcan enlaces débiles de hidrdgeno entre
los grupos OH por su proximidad en el anillo aromatico ha demostrado reducir dicho
poder antioxidante, por lo que se recalca la importancia de la localizacion de estos grupos
funcionales (39). De modo que, cuanto mas débil es el enlace O-H, superior es la
capacidad de neutralizar radicales libres y por tanto mayor es su capacidad antioxidante.
Ademas, aquellos que poseen los grupos hidroxilo en posicion orto experimentan una
mayor actividad antioxidante (figura 2). Por el contrario, el reemplazamiento de un grupo
hidroxilo por un grupo metoxi ha mostrado empeorar la capacidad antioxidante de estos
compuestos en multitud de estudios (40—42). También debe tenerse en cuenta que la
habilidad para retirar radicales libres del medio mediante la captacion de atomos de
hidrégeno de los hidroxilos en posicion para seria mas estable gracias a la deslocalizacion
del electrén alrededor de toda la molécula, sin embargo si esto ocurre en la posicion meta,
el electron desapareado no puede deslocalizarse por esta (43), lo que provocaria una

menor estabilidad en la molécula una vez ha ejercido su actividad antioxidante.
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meta

para

Figura 2: Posiciones orto, para y meta en el fenol.

En el caso de los flavonoides, la estructura floroglucinol de su anillo fendlico A los dota
de capacidad nucledfila (18). Los carbonos C6 y C8 pueden servir como posiciones
nucleofilas, aunque el C8 es mas proclive a reaccionar con electréfilos debido a su mayor
densidad electronica. En general, la aptitud de los flavonoides para ser antioxidantes
depende de tres factores (44).
- El potencial quelante de metales: Fuertemente dependiente de la capacidad de
reajuste de los grupos hidroxilo y carbonilo en la molécula.
- La presencia de sustituyentes capaces de donar hidrogenos/electrones: aquellos
capaces de reducir los radicales libres
- La capacidad de deslocalizar los electrones desapareados: esto llevaria a la

formacion de radicales fenoxilo estables.

Multiples estudios han demostrado que las propiedades antioxidantes de los flavonoides
se deben a la presencia de los grupos hidroxilo en el anillo B. Al menos deben estar
presentes dos grupos, pues como describid Brunetti y col en 2013 (45), un solo grupo
hidroxilo en el anillo B posee muy baja capacidad antioxidante. Y dependiendo de la
disposicion de los grupos hidroxilo en el anillo B esta capacidad también se ve afectada.
La posicion orto de los dihidroxilados contribuye a incrementar el poder antioxidante del
flavonoide y la conformacién para incluso mas. Con el aumento del nimero de grupos
hidroxilo en el anillo B también se observa un ascenso de la capacidad antioxidante. Sin
embargo, Shahidi y Wanasundara en 1992 (46), describieron que la glicosilacion de los

flavonoides reduce esta capacidad en comparacion a sus homologos no glicosilados.
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El anillo C de los antocianos y de los flavanoles puede encontrarse positivamente cargado
y permitir actuar a estas moléculas como electrofilos en los vinos tintos. Permitiendo que
tenga lugar la reaccion de adicion de Michael con diversos compuestos nucledfilos
presentes en el vino. Esta reaccion podria llevarse a cabo de varios modos dando lugar a
diversos productos como describe Nikolantonaki 2012 (47) y como se muestra en la figura
3. Ademas, los flavanoles y los antocianos en su forma hemiacetal presentan reactividad
nucleofilica. Esto dota a esta familia de polifenoles de un amplio abanico de compuestos
con los que reaccionar modulando asi multitud de caracteristicas de los vinos, ganando
asi peso e importancia su presencia en esta bebida. Por su alta concentracion, son

directamente responsables de las sensaciones en boca, de astringencia y amargor, y del
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Figura 3: Hipdtesis estructural de los productos resultantes de la reaccion entre el 4-
metilcatecol (4MeC) y los nucledfilos (Nu), incluyendo las estructuras que poseen uno o
dos 4MeC y uno o dos Nu. Adaptacion de Nikolantonaki 2012 (47).

4. EL ENVEJECIMIENTO DEL VINO

La relevancia del estudio de las interacciones moleculares que tienen lugar en el vino es

esencial tanto para conseguir vinos iconicos, los cuales precisan de una vida larga para
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llegar a ser referencia, como aquellos de calidades mas modestas que en un entorno de
globalizacidn seran transportados a lugares lejanos en condiciones no controladas durante

las que podrian resentirse sus cualidades.

Al hablar sobre la longevidad de un vino, debemos tener en cuenta que es un fenémeno
multifactorial en el que el peso de los diversos factores no es totalmente conocido.
Aunque el contenido en material fenolico tiene un efecto, la experiencia muestra que
vinos con contenidos fendlicos muy bajos, como son vinos de Pinot Noir o Chardonnay
de la Borgofia, o Riesling alsacianos, tienen capacidades de envejecimiento muy altas, en
fuerte contraste con la escasa longevidad de algunos vinos de zonas mediterraneas.
Igualmente, aunque el pH también sabemos que tiene un efecto, hay vinos de alto pH
(Ribera del Duero) que son mucho mas longevos que sus equivalentes de pHs més bajos
(Rioja).

La longevidad esté relacionada con la capacidad del vino para:

1. Que su color se mantenga estable.

2. Que no se acumulen ni acetaldehido ni los otros aromas de oxidacion,
fundamentalmente aldehidos de Strecker.

3. Que no se oxiden los aromas varietales de mayor interés.

La estabilidad oxidativa del color ha sido objeto de numerosos estudios. La acumulacion

de aldehidos de Strecker ha sido también recientemente estudiada, concluyéndose que

depende en primer lugar de la cantidad de estos aldehidos ya presentes en el vino (48) y

fundamentalmente formados en la fermentacion (49), y en segundo lugar de la capacidad

intrinseca de dicho vino para formar aldehidos a partir de la degradacion de Strecker de

los aminoacidos precursores presentes. Esta capacidad ha podido ser parametrizada con

tres factores (50):

1. El contenido en aminoacidos precursores; a mas aminoacidos, mas aldehidos.

2. El contenido en catalizadores metalicos; a més hierro, mas aldehidos.

3. La presencia de ciertos polifenoles, que inicialmente (51,52) se atribuyé a su
reactividad hacia los aldehidos (propiedades ARPs —aldehyde reactive polyphenols);

a mas polifenoles reactivos, menos acumulacion de aldehidos.
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En cuanto a la oxidacion de los aromas varietales, los mas sensibles de todos ellos son los
mercaptanos polifuncionales, que son tres moléculas aromaticas de alta potencia (3-
mercaptohexanol —3MH, acetato de 3-mercaptohexilo -3MHA y 4-metil-4-mercapto-2-
pentanona -4M4MP) que juegan un papel esencial en la percepcion de fruta fresca (53).
Dejando de lado 3MHA, que se hidroliza de manera natural en acido acético y 3MH, la
estabilidad de las otras moléculas esta ligada a la reactividad del grupo mercapto, que es
muy sensible a la oxidacion. Se ha evidenciado que estos mercaptanos complejos pueden
formar disulfuros (54) y que pueden también reaccionar con quinonas via reacciones de
adicion (tipo Michael-1,4) (47,55). La importancia de los metales como catalizadores en
estos procesos es cualitativamente conocida, habiendo primeras evidencias de que la
oxidacion podria inhibirse mediante agentes quelantes (56). Otros aromas varietales como
el linalol o el geraniol, son también moléculas sensibles al oxigeno como muestra la
positiva influencia de antioxidantes en su estabilidad (57). Los niveles de algunos otros
aromas relevantes, como son la B-damascenona o la E-whiskylactona podrian también

disminuir en ciertas condiciones oxidativas, pero los resultados no son concluyentes (58).

Todos los factores descritos anteriormente deben ser tenidos en cuenta durante el proceso
de envejecimiento para obtener vinos de gran complejidad aromatica y evitar posibles

defectos que puedan llevar a la pérdida de la virtuosidad del vino.

En el caso de los vinos jovenes, una vez han sido fermentados, se espera que mantengan
sus cualidades organolépticas el mayor tiempo posible, por lo que el objetivo es conservar
el vino de manera que se produzcan los minimos cambios posibles. Sin embargo, en
ciertos vinos se busca generar cambios especificos en sus propiedades sensoriales.
Dependiendo de cual sea el futuro deseado para el vino estos seran tratados y almacenados
de una forma u otra. Los vinos en los que se busca poco o ningin cambio se mantendran
en vidrio o en materiales inertes, cuya finalidad sera solo la de contener el vino. La
composicion del contenedor no afectara a las reacciones que tienen lugar en el propio
vino. Mientras que existen otros recipientes con materiales que intervienen en la
evolucion quimica y fisica como es el caso de las barricas. En estos Gltimos, ademas,
gracias a la porosidad de la madera tiene lugar la entrada paulatina de oxigeno,
permitiendo asi que tengan lugar reacciones propias de la oxidacién como son las
reacciones redox, Yy reacciones de adicion y condensacién asociadas a procesos

oxidativos. Este envejecimiento se denomina “oxidativo” 0 “en barrica”. Por el contrario
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en aquellos vinos que se encuentran en vidrio o en tanques de acero inoxidable donde el
oxigeno no puede penetrar tendran lugar reacciones de reduccion y es conocido como
envejecimiento “reductor” 0 “en botella”. En ambos casos se daran ademés otras
reacciones de esterificacion e hidrdélisis cuyo transcurso es independiente del estado
redox. Por lo que multitud de reacciones pueden tener lugar dependiendo del contenedor
que almacene el vino, el tiempo de contacto, la composicion del propio vino y las

condiciones exteriores que tienen lugar durante este almacenamiento.

Estos dos tipos de envejecimiento son conocidos como envejecimientos quimicos, pues
no dependen de la presencia de microorganismos. El envejecimiento bioldgico implica la
presencia de ciertos tipos de levaduras, como la levadura en flor, que aportan compuestos

especificos al vino caracteristicos de la levadura.

El envejecimiento quimico por lo general se lleva a cabo en dos fases: la primera es la
fase “oxidativa” la que como anteriormente hemos mencionado se lleva a cabo en la
barrica y la segunda, la “reductora”, que se produce una vez el vino es embotellado, ya
en el interior de la botella. Segun la duracion de estas fases el vino se clasifica en 4
categorias, que pueden variar dependiendo de zonas vitivinicolas:
- Joven: No tienen paso por barrica o esta fase tiene una duracion inferior a los dos
afios
- Crianza: Aquellos vinos cuyo envejecimiento tiene una duracion de 24 meses, de
los cuales, al menos 6 se han llevado a cabo en una barrica de madera de roble.
- Reserva: Estos vinos se han envejecido durante al menos 3 afios, con un paso
como minimo de 18 meses por barrica.
- Gran reserva: Deben haber experimentado un paso por bodega no inferior a 5 afios

y al menos 18 meses en barrica de roble.
A continuacion, procederemos a describir brevemente algunos de los cambios sensoriales

que se producen en el vino a lo largo de estas etapas de envejecimiento en barrica y

botella.
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Envejecimiento oxidativo o en barrica

Se basa en el intercambio gaseoso que tiene lugar a través de los poros de la maderay la

extraccion de distintos componentes presentes en la misma; por lo que el contacto del

vino con la madera es esencial, permitiendo asi que el vino se oxigene y se enriquezca de

taninos procedentes de la madera. Principalmente se obtiene esta madera del roble, sin

embargo, se han usado también del cerezo, de la acacia y del nogal dependiendo de las

caracteristicas organolépticas perseguidas. Los tratamientos a los que son sometidas estas

maderas también tienen cierta influencia sobre el vino. Asi el proceso de tostado y secado

tienen su repercusion en las propiedades finales del vino. Los compuestos extraidos de la

madera al vino pueden clasificarse en volatiles y no volatiles. Dentro de los volatiles

encontramos:

Furano-aldehidos: furfuraldehido, 5-metilfurfural y 5-hidroximetilfurfural. Esta
familia de compuestos puede aportar aromas a almendra y a almendra tostada,
pero su contribucion sensorial, excepto en barricas muy tostadas, es limitada.
Compuestos heterociclicos voldtiles: esta familia de compuestos puede ser
clasificada a su vez en dos subcategorias:

e Oxigenados: aportan aromas a tostado y caramelo.

¢ Nitrogenados: aportan notas a cacao y pan tostado.
Aldehidos fenolicos: se forman a partir de la degradacion de la lignina por el calor
o por la hidrdlisis alcohdlica. La vainillina es el compuesto mas caracteristico.
Fenoles volatiles: dependen del grado de tostado de la madera. Entre ellos se
encuentra el guaiacol, el 4-metilguaiacol y el eugenol.
Lactonas: proporcionan aromas a madera y coco. La principal es la whiskey

lactona.

En los no volatiles podemos hallar:

Acidos fenolicos

Flavanoles

Elagitaninos o taninos hidrolizables: cadenas lineares de acido galico esterificadas
con glucosa. Contribuyen a la estabilizacién del color mediante la proteccion de
los antocianos.

Cumarinas: aportan un fuerte amargor.

Galotaninos: son poco abundantes en la madera por lo que a pesar de proporcionar

un fuerte amargor tienen poca repercusion.
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La presencia del oxigeno durante este almacenamiento oxidativo provoca la aparicion de
aldehidos y cetonas como resultado de la oxidacion de sus alcoholes precursores. El
acetaldehido es el predominante, ya que aparece como resultado de la oxidacion del etanol
a través de la reaccion de Fenton (figuras 4 y 5). Esta molécula de gran volatilidad aporta

un aroma a manzana verde o nueces.

Fe(ll) Fe(ll)
02 ﬁ. HOZ. H202
Fe(lll) Fe(lll)

Figura 4: mecanismo de formacion de perdéxido de hidrogeno. Imagen tomada de
Danilewicz 2021(54).

Hzoz_\T’ HO* —— CHCHOH —* i CH.OH
Fe(lll . 1+HER (1) e~l H*
3
. Fe(ll)
on” e/ H* P PeH

I I
CH,CH-OH =+—— CH3CH-OH<—L CH,CH-OH

v

Fe(lll)

Figura 5: mecanismo de formacion de acetaldehido: reaccion de Fenton. Imagen tomada
de Danilewicz 2021 (54).

El acetaldehido tiene una reactividad notable como electrofilo, siendo susceptible de
ataques nucleofilos, por lo que es capaz de reaccionar con algunos de los polifenoles
presentes en el vino, dando lugar a la formacion de nuevas estructuras. El acetaldehido
reacciona con los antocianos, especialmente con la malvidina (antociano mayoritario),
dando lugar a la vitisina B (figura 6) (60), uno de los principales piroantocianos que

podemos encontrar en el vino.

17



Acetaldehido

Oon
CH,OH

H3C

Malvidin-3-O-glucésido Vitisina B

Figura 6: mecanismo de formacion de la vitisina B a través de la adicion del acetaldehido
a la malvidina-3-O-glucésido. Adaptacion de Zhang y col., 2021 (61)

Por otro lado, el acetaldehido es capaz de formar puentes de etilo entre los antocianos y
los flavanoles y la formacion de taninos, estabilizando asi el color del vino y
disminuyendo la astringencia de los vinos (62). Sin embargo, una excesiva polimerizacion
puede conllevar la aparicidn de precipitados. Los puentes de etilo entre los antocianos y
los flavanoles también pueden romperse dando lugar a etil-flavanoles y vinil-flavanoles
(63). Los primeros pueden repolimerizar y los segundos pueden reaccionar con los
antocianos rindiendo piroantocianinas (figura 6), las cuales se caracterizan por tener una
tonalidad naranja. Son estas las responsables del color anaranjado propio de los vinos que
han sufrido una oxidacion excesiva. Otras piranoantocianinas pueden aparecer por la
reaccién entre antocianos y los vinilflavanoles procedentes de la ruptura de unidades de
polimeros de flavanol o de flavanol-antociano mediadas por puentes de etilo (61) (figura
7).
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R=H o flavanol R=H o favanol
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OH R
Piranoantociano-flavan-3-ol
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Flavan-3-ol-etil-antociano
R=H
Tanino-etilo-antociano Tanino-etilo-antociano
R~ Flavanol R= Flavanol

R1=H; R2=H or OH R1=H; R2=H or OH

Flavan-3-ol-etil-flavan-3-ol

R=-H

Figura 7: Mecanismo de formacion del 8-vinilflavanol y de la piranoantociano-flavan-3-
ol. Adaptacion de Zhang y col., 2021 (56).

Asi mismo queda demostrado que el oxigeno esta implicado en multitud de reacciones en
las que participan los polifenoles y que como resultado tiene la estabilizacion del colory
la reduccién de la astringencia, produciéndose asi una mejora de las caracteristicas

organolépticas del vino.

Envejecimiento reductor o en botella

Durante el almacenamiento en ausencia de contacto con el aire, a menudo denominado
reductor, los cambios que se producen son los resultantes de las reacciones quimicas de
los compuestos ya presentes en el vino, alguna de las cuales mejora las caracteristicas
organoleépticas del vino. Tienen importancia las reacciones de esterificacion de acidos y
las de hidrdlisis (y otros rearreglos quimicos espontaneos pero lentos) en la modulacion
del aroma y una serie de reacciones de condensacion y tal vez de sulfonacion (64-66) que
contribuyen a refinar la fraccion fendlica para estabilizar el color y afinar el amargor y la
astringencia. La tendencia evolutiva de estos compuestos durante la reduccion en botella

se recoge en la tabla 2.
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Aumentan Disminuyen

Pigmentos

Antocianos poliméricos
Antocianos monomericos
Piranoantocianos

Polimeros antociano-flavanol
Aductos antociano-alquilo

*

Fenoles volatiles

4-vinil guaiacol
4-vinil fenol
Etilfenoles

Flavonoides

Catequina
Epicatequina
Kampferol

Tioles

Mercaptanos varietales (3MH, MHA, 4AMMP)
Mercaptanos complejos (2FMT, BMT)

Acidos fenolicos

Acido cafeico

Acido galico

Acido p-cumérico
Acidos hidroxicindmicos
Acido siringico

Acido caftarico

Acido cutérico

Acido fertarico

Acido fertlico

Esteres

Acetato de etilo

Esteres de etilo de &cidos grasos
Acetatos de alcoholes superiores
Acetoina

Terpenoles

Linalol
Geraniol
a-terpineol

Aldehidos

Acetaldehido
Metional
Fenilacetaldehido
Octanal

Nonanal

Decanal

Furfural

Norisoprenoides

[-damascenona
-ionona
TDN
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Flavanoles monoméricos *
Taninos  Epigalocatequina *
Galocatequina *

Tabla 2: Tendencia evolutiva de algunos compuestos del vino durante el envejecimiento
en botella. Adaptacion de Echave y col., 2021 (67) Las siglas BMT, 2FMT y TDN
corresponden a los compuestos bencenometanotiol, 2-furanometanotiol y 1,1,6-trimetil-
1,2-dihidronaftaleno, respectivamente.

Los ésteres tienden a aumentar durante esta etapa dado que el vino es una disolucion
acuosa-etanolica rica en acidos organicos y con pH &cido, condiciones idoneas para que
tenga lugar la esterificacion. La concentracion de ésteres en el vino esta relacionada con

la concentracion de etanol, de acidos y la edad del mismo.

R:-COOH + R2-CH2OH 2 R1-COOCH:-R, + H.0O
Acido Alcohol Ester Agua

Dado que el vino presenta un amplio abanico de compuestos acidos y diversos alcoholes,
es posible que se formen multitud de ésteres. No sorprende que dentro de esta familia de
compuestos los mas abundantes son los derivados del etanol, los conocidos como ésteres
de etilo. El acetato de etilo es el mas abundante en el vino. Aparece durante el
envejecimiento debido a la presencia de las bacterias &cido acéticas. Es el responsable del
olor a picado o avinagrado de los vinos al alcanzar concentraciones alrededor de los 160
mg L (68). Sin embargo, a concentraciones entre los 50-80 mg L™ aporta un efecto
favorable, promoviendo la complejidad aromatica del vino. Los ésteres de etilo de los
acidos hexanoico, octanoico y decanoico se pueden hidrolizar parcialmente con el tiempo
(69), 0 no, dependiendo de si la proporcion de acido/éster formados en fermentacion esta
por encima o por debajo de las concentraciones de equilibrio. Por el contrario, el acetato
isoamilico y el 2-fenilacetato de etilo (ésteres con notas a rosa y platano, formados por la
reaccion del acido acético con los alcoholes superiores)(70) se hidrolizan completamente,
ya que la concentracion del alcohol y del &cido acetico estan muy por debajo de las que
corresponden al equilibrio quimico. Asi mismo se ha observado que durante el
envejecimiento en botella se produce una reduccion de las concentraciones de acetoina
(63).

Durante la etapa de envejecimiento en botella en la que el vino esté privado de oxigeno

se observa un incremento de la aparicion de acetales. Dicho incremento tiene lugar como
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consecuencia de la reactividad de los aldehidos formados durante la exposicion previa del
vino al oxigeno: el acetaldehido y los aldehidos de Strecker. Estos aldehidos son capaces
de reaccionar con los alcoholes presentes en el vino, como el etanol y el glicerol, mediante
reacciones de condensacion catalizadas por el pH &cido del vino (7), rindiendo
hemiacetales y acetales (figura 8). Teniendo lugar asi una disminucion de esta familia de

compuestos como se indica en la tabla 2.

OH
N - X, + HO OH
Etanol Acetaldehido Glicerol
Acetales
= %
: 0 - 0
0 0 ; /
0 0
o} o}
OH OH OH OH

Figura 8: Formacion de acetales heterociclicos mediante la reaccion de acetilacion entre
el acetaldehido y el glicerol. Adaptacion de Perestrelo y col, 2020 (7).

Por otro lado, los terpenoles experimentan un breve incremento de su concentracion
durante la primera fase del envejecimiento en botella (tabla 2), para pasar a disminuir de
manera muy acusada a partir de los pocos meses los dos mas relevantes desde el punto de
vista sensorial: linalool y geraniol, que son labiles al pH del vino. Por tanto, aunque
durante el envejecimiento hay una liberacion de estos compuestos de sus formas
glicosiladas a través de la hidrdlisis, que da lugar a las formas geranil, neril, linalil y a-
terpineil (Figura 9), en la practica se observa un maximo de concentracion poco despues
de la fermentacion, seguido de un declive en los casos de linalol y geraniol, mientras que

para a-terpineol y 6xidos de linalol, se observa un aumento continuado.
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RS

Geranil Neril Linalil alfa-terpineil

Figura 9: Estructuras liberadas por hidrolisis de los monoterpenos glicosilados (72).

La tasa en la que tiene lugar esta liberacion depende de donde se encuentre el grupo
funcional alcohdlico, si se encuentra en un carbon primario como en el caso del a-
terpineol o el geraniol (figura 9), la hidrdlisis se produce mas rapido que en aquellos en
los que esta en carbones terciarios cercanos a un doble enlace como en el linalool (figura

9), debido a la alta estabilidad de los carbocationes formados (64).

Los norisoprenoides, al igual que ocurre con los terpenoles, aumentan su contenido al ser
almacenados en condiciones reductoras. Aportan aromas a flores como la f-damascenona
o la B-ionona, y a petréleo como es el caso del 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN).
Este Gltimo tiene un umbral olfativo de alrededor de 20 pg L™ (73)En aquellos vinos que
alcanzan concentraciones entre cinco y diez veces este valor, tiene un efecto negativo en
la percepcion aromatica. Esto ocurre a veces en vinos cuyas uvas han estado muy
expuestas a la luz de sol o muy maduradas, por lo que han llegado a desarrollar grandes
cantidades del precursor del TDN, o en aquellos vinos que han sido almacenados a altas

temperaturas.

Otra familia de compuestos volatiles afectada durante el envejecimiento en botella es la
de los fenoles volatiles. Dentro de este grupo de compuestos encontramos los vinilfenoles,
como el 4-vinil guaiacol o el 4-vinilfenol, que se forman por descarboxilacion de los
ésteres tartaricos de algunos acidos durante la vinificacion (figura 10). Aportan notas
aromaticas que a menudo se relacionan con aromas quimicos o farmacéuticos (74),
indeseables en el vino. Los vinilfenoles desaparecen progresivamente durante el
envejecimiento como consecuencia de su alta reactividad, ya que son fuertemente

electrdfilos y reaccionan con nucleofilos como los mercaptanos. En medio &cido tienen
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lugar procesos de adicion a moléculas de etanol o a otros agentes nucleofilos. Los
etilfenoles por el contrario, aumentan durante el almacenamiento del vino, su aparicion
esta ligada a la presencia de levaduras del género Brettanomyces y Dekkera (figura 9)
(75). Estos ultimos incorporan al vino aromas a cuero, animal o establo, que en altas

concentraciones pueden resultar desfavorables.

(0]
0 \\
-~ X OH OH
HO HO
Acido ferilico Acido p-cumarico
OH OH
(0]
4-vinil guaiacol 4-vinilfenol

\/Q:OH OH
o
4-etil guaiacol 4-ctilfenol

Figura 10: Formacion de los etilfenoles a partir de su acido hidroxicindmico precursor.
Adaptacién de Perestrelo y col, 2020 (7).

Los compuestos volatiles azufrados en los vinos podrian ser descritos como un “arma de
doble filo”. Este grupo de compuestos presenta una amplia variedad de aromas. Por un
lado, el sulfhidrico (H2S) aporta notas indeseables que recuerdan al olor a huevo podrido,
el metanotiol (MeSH) que recuerda a la col fermentada o el etanotiol, responsable del
aroma a cebolla de algunos vinos.Estas son las moléculas responsables del llamado aroma
a “reducido” (76). Es ampliamente conocido que el principal origen de estos compuestos
tiene lugar en la fermentacion alcohdlica, de hecho, el H2S se forma directamente por la
levadura Saccharomyces cerevisiae a partir del azufre elemental (77) y de practicamente
cualquier sal de azufre (sulfatos y sulfitos). La formacion se incrementa en aquellos

mostos con bajos niveles de nitrogeno asimilable (78).
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Hay evidencias recientes de que la propia levadura forma no solo H2S, sino diversas
formas de polisulfuros y polisulfanos, que podrian tener un papel biol6gico. Aungue una
fraccion del H2S se pierde por evaporacion, una fraccion significativa del mismo queda
retenido en el vino bajo la forma de complejos estables con los metales (79) , de
disulfuros, polisulfanos (80) y, eventualmente, politionatos (81,82).

Estas moléculas pueden formarse por oxidacion catalizada por metales (83,84) , 0 a través
de procesos enzimaticos (85,86) y acaban formando una compleja red de precursores de
MeSH vy, sobre todo, HS. Este pool puede revertir estos gases tan pronto como el vino es
almacenado en ausencia de aire (87,88). Aunque los procesos quimicos que lanzan estos
procesos de reversion no son completamente conocidos, podemos asumir que son debidos
al conjunto de reacciones espontaneas pero lentas de condensacion entre polifenoles y de
reaccion polifenoles-SO2, en los que hay un desprendimiento de electrones que
comenzaria afectando a los cationes metalicos, que a su vez, transferirian los electrones a
los enlaces S-S (64). También reacciones de sulfatolisis, tiosulfatolisis y tiolisis podrian

estar involucradas (89)

Por otro lado, se encuentran los mercaptanos polifuncionales, que poseen un impacto
positivo en el aroma del vino y su complejidad, aportando aromas frutales que recuerdan
a la fruta de la pasion o al pomelo como es el caso del 3-mercaptohexanol (3MH) y su
derivado el acetato de mercaptohexilo (MHA), o a grosella negra y boj como ocurre en
presencia de la 4-metil-4-mercaptopentan-2-ona (4AMMP) (53). Dentro del grupo de los
compuestos azufrados volatiles complejos (figura 11) también encontramos el 2-
furfuriltiol (FFT) cuyo descriptor aromatico es el café tostado y el bencenometanotiol
(BMT) que evoca el aroma a pdlvera o silex. No esta del todo clara la evolucion de estos
altimos compuestos durante el envejecimiento andxico. Algunos autores han observado
un aumento en su concentracion, explicable por la liberacién a partir de sus precursores
(90,91), mientras que otros han descrito una disminucion debido a su alto poder nucledéfilo
(47).
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4-Meilmercaptopentanona (4MMP) 1-Mercapto hexanol (3MH)
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SH
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2-Furfuriltiol (FFT) Bencenometanotiol (BMT)

Figura 11: Estructuras de los compuestos azufrados volatiles complejos. Adaptacion de
Picard y col., 2015 (92).

La evolucion de los compuestos no volatiles durante el envejecimiento en botella también
es de suma importancia, pues entre otros parametros afecta al aspecto del vino. Como en
el caso de los vinos blancos con la aparicion de tonalidades anaranjadas o amarillentas
consecuencia del pardeamiento de sus pigmentos a raiz de las reacciones de
polimerizacion de los flavanoles,en el caso de los vinos tintos, en estas reacciones también
se ven involucrados los taninos procedentes de la madera de las barricas. Y como
resultado tiene lugar la reduccion de la astringencia y el amargor correspondiente a su
paso por barrica. Los antocianos libres también disminuyen y dan paso a otros pigmentos
como las piroantocianinas, que aportan coloraciones anaranjadas. Si se excede este
periodo de envejecimiento puede tener lugar la precipitacion de materia colorante como

resultado de la progresiva polimerizacion (63).

Defectos durante el envejecimiento

Por todos es sabido que el vino es una matriz viva, en continua evolucion, al tiempo que
delicada. Durante su produccion y almacenamiento, de manera continua estan teniendo
lugar multitud de reacciones, como las ya descritas. Todas ellas hacen posible la creacion
de un perfil aromatico-sensorial Gnico para cada vino y, que aportan valor y distincion al

producto. Sin embargo, no debemos olvidar que durante todo el proceso también pueden
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tener lugar diversas alteraciones que hacen peligrar su calidad. Por lo que es de vital

importancia conocer cuéles son los posibles problemas que pueden tener lugar y sus

consecuencias para implementar medidas de proteccion o ralentizacion de estos. A

continuacion, se describen algunos de los puntos més criticos en la vida de un vino y los

posibles defectos que pueden tener lugar durante el almacenamiento del vino. Estos

pueden agruparse en dos categorias:

Excesiva oxidacién

Problemas de reduccion

Excesiva oxidacion

Los vinos son productos Unicos, de muy diversa composicion, por lo que también
varia su sensibilidad frente a agentes como el oxigeno. Los vinos blancos, en
concreto aquellos con caracteristicas florales y afrutados, son mas proclives a
sufrir con la oxidacion. Por el contrario, los vinos tintos, gracias a su contenido
superior en polifenoles y sus propiedades antioxidantes, tienen una mayor
capacidad para hacer frente al oxigeno.

Las caracteristicas aromaticas que se desarrollan como consecuencia de un aporte
excesivo de oxigeno son muy variadas, desde notas a verdura cocida hasta aromas
a barniz o a “perro mojado”, como consecuencia de la gran variedad de
compuestos que pueden resultar de las reacciones de oxidacion. El acetaldehido
es uno de los mas importantes, aporta un aroma a manzana oxidada.
Encontrandose su umbral olfativo entorno a los 5 mg L%, al originarse  por la
oxidacion puramente quimica del etanol (figura 12), puede llegar a
producirse en concentraciones relativamente altas cuando el aporte de oxigeno

es incontrolado y excesivo.
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Figura 12: Cadena de reacciones para la formacion de acetaldehido en vino: (a)
Formacion de HO2e+; (b) Oxidacion de compuestos polifendlicos (P) y formaciéon de
semiquinonas (SQ) y quinonas (Q); (c) Reaccion de Fenton; (d) Oxidacién del etanol y
formacion de acetaldehido. Imagen tomada de Li y Duan, 2018 (18).

Las levaduras en condiciones oxidativas también pueden formar acetaldehido, a
partir del piruvato por la accién de la piruvato descarboxilasa. Pero su produccién
no es tan alta como la de acido acético o la acetoina, compuestos que también se
producen bajo estas mismas condiciones y en cuyo biomecanismo de formacion

el acetaldehido es molécula intermediaria (figura 13).
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Figura 13: Resumen de los compuestos aromaticos producidos por la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Remarcando en rojo la aparicion de acetaldehido y los
posibles compuestos que puede liberar la levadura a partir de él. Adaptacion de Dzialo y
col., 2017 (93).

Ambas vias de formacién, quimica y microbiolégica, aumentan el contenido de
acetaldehido, la primera con el paso del tiempo, la segunda durante la
fermentacion . La adicion de didxido de sulfuro (SO.) tiene un efecto de doble filo,

protector por un lado, negativo por otro. En la oxidacion evita su formacion, pues es capaz

de reaccionar con el peroxido de hidrégeno (figura 14 b), evitando que tenga
lugar la reaccion de Fenton (figura 14 a) y, por tanto, inhibiendo la oxidacion del
etanol.
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Figura 14: Destino del peroxido de hidrogeno: (a) Reaccion de Fenton y formacion de
acetaldehido; (b) Reaccion con el ion bisulfito. Adaptacion de Elias y col., 2009 (94).

Por otro lado, tiene una gran predisposicién para formar aductos con el SO
formando hidroxialquilsulfonatos  (figura 15) (95). Estas especies al no ser
volatiles son inodoras, por lo que los olores a oxidado asociados a la presencia de
los aldehidos se evitan. Pero no hay que olvidar que estas uniones son
reversibles, por lo que quedarian como reservorios. Por lo que conforme el
vino se oxida, y la cantidad de sulfuroso libre disminuye, siguiendo el principio
de Le Chatelier el equilibro se desplazaria para mantener la concentracion de
sulfuroso provocando la liberacién del acetaldehido y de los aldehidos de Strecker
(48) . Los efectos perniciosos asociados al SO», estan justamente asociados a su
capacidad para bloguear los aldehidos formados durante la fermentacion
alcohdlica bajo forma de hidroxisulfonatos. De esta manera, parte de los aldehidos
son sustraidos a la accion de las enzimas reductasas y dehidrogenasas, por lo que
los contenidos finales de aldehidos en la fermentacion son superiores en presencia
de SO (49).
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Figura 15: Mecanismo reversible de formacion del aducto entre el ion bisulfito y un
compuesto carbonilo para la formacion de un hidroxialquilsulfonato.

Dentro de los aromas propios de la oxidacion también se encuentran los aldehidos
de Strecker. A diferencia del acetaldehido, esta familia de compuestos se
caracteriza por tener umbrales olfativos bajos entre 0,2 y 4 ug L™X. Aportan notas
aromaticas a verdura cocida, a carne asada, pasas, miel y manzana asada.
Recientemente se ha descrito que esta familia de compuestos puede
provocar un detrimento de la calidad del aroma del vino al alcanzar
concentraciones entre los 12y 49 ug L,  debido a la pérdida de atributos
frutales en vinos jovenes y los toques a madera en vinos envejecidos en roble,

asi como la aparicion de atributos propios de la oxidacion (96).

Existen diversas reacciones que pueden dar lugar a la aparicidén y acumulacion de
estos compuestos:
- Ruta de Ehrlich (figura 16): tiene lugar durante la fermentacion
alcohdlica. Son producidos por la levadura S. cerevisiae a través de la
descarboxilacion de los a-cetoacidos durante el metabolismo de los

aminoéacidos (97).
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Figural6: Esquema de la via de Ehrlich en la levadura S. cerevisiae. Imagen
tomada de Loviso y Libkind, 2018 (97).

- Oxidacion de alcoholes superiores: el desencadenante de este proceso es
el radical hidroxilo generado durante la degradacion de Fenton. La

formacion a través de esta via es, sin embargo, secundaria.

- Degradacion de Strecker (figura 17): Desaminacién oxidativa y
descarboxilacién de un aminoacido en presencia de un compuesto o-
dicarbonilo. Este dicarbonilo puede haber sido formado en fermentacion
(caso de diacetilo, glioxal y metilglioxal), o puede tratarse de una de las

quinonas formadas por oxidacion de los polifenoles.
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Figura 17: Degradacion de Strecker.

Otro de los parametros que deben controlarse durante la vinificacion y el
almacenamiento del vino es la acidez volatil. Es una medida de los acidos grasos
de bajo peso molecular o destilables, presentes en el vino, siendo el mayoritario
el acido acético (>93 %). Aunque existen otros &cidos que contribuyen a
incrementar el valor de este pardmetro, por ejemplo el carbonico, el acido

sulfuroso, el lactico, el formico, el butirico y el propidnico.

Generalmente es percibido como un aroma indeseable a vinagre, denominado
comunmente “picado”. La acidez volatil o el acido acético tiene un umbral
olfatorio en el vino alrededor de 100 a 125 mg L. La concentracion a la
que se empieza a considerar un problema suele superar los 700 mg L™, pero a
niveles inferiores, tiene una demostrada capacidad de inhibir la percepcion de
notas frutales (98).

Durante la fermentacion alcoholica, la levadura S. cerevisiae produce pequefias
cantidades de acido acético, y sus niveles suelen rondar entre 100 y 400 mg L.
Pero otras levaduras como las del género Hansenula y Kloeckera pueden producir
altas concentraciones de acido acético antes y durante la fermentacién. También
la levadura Brettanomyces puede incrementar el contenido en condiciones
aerobicas. Durante el envejecimiento su aumento suele estar ligado a la presencia
de bacterias acido acéticas, capaces de transformar el etanol en acido acético en
presencia de oxigeno. Por lo que el control de la entrada de oxigeno es de vital
importancia para evitar el desarrollo de niveles excesivos de acido acético que

puedan arruinar la percepcion aromatica del vino.
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Problemas de reduccion

Los compuestos azufrados volatiles son los responsables indiscutibles del

indeseable aroma a “reducido”.

Como anteriormente habiamos descrito, el sulfuro de hidrogeno (H2S) produce
una percepcion que recuerda al aroma de un huevo podrido. Su umbral de
deteccion en el vino esta entre 1y 2 pug L. En concentraciones inferiores se ha
descrito que podria llegar a desempefiar un papel en la complejidad del vino.

Como ya se habia mencionado, durante la fermentacion alcohdlica, en condiciones
de bajo nitrégeno asimilable, la levadura produce y libera H.S al vino. O por una
presencia excesiva de azufre elemental en la piel de la uva(77), niveles
inusualmente altos de cisteina en el mosto y/o una alta concentracion de iones
metalicos. Se ha descrito que la cantidad en la que se produce depende de la cepa

de S. cerevisiae (99).

Para reducir los excesos de H»>S formados en los vinos blancos se decanta,
centrifuga y/o filtra el mosto antes de la fermentacidn, con el fin de eliminar parte
del azufre elemental. Con frecuencia y de manera erronea, se realizan remontados
con aireacion con el fin de volatizar el H.S, pero cuyo efecto mas nocivo es su
oxidacion a polisulfanos que quedaran en forma de precursores.

La otra estrategia, también de eficiencia dudosa, para su eliminacién es el proceso
de clarificacion mediante la adicion de sulfato de cobre (CuSOa) (100-102). Esta
estrategia es ineficiente dado que el Cu*? oxida al H.S formando disulfuros, y
porque los sulfuros formados no llegan a precipitar, de manera que el tratamiento
elimina las formas libres de H.S, sin embargo, queda acumulado en forma de
precursores que reapareceran durante el envejecimiento. Eso si, cuanto mas cobre
se haya afiadido, tardaran mas en reaparecer y solo lo haran cuando todo el cobre
libre esté formando complejos con el H.S que se va formando durante el

envejecimiento andxico.

Dentro de la familia de los azufrados también encontramos los mercaptanos o
sulfhidrilos volatiles. Estos son compuestos que poseen un grupo -SH. Cuyos

aromas aportan notas a ajo, cebolla, caucho o col fermentada. Si se presentan en
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el vino por encima del umbral de percepcion, por lo general provocan un descenso
en la calidad aromatica del producto. La formacion de estos compuestos en el vino
no esta del todo clara, se cree que el etanotiol se forma por la reaccién quimica
directa entre el H.S y el etanol y que el MeSH también podria aparecer por la
reaccion del H2S con el MeOH, aunque su via de formacion principal es a través
del metabolismo de la levadura. EI umbral al que es perceptible el etanotiol es de
1,1 pug Lty el del MeSH es de 1,8 a 3,1 pg L™ lo que les confiere un gran poder
sobre el perfil aromatico del vino (103) y la presencia de sus formas libres en
concentraciones que superen estos niveles conllevaria una importante reduccion
de la calidad del vino. Estos compuestos pueden oxidarse facilmente dando lugar
a sus formas disulfuro: dietildisulfuro (DEDS) y dimetildisulfuro (DMDS), cuyos
valores umbral son superiores a los de las formas libres; 29 pug L™ el del DMDS y
4,3 ug Lt el del DEDS (103). Sin embargo, no reaccionan con el cobre y, por lo
tanto, no pueden eliminarse mediante la clarificacion. Para ello seria necesario
llevar a cabo un tratamiento reductor, mediante la adicién de acido ascorbico y
SO, para revertir estos compuestos a sus formas libres que si son reactivas al Cu
(100,102,104,105).

El sulfuro de dimetilo (DMS) se encuentra en los vinos afiejos. Su formacion tiene
lugar durante la etapa de envejecimiento en botella por hidrdlisis espontanea de
su precursor principal, que es la S-metil-metionina (106). Se percibe al alcanzar
niveles entre 30 y 60 pg L™ (103). En bajas concentraciones, se ha descrito que
puede contribuir al cuerpo de los vinos blancos envejecidos aportando notas
vegetales y a grosella negra (107). Mientras que, en concentraciones altas, el DMS
se percibe como un defecto en algunos vinos. Para la descripcion de su aroma se
han usado términos como olor a esparragos, tomate cocido o melaza, que
resultaban desagradables al consumidor. Dado que el DMS no se une al cobre, se
complica su retirada. Aunque se han descrito técnicas para hacer posible su

eliminacién, como la técnica de burbujeo de nitrégeno (108).
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5. ANALISIS DE LOS AROMAS DEL VINO

Las tecnologias de andlisis quimico han permitido evaluar el efecto y la relevancia de las
distintas técnicas de vinificacion y envejecimiento para la consecucion de vinos de mayor
calidad y ralentizar su deterioro. Pudiendo asi estudiar los factores que mas afectan en el
desarrollo de las caracteristicas organolépticas de los vinos.

Dado que los aromas son moléculas volatiles, la principal técnica de andlisis utilizada es
la cromatografia gaseosa (GC). Esta tecnologia permite separar las moléculas presentes
en fase gaseosa, atendiendo a distintas propiedades fisico-quimicas de la misma, para su
posterior deteccién y determinacion. En algunos casos en los que las moléculas
aromaticas son demasiado inestables, ya sea por su alta reactividad o por su sensibilidad
a las condiciones ambientales, es necesario llevar a cabo un paso previo de derivatizacién
(109,110). Con esta etapa preliminar se modifica la estructura de la molécula y sus
propiedades quimicas, confiriéndole una mayor estabilidad y haciendo posible asi su
analisis via GC. En ocasiones este proceso puede conllevar un aumento del tamafio de la
molécula y la reduccién de su volatilidad, lo que conllevaria el uso de la cromatografia
liquida (LC).

Para su analisis se requiere el acoplamiento de un detector a la salida de esta tecnologia
de separacion. Este debe ser capaz de sefializar la elucion de los compuestos de la muestra
de manera proporcional a la cantidad de analito que recibe. De manera que responden
ante alguna propiedad de la molécula estudiada cuya aparicién provoca un cambio

medible.

El mas ampliamente utilizado es el detector de ionizacion en llama (FID) (111). Presentan
una gran estabilidad y rango dinamico lineal alto, a la vez que sencillez. Responde a la
sefial producida por los compuestos que presentan enlaces del tipo C-H, por lo que son
altamente sensibles pero no demasiado selectivos, dado que son pocos los compuestos
que no dan sefial. Por lo que se hace necesario la utilizacion de otros detectores, de
acuerdo a las propiedades de las moléculas aromaticas estudiadas o de tecnologias mas

desarrolladas que permiten una mayor precision.
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El detector de captura electronica (ECD) (112) tiene una gran sensibilidad y selectividad,
por lo que es utilizado para la deteccion y cuantificacion de compuestos a nivel “traza”.
Utiliza una radiacién B aplicada al gas portador, el cual pasa por la cdmara de ionizacion
donde se genera un plasma de iones positivos, radicales libres y electrones térmicos. El
detector de captura posee una célula a la que se le aplica un potencial que permite
recolectar los electrones térmicos en un electrodo colector credndose una corriente de
fondo, La linea base del detector es la producida por el gas portador y al aparecer un
compuesto activo, sus electrones térmicos son captados por la célula de medicion,
generandose iones negativos con una menor movilidad. Esto provoca una caida de la
corriente de fondo del detector proporcional con la cantidad del compuesto expuesto al
detector. Se trata de una técnica selectiva dado que aquellos compuestos que poseen
grupos de alta afinidad electronica, como los halégenos o los grupos nitro, provocan una
respuesta muy superior a la observada por los hidrocarburos. La variabilidad de la
respuesta en funcién de las condiciones experimentales puede afectar a su sensibilidad y

selectividad, lo que dificulta su utilizacion.

El detector fotométrico de llama (FPD) (113), al utilizar Ilama de hidrégeno solo excita
los fragmentos de molécula que contengan atomos de azufre o fésforo. Al retornar de su
estado de excitacion emiten las lineas caracteristicas de sus espectros 392nm para el
azufre y 526 nm para el fosforo, haciendo posible su cuantificacion en funcion de la

intensidad de dicha radiacion medida por un fotomultiplicador.

Para una mayor precision y sensibilidad se han desarrollado los espectrometros de masas
(MS) de doble o triple cuadruplo (QqQ) y su acoplamiento a los analizadores de tiempo
de vuelo (Q-TOF), si bien en GC cuantitativa, los cuadrupolos simples siguen siendo los

méas empleados.

El MS rompe cada molécula en fragmentos ionizados y realiza su detecciénusando su
relaciéon masa-carga (m/z) (114). Los cuadrupolos son sistemas multipolares que acttan
como filtros y guias de banda ancha de iones. Consisten en cuatro barras paralelas a las
que se aplica un potencial combinado de corriente continua y radiofrecuencia que crean
en su interior un campo denominado cuadrupolar. Los iones generados en la fuente deben

atravesar esta zona hasta llegar al detector. Por efecto del campo cuadrupolar del
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analizador, estos oscilan y se desvian en funcién de su m/z. De este modo solo un

determinado rango de iones alcanza el detector y el resto se desecha.

En el caso de los TOF (115), estos analizadores se basan en la aceleracion de los iones
sometidos a un campo magnético. La velocidad que experimentan esta relacionada con
sum/z. Y, por lo tanto, el tiempo que tardan en recorrer una distancia determinada. Este
analizador no desecha los iones como el anterior, detecta en una escala de tiempo (tiempo
de vuelto) todos los iones originados por la fuente. Por lo que trabaja en un modo

discontinuo.

En la identificacion de las moléculas responsables de las percepciones olfativas, es
preceptivo emplear como detector la nariz de un ser humano, ya que es la Unica forma de
obtener informacion acerca de si las sustancias separadas en la columna GC son
aromaticas o no. Esta técnica es la cromatografia de gases-olfactometria (figura 18).
Gracias a la cromatografia se consiguen separar los compuestos volatiles presentes en el
vino y a medida que eluyen de la columna son percibidos por el catador o sniffer (116).
Este altimo servira como detector y evaluara el aroma de aquellos compuestos que sea
capaz de percibir, para su descripcion y cuantificacion de la intensidad. Los sistemas
instrumentales, ademds, poseen un detector quimico en paralelo, que permite

correlacionar la percepcién aromatica con cada compuesto volatil.
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Figura 18: Diagrama de la cromatografia de gases-olfactometria. Imagen obtenida de:
https://odourobservatory.org/measuring-odour/gas-chromatography-olfactometry/

Para la identificacion inequivoca de los analitos odorantes, es preciso el uso de la
cromatografia bidimensional (GC-GC) acoplada a detectores olfatométricos y de
espectrometria de masas. Solo asi es posible tener seguridad de que un analito Unico es

responsable de una sensacion olfativa especifica (117).

Si nos fijamos concretamente en el vino, esta matriz atna alrededor de 75 compuestos
aromaticos que se encuentran por encima del umbral olfativo. Aquellos que poseen en
concentraciones superiores al pg L™ son “faciles” de analizar por GC-FID o GC-MS,
estos quedan recogidos en la tabla 3. Sin embargo, algunos de estos compuestos requieren
analisis més especificos por varias razones:
- Porque son moléculas capaces de formar complejos con otros compuestos del
vino y para su analisis deben ser separados.
- Por la necesidad de estrategias de deteccion especificas debido a que no pueden
ser detectados mediante FID o MS.
- Por su alta polaridad que compromete su aislamiento del vino.
- Por su baja concentracion y alta reactividad, que implican estrategias analiticas
selectivas y sensibles.
Segun Cullere y col. 2018 (118), los compuestos de “facil” analisis pueden ser
clasificados segun la concentracion en la que se encuentran en el vino como:
- Compuestos aromaticos mayoritarios (0,2-400 mg L)

- Compuestos aromaticos minoritarios (0,1-200 pg L™?)

Los primeros son determinados directamente usando GC-FID tras haberse llevado a cabo
diversas técnicas de preconcentracién. Habitualmente esta etapa se lleva a cabo mediante
la realizacidn de una extraccion liquido liquido con diclorometano tras haber sido el vino
diluido en salmuera.
En el caso de los minoritarios se determinan mediante GC-MS después de haberse llevado
a cabo técnicas de preparacion de muestra que pueden conllevar:

- Microextraccion liquido liquido

- Extraccion en fase sélica
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- Estrategias de extraccion sin disolvente como sorcién con barras magnéticas

agitadoras (SBSE) o microextraccion en fase sélida (SPME).

Compuesto Rango (min-max) (ng L) Umbral olfativo (ng L) Descriptor aromatico
Linalol 1,7-10,1 25 Floral
Geraniol 2,0-18,0 20 Floral
-damascenona 0,29-4,7 0,05 Manzana asada
B-ionona 0,032-0,24 0,09 Violeta
Cinamato de etilo 0,11-8,89 1,1 Floral
Dihidrocinamato de etilo 0,21-3,02 1,6 Floral
Z-3-Hexenol 7,2-651,0 400 Verde

Etanol 99x106-115x106 24.900 Alcohol
Isobutanol 25.700,0-86.900,0 40.000 Alcohol, fusel
Alcohol isoamilico 83.953,0-333.000,0 30.000 Fusel
B-feniletanol 40.000,0-153.000,0 14.000 Rosa
Metionol 166,0-2398,0 1.000 Pléstico
Acetato de isoamilo 118,0-3371,0 30 Platano
Acetato de 2-feniletil 0,54-157,0 250 Miel

Acido acético 69.000,0-313.000,0 300.000 Vinagre
Acido butirico 434,0-4791,0 173 Queso

Acido hexanoico 853,0-3782,0 420 Queso

Acido octanoico 562,0-4667,0 500 Rancio

Acido decanoico 62,1-857,0 1.000 Graso
Acetato de etilo 45.134,0-127.801,0 12.300 Disolvente
Butirato de etilo 69,2-371,0 125 Frutal
Hexanoato de etilo 70,0-210,0 62 Manzana verde
Octanoato de etilo 50,0-210,0 580 Dulce
Decanoato de etilo 4,0-163,0 200 Dulce

Acido isobutirico 550,0-1451,0 2.300 Queso

Acido 2-metilbutirico 88,4-365,0 33 Queso

Acido isovalérico 20,2-1104,0 33 Queso
Isobutirato de etilo 9,8-94,0 15 Fruta dulce
2-Metilbutirato de etilo 1,1-29,9 18 Fruta dulce
Isovalerato de etilo 2,2-36,1 3 Frutal
Diacetilo 200,0-1840,0 100 Mantequilla
2,3-pentanodiona 24,0-413,0 900 Mantequilla
Lactato de etilo 11.317,0-49,550,0 154.000 Mantequilla
Z-whisky lactona 0,13-668,0 67 Coco
Guaiacol 1,1.10,9 9,5 Ahumado
Eugenol 0,074-56,9 6 Clavo
E-isoeugenol 0,011-8,3 6 Floral
Vainillina 0,12-116,0 995 Vainilla
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Acetovainillona 14,8-297,0 1.000 Vainilla

4-etilfenol 0,54-1.214,0 35 Cuero
4-etilguaiacol 0,035-167,0 33 Fendlico
4-propilguaiacol 0,048-18,0 10 Clavo
d-octalactona 0,067-8,37 7 Coco
d-nonalactona 3,3-40,8 25 Melocoton
8-decalactona 2,5-52,1 0,7 Melocoton
4-vinilfenol 1,0-272 180 Medicina
4-vinilguaiacol 0,2-15 40 Fendlico

Tabla 3: Compuestos aromaticos del vino de “facil” analisis. Tabla adaptada de Cullere

y col., 2018 (118).

Entre los compuestos que requieren analisis especifico, en nuestro laboratorio se ha

llevado a cabo su determinacion a través de las siguientes metodologias:

Acetaldehido: analizado por HPLC tras su derivatizacion.

Sulfuroso (SO2): determinado por un método de aireacion-oxidacion propuesto
por la OlIV (119).

Compuestos sulfurosos volatiles (VOCSs): su andlisis se lleva a cabo mediante su
aislamiento en el espacio de cabeza y mediante el uso de detectores
quimioluminiscencia de azufre (SCD). Para la liberacion de las formas complejas
es necesario el uso de salmuera para desplazar el equilibrio.

Aldehidos de Strecker: debido a sus pobres propiedades cromatograficas y de
espectrometria de masas y su alta reactividad, los métodos analiticos se basan en
la derivatizacion de estos compuestos para la formacién de estructuras mas
estables y detectables. Los productos de derivatizacién son analizables mediante
GC-MS o GC-ECD.

Compuestos altamente polares, los cuales se dividen en dos familias. Los
conocidos como “azicar tostado” dentro de los cuales encontramos el sotolon, el
furaneol, el homofuraneol y el maltol. Estos compuestos pueden determinarse
directamente por GC-MS a partir de extractos del vino obtenidos mediante el uso
de disolventes polares como el diclorometano. Otra estrategia para su analisis es
el uso de un procedimiento de aislamiento selectivo SPE en el cual los compuestos
aromaticos no polares son expulsados fuera del cartucho al realizar una etapa de
lavado con disolventes no polares. ElI segundo grupo es el formado por los

hidroxiésteres, el analisis de esta familia de compuestos requiere el uso de
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cromatografia multidimensional debido a su polaridad y a su poco caracteristico
espectro de masas.

Mercaptanos polifuncionales: debido a la baja concentracion en la que pueden
encontrarse en los vinos y su alta reactividad su analisis supone un gran reto. Por
lo que para su analisis cuantitativo existen tres alternativas diferentes: separacion
altamente selectiva y preconcentracion para su analisis sin derivatizar o el uso de
derivatizantes para mejorar la sensibilidad del analisis mediante GC-MS o HPLC-
MS.

Alquil-metoxipirazinas: para su analisis se lleva a cabo el uso de la cromatografia
muldimensional con extraccion en fase sélida.

Rotundona: su determinacion se consigue mediante la extraccion en fase sélida
seguida de SPME-GC-MS.
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El objetivo fundamental de la tesis es evaluar y ponderar la importancia del perfil
polifendlico en la evolucion aromatica de los vinos durante su envejecimiento, mas
concretamente en la acumulacion de los aromas propios de la oxidacion, acetaldehido y
aldehidos de Strecker (SAs), y en laremanencia de los aromas varietales mas importantes,

los mercaptanos polifuncionales (MPFs).

Para ello se establecieron una serie de objetivos especificos a desarrollar durante este
trabajo:

- Busqueda de las condiciones de envejecimiento oxidativo que mas diferencias
introduzcan en la acumulacién de aromas propios de la oxidacion y la
permanencia de los aromas varietales entre los distintos perfiles polifendlicos
mediante el aporte de distintas dosis de oxigeno y el tiempo de almacenamiento.

- Evaluacion del alto potencial de las fracciones fendlicas aromaticas y su
exacerbada reactividad frente a los MPFs. Estudio de la procedencia de las formas
oxidadas y desarrollo de técnicas para reducir su presencia.

- Valoracién del papel exclusivo de las distintas fracciones polifendlicas del vino
para acumular SAs y para preservar los aromas varietales durante la oxidacion.

- Conocer el efecto especifico de algunos de los polifenoles mas representativos de
las distintas familias fendlicas en vinos sometidos a un proceso de oxidacion, en
concreto sobre la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la acumulacion de los SAs.

- Estudiar la reactividad de los mercaptanos polifuncionales frente al perfil
polifendlico del vino.

- Averiguar la naturaleza de los componentes del vino que reaccionan

mayoritariamente con los MPFs.
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ALGUNAS OBSERVACIONES ACERCA DE LA REACTIVIDAD
DE LAS FRACCIONES FENOLICAS EXTRAIDAS DE UVAS

1. INTRODUCCION

La capacidad de envejecimiento de un vino es un atributo esencial para su calidad por
diversas razones:

1. Los grandes vinos expresan su calidad aromatica tras un largo periodo de
envejecimiento, que es necesario para la revelacion del aroma varietal, la formacion de
ésteres etilicos de numerosos acidos de origen diverso y el afinamiento de su astringencia.
2. Para alcanzar el debido reconocimiento deben ser longevos, lo que implica mantener
sus caracteristicas y su calidad durante su vida util.

3. En un paradigma internacional, los vinos no pueden perder sus caracteristicas
organolépticas, deben permanecer invariables durante las distintas condiciones a las que

son sometidos durante su transporte y almacenamiento.

En la vida util de un vino estan implicados mdltiples factores. Los cuales estan
intimamente relacionados con el color del vino, los aromas propios de la oxidacion y los
aromas varietales. A través del estudio de la relevancia de cada uno de estos factores en
estos parametros de calidad, se busca evitar la modulacion del color del vino (1-3) y
mantener las caracteristicas organolépticas caracteristicas del mismo, evitando la
acumulacion del acetaldehido y aldehidos de Strecker, aromas propios de la oxidacion, y
el mantenimiento de los aromas varietales. Por lo que en los Gltimos afios se han llevado
a cabo multiples estudios de los aldehidos de Strecker, acerca de su origen. Pudiendo
formarse estos durante la fermentacion (4) y a partir de los aminoacidos precursores
presentes en el vino. Ademas también se ha evaluado el peso de los distintos factores

implicados en su acumulacion:

La concentracién de aminoacidos precursores.
La cantidad de aldehidos presentes en el vino.
La presencia de catalizadores.

H w0 np e

El perfil polifendlico.
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Si atendemos a los aromas varietales presentes en el vino, los mas sensibles a la oxidacién
son los conocidos como mercaptanos polifuncionales (MPF). Familia de compuestos
conocida por su alto poder aromatico (3-mercaptohexanol —3MH, acetato de 3-
mercaptohexilo -MHA y 4-metil-4-mercapto-2-pentanona -4MMP) y cuyo descriptor ha
sido definido como fruta fresca (5). Se trata de moléculas que poseen un grupo mercapto,
lo cual permite en condiciones de oxidacion la formacion de estructuras disulfuro (6) y
presentan una alta predisposicidn para reaccionar con las quinonas a través de la reaccion
de adicion de Michael (7,8). Ademas el MHA se ha observado que es capaz de

hidrolizarse de manera natural en acido acético y 3MH (9).

Otros aromas varietales que aportan notas frutales y florales, como el linalol o el geraniol,
durante el envejecimiento del vino se ha observado que decrecen dando lugar a un
aumento de sus derivados furanicos y piranicos (10), con un menor poder odorante. Sin
embargo, la concentracion de TDN, norisoprenoide con aroma a keroseno, durante el
almacenamiento incrementa como resultado de la escision de los carotenoides presentes
en la uva, pero con el suministro de grandes concentraciones de oxigeno se ha observado
que decrece (11).

Los compuestos polifendlicos son los principales responsables de algunas caracteristicas
sensoriales como el color (12), el amargor y la mayoria de las percepciones téctiles y
quemostésicas relacionadas con la estructura del vino en boca (13). Todas estas
percepciones, junto con las aromaticas estan asociadas a la calidad del vino. Por ello, en
el mundo de la viticultura y de la enologia tiene interés el control de la composicién
polifendlica y de su evolucion. Con el fin de evaluar la madurez fendlica de las bayas se
han establecido en afios mas o menos recientes, diversos indices polifendlicos globales
(indice de polifenoles totales-IPT y Antocianos totales-AT) y el indice de color (IC) que
muestran buenas correlaciones en su determinacion en las uvas y en los vinos elaborados
a partir de ellas.

La influencia del perfil polifendlico en la estabilidad de los aromas varietales y en la
formacion de los aromas propios de la oxidacion no es del todo conocida. Nikolantonaki
y Waterhouse han descrito la reaccion de adicion de los mercaptanos polifuncionales a
las quinonas formadas a partir de la oxidacion de los polifenoles procedentes de la uva
(7). Por otra parte, Rizzi estudio el proceso de formacion de los aldehidos mediante la
degradacion de Strecker en la cual el a-dicarbonilo requerido en la reaccién es una

quinona formada durante la oxidacion de los o-difenoles (14). Como indicamos
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anteriormente, en los modelos derivados por Bueno y colaboradores, (ref.4), se encontro
que la capacidad de acumulacion de aldehidos de Strecker, estaba negativamente
relacionada con el contenido en algunos antocianos y en otros polifenoles, lo que fue
atribuido a la conocida reactividad de estos componentes con los aldehidos. También se
ha descrito la reaccion entre el acetaldehido y los polifenoles de bajo peso molecular y
los correspondientes cambios de color asociados a estas asociaciones en vinos (15).

Es importante para la industria enolégica conocer cémo se forman los aromas propios de
la oxidacion en funcion de la distinta composicion del vino, principalmente el
acetaldehido y los aldehidos de Strecker. También es esencial conocer y evaluar cuéles
son los factores que afectan a la permanencia de las formas odorantes de los aromas

varietales para el desarrollo de estrategias para su preservacion.

Atendiendo a la relevancia de los pardmetros composicionales del vino sobre la evolucion
del aroma al ser sometido a un proceso de oxidacion, el objetivo de este estudio ha sido
conocer y evaluar el rol que juegan los distintos perfiles polifendlicos sometidos a
distintos tratamientos de envejecimiento oxidativo. Se pretende conocer cdmo afecta el
conjunto de polifenoles a los parametros mas relevantes y determinantes para la calidad
y longevidad aromaética de un vino durante su envejecimiento oxidativo: la acumulacién
de aromas propios de la oxidacion (acetaldehido y aldehidos de Strecker) y la
preservacion de los aromas varietales mas importantes. Ademas, se estudiara la evolucién
del color, indice de polifenoles totales (IPT), la actividad tanica y el potencial redox; tras

un envejecimiento con diferentes suministros de oxigeno

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y disoluciones
Cloruro de cobre (1) (99,9%), acetaldehido (>99,5%), L-cisteina hidroclorhidrica anhidra
(99%), glutation reducido (GSH) (>98%), 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobencilo)
hidroxilamina clorhidrato (PFBHA 98%) y los aminodcidos: valina (Val) (98%),
isoleucina (lle) (98%), leucina (98%) (Leu), metionina (Met) (99%) y fenilalanina (Phe)
(98%), fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Acido L(+)-tartarico
(99%), glicerol (99,5%). 4-mercapto-4-metil-2pentanona (4AMMP) PG al 1 % y acetato

de 3-mercaptohexilo (MHA) fueron suministrados por Oxford Chemicals (Hartlepool,
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Reino Unido). 3-mercaptohexanol (3MH) provenia de Lancaster (Estrasburgo, Francia),
al igual que 4-mercapto-4-metil-2pentanona-d10 (4MMP-d10), 3-mercaptohexilacetato-
d5 (MHA-d5), 3-mercaptohexanol-d5 (3MH-d5). Absorbente LiChrolut EN, cartucho de
ImL y frits de PTFE de Merck (Darmstadt, Alemania). Las resinas Sep Pak-C18,
preenvasadas en cartuchos de 10 g, se obtuvieron de Waters (Irlanda). La resina
Supelclean ENVI-Chrom fue distribuida por Supelco y la resina Isolute por Symta.
Citrato de sodio trihidrato de Fluka. Acido clorhidrico (37%), hidrogenocarbonato de
sodio y metabisulfito de sodio 97% fueron suministrados por Panreac (Barcelona,
Espafia). El hidroxido de sodio al 99% era de Scharlau (Barcelona, Espafia). El
fenilacetaldehido-d2 (95 %) y el metional-d2 se adquirieron de Eptes (Vevey, Suiza). El
agua se purifico en un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, Alemania). La
ovoalbumina y la (-)-epicatequina (pureza > 90 %) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). El floroglucinol y todos los solventes para las reacciones de floroglucindlisis,
extraccion, aislamiento y analisis se adquirieron de FLUKA Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE. UU.). De la mas alta pureza (> 98 %) (+)-catequina, (-)-epicatequina (EC), (-)-
galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-galato de epicatequina (ECG), la
procianidina B1 y la procianidina B2 se obtuvieron de TransMIT PlantMetaChem
(GieRen, Alemania). ElI 3-O-glucosido de malvidina se obtuvo de Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). El acetonitrilo y el acido o-fosférico de grado HPLC se adquirieron de
Scharlab (Sentmenat, Espafia). EI metanol y acido férmico de grado LC-MS utilizado
para la preparacion de las fases mdviles se adquirieron de Fluka Sigma-Aldrich. Se
adquirieron diclorometano, metanol y etanol de Merk (Darmstadt, Alemania) para
andlisis de cromatografia de gases.

Los derivados floroglucinolados de epicatequina 4-floroglucinol, epicatequina-galato 4-
floroglucinol y epigalocatequina 4-floroglucinol se prepararon de acuerdo con Arapitsas
y col. (16).

2.2 Fraccion polifendlica aromatica (FFA)
Fueron utilizadas en el estudio 3 FFAs extraidas de mistelas procedentes de 2 zonas
vitivinicolas distintas de Espafia (La Rioja y Ribera del Duero), de 2 variedades de uva
tinta: dos Tempranillos y una Garnacha y vendimiadas con diferente grado de madurez.
Estas FFAs fueron seleccionadas por su variabilidad en los parametros clasicos medidos

en las uvas.
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FFAL: PRE-BI-GF: Una garnacha de La Rioja vendimiada muy verde.
FFA2: VEN-BVS-BLANCAZ2: Un tempranillo de Ribera del Duero vendimiado en
momento optimo.

FFA3: VEN-BRB-TF: Un tempranillo de La Rioja vendimiado en momento éptimo.

2.3 Procedimiento de extraccion de FFAs a partir de mistelas

Para la obtencion de las mistelas (bebida alcoholica procedente de la uva sin fermentar)
se llevo a cabo el despalillado y triturado de 10 kilos de cada lote de uvas en presencia de
15% (p/p) de etanol y 5g/hL de metabisulfito potasico (Merk, Alemania). Después de 7
dias macerando a 13 °C, las mistelas fueron prensadas, filtradas (obteniéndose un
volumen total de 7L) y almacenadas a 5 °C en oscuridad.

Las fracciones polifendlicas aromaticas (FFAs) etandlicas fueron obtenidas mediante el
paso de las mistelas correspondientes a través de cartuchos C18 siguiendo el protocolo
descrito por Alegre y col (17). Estas FFAs estaban exentas de sulfuroso, metales,

aminoacidos, acetaldehido y aldehidos de Strecker.

2.4 Preparacion y tratamiento de muestras a estudiar: reconstitucion de FFAs 'y
envejecimiento oxidativo

La composicion base para la reconstitucion de las FFAs que hemos seleccionado para
Ilevar a cabo las diferentes evaluaciones fue: dilucion en agua Milli Q de 13,3% (v/v) de
FFA, la cual proporcionaba ese mismo contenido etanélico, 5 g L™ glicerol, 5 g L 4cido
tartarico con 5 mg L de Fe (1) a partir de la adicion de FeClz-4 H,O y 0,2 mg Lt Mn
(1) a partir de la adicion de MnCl,-4 H,0. Se ajusto el pH a 3,5, se borboted con corriente
de nitrégeno durante 30 minutos y se introdujo en la cdmara de anoxia. Dentro de la cual
se afiadi6 0,2 mg Lt de Cu (1) a partir de la adicion de CuCl. En este punto se separd una
alicuota que se mantuvo en anoxia y sin dopar como control, desde ahora denominada
“control sin dopar”. A la fraccion restante del reconstituido se le afiadieron 10 mg L de
cada uno de los aminoacidos precursores de los aldehidos de Strecker (leucina (Leu),
isoleucina (lle), valina (Val), fenilalanina (Phe) y metionina (Met), 50 mg L™ de cada
alcohol subrogado (2-metilpentanol, 3-metilpentanol, 4-metil-tio-butanol y 4-
metilfenilacetaldehido), 10 mg L de cisteina y glutation reducido, y 100 pg L™ de los 3
MPFs (4-metilmercaptopentanona (4MMP), acetato de mercaptohexilo (MHA) y 3-
mercaptohexanol (3MH)).
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Para poder evaluar el efecto de la oxidacion, la totalidad del reconstituido dopado de cada

FFA se dividio en tres alicuotas:

Alicuota 1 (control anoxia): se mantiene dentro de cdAmara de anoxia donde se
repartira en 2 “wine in tube" (WIT) de 60mL” (A y B) sin dejar espacio de
cabeza, sellados dentro de la cAmara de anoxia y envasados al vacio.
Alicuota 2 (envejecidas con aporte unico de O.-WIT): se sacara de la cAmara
de anoxia, donde siguiendo el protocolo de Marrufo y col. (18) se le
suministraran tres dosis de O, de: 7, 20 y 50mg L de O, mediante su
embotellado en 2 WIT (A y B) con el correspondiente espacio de cabeza.
Posteriormente seran sellados para evitar entradas de oxigeno extra y se
agitaran durante el periodo de envejecimiento.

Alicuota 3 (envejecidas con aporte continuo de O2, microoxigenacién,-MOX):
seran envasadas dentro de cdmara en los dispositivos MOX (ver descripcion
en Anexo 1) poniendo 50mL de muestra para el suministro paulatino de
oxigeno (7, 20 y 50 mg L) por medio de la difusion a través de un capilar
dispuesto en la tapa, a lo largo de 1 y 2 meses.

Todos los controles, MOX y WIT fueron incubados juntos fuera de cdmara de anoxia a

35 °C durante 1 y 2 meses. En la tabla 1 se presenta la relacion de todas las muestras

analizadas en este capitulo.

Modo suministro O,  Dosis O, (mg L) Tiempo incubacién (meses)

Punto 0 (muestra dopada a tiempo 0')

Control anéxico 0

WIT 20

50

MOX
20

P NP NRINRPRNDNRPRDNDRINR

50
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Tabla 1: Relacion de todas las muestras analizadas en este trabajo. Cada una de estas
muestras se llevo a cabo para la FFAL, FFA2 y FFAS.

2.5 Aporte de oxigeno y control

Envejecidas con aporte Unico de oxigeno-WIT

El oxigeno se incorporo saturando la FFA reconstituida con aire y disponiéndola en viales
de aproximadamente 60mL (WIT) con espacio de cabeza. Este debia tener un volumen
de aire (21% de oxigeno) para contener la cantidad deseada de O siguiendo el protocolo

desarrollado por Marrufo y col. (18).

Envejecidas con aporte continuo de oxigeno-MOX

Se utilizé un bote de polietileno de tereftalato glicol (PETG) con una capacidad de 360mL
sellado con silicona. En su tapa colocamos un capilar que conectaba el exterior con el
interior donde se encontraba la muestra y mediante el cual se producia la entrada de
oxigeno por difusion a través del mismo. La velocidad de dosificacion del oxigeno
vendria modulada por la longitud y el diametro del capilar utilizado, seguin las pruebas
que aparecen en el anexo | tabla S1 y S2. El espacio de cabeza de argon al inicio y el

Ilenado fue idéntico en todas las muestras (volumen de muestra 50 mL).

El estudio llevado a cabo para el desarrollo de estos sistemas se recoge en el anexo I.

Monitorizacidn consumo de oxigeno

En ambos sistemas el consumo de oxigeno fue monitorizado mediante el uso de un sensor
Pst3 de NomaSens colocado en los recipientes en la parte cubierta con vino. Pudimos
conocer el oxigeno disuelto en el vino desde el momento que se llenaron los WIT vy los
MOX, hasta el final del experimento. En los WIT conociendo el oxigeno aportado, el
presente en disolucion en todo momento y considerando el sistema en equilibrio por la
continua agitacién del tubo con el espacio de cabeza, pudimos calcular el oxigeno
consumido por la FFA reconstituida y la cantidad remanente al final del experimento. En
los MOX se conocia la velocidad de entrada y disolucién de oxigeno en un sistema de
consumo nulo de oxigeno (vino sintético), asi conociendo la cantidad disuelta en la
muestra se calculaba el oxigeno que habia consumido la FFA reconstituida.

En los WIT usados con un aporte unico de oxigeno, se calculé la velocidad de consumo

de oxigeno (mg L por dia) considerando los 4 primeros dias.
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2.6 Determinaciones analiticas

La definicion cromaética, fendlica y tanica de las fracciones fendlicas reconstituidas se
realizé por duplicado mediante la medicion del indice cromético (IC), indice de
polifenoles totales (IPT), la concentracion de taninos totales y pigmentados y la actividad
tanica.

También se realizo la caracterizacion aromatica de las fracciones fendlicas reconstituidas
y dopadas con aminodcidos y alcoholes, a tiempo cero, analizando la concentracion de
partida de acetaldehido, aldehidos de Strecker (isobutiraldehido, 2-metilbutanal (2MB),
3-metilbutanal (3MB), metional y fenilacetaldehido), aldehidos subrogados (2-
metilpentanal (2MP), 3-metilpentanal (3MP), 4-metiltiobutanal (4MTB) y 4-
metilfeniletanal (4MF)), aromas varietales (linalool, geraniol y TDN) y los MPFs en sus
formas libres y totales. Con el fin de conocer el estado redox de partida de los
reconstituidos se analizo el potencial redox de partida.

Las 14 muestras de cada FFA (control, WIT y MOX) envejecieron por duplicado después
de su reconstitucion. Es por ello por lo que se llevo a cabo por duplicado la medicién de
acetaldehido total, aldehidos de Strecker totales, aldehidos subrogados, aromas varietales,
MPFs libres y totales tras 1 y 2 meses de envejecimiento. También fueron analizados los
parametros de IC, IPT, potencial redox y concentracion de taninos totales y pigmentados

y actividad téanica.

2.6.1 Meétodo de analisis de acetaldehido total
La determinacion del acetaldehido total por HPLC con derivatizacion previa con DNPH
(2,4- dinitrofenilhidrazina) se realiz6 siguiendo la metodologia de Han y col (19). La
calibracion se realizé mediante la derivatizacién de muestras de concentracion conocida.
Para ello se llevo a cabo la adicién ordenada a viales de HPLC de vidrio de capacidad de
2mL: 100 puL de muestra, a continuacion, 20 pL de disolucion de 2 g/L de SOz en agua
milli Q, 20 pL de disolucién de H2SO4 25% (v/v) en agua milli Q y finalmente 140 pL
de reactivo de derivatizacion (8 g/L de DNPH en 78% EtOH y 22% agua milli Q (v/V)).
Se agito el vial para la homogenizacidn de la muestra y se incubd 15 min en horno a 65
°C. Después, para detener la reaccion de derivatizacion se refrigeraron los viales en un
bafio de agua fria. Posteriormente fueron diluidos mediante la adicion directa al vial
refrigerado de 280 pL de la mezcla de fases mdviles usada en el HPLC (55% acetonitrilo

y 45% de la disolucién filtrada de 0,5% de acido férmico en agua milli Q). El contenido
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de estos viales se filtré con filtros de nylon 0,45um y se traspasoé a nuevos viales de HPLC
de 2mL con tapones con septum. Las fases moviles utilizadas en el andlisis de HPLC

fueron acetonitrilo y disolucion 0,5% de &cido férmico en agua milli Q.

2.6.2 Método de anélisis de aldehidos totales mediante la formacion de
oximas

En cdmara de anoxia se tomaron 12mL de muestra y se afiadieron los estandares internos
(pentanal, fenilacetaldehido-d2 y metional-d2). A continuacién, se incubaron en el horno
a 50 °C durante 6h. Tras lo cual se afiadieron 360 pL del reactivo derivatizante (PFBHA
10 g L en agua ultra pura). Se mantuvieron 12h a 35 °C. Diez mililitros de la muestra se
cargaron en un cartucho de 1mL con 30mg de resina Supelclean ENVI-Chrom.
Previamente acondicionado mediante el paso de 2mL de diclorometano, 2mL de metanol
y 2mL de una disolucién acuosa de etanol 12% en agua ultra pura. Después de la carga
de la muestra se afiadieron al cartucho 10mL de disolucion de lavado (disolucion acuosa
de 60% metanol + 1%NaHCOs3). Se llevd a cabo una etapa de secado a vacio y se obtuvo
el extracto mediante la elucién con 1,2 mL de hexano. Posteriormente su analisis se llevo
a cabo mediante la inyeccion de 3 pL en modo splitless en el GC-MS. El equipo utilizado
para el andlisis de los extractos fue un Shimadzu QP-2010 GC con un sistema de
deteccién MS de cuadrupolo con una fuente de iones de impacto de electrones estandar.
La columna era una DB-WAXetr de J&W Scientific, 30 m 0,25 mm de didmetro, con un

espesor de fase de 0,5 pm.

Para llevar a cabo la cuantificacion de los aldehidos, la temperatura inicial del horno fue
de 40 °C durante 4 min, se calentd hasta 250 °C a 10°C/min, permaneciendo a esa
temperatura durante 10min. La temperatura de la fuente de iones fue de 220 °C y la
interfase se mantuvo a 240 °C. La adquisicion de datos se realizO mediante GC-MS
utilizando SIM a 0,20 s/punto. De 14 a 15 min se adquirié la m/z 250 para cuantificar el
isobutiraldehido; de 15 a 17,5 min, m/z 239 para el 2MB y 3MB y la m/z 253 para el
metil-pentanal (estandar interno (S1)) y el 2MP y la m/z 239 para el 3MP; de 21,1 a 22,7
min, m/z 239, 299 y 302 para el metil-tio-butanal (4MPTB), el metional y metional-d3
(Sh); de 23,4-24,3 min, m/z 297 y 301 para fenilacetaldehido y fenilacetaldehido-d5; de
24,4 a 25 min se adquirio la m/z 329 para cuantificar el 4-metil-fenilacetaldehido. La
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cuantificacion se realizd mediante factor respuesta usando areas relativas a los estandares

internos usados.

2.6.3 Meétodo de analisis de los mercaptanos polifuncionales (MPFs) y
aromas varietales (VA).

Para la determinacion de los MPFs totales, se afiadio a 15mL de muestra en la camara de
anoxia 50 pL de una disolucion acuosa de 90g L™ de tris(2-carboxyetil)fosfina (TCEP)
previamente al proceso de extraccion y andlisis (20). En el analisis de los MPFs libres
este volumen fue sustituido por 50 pL de agua Milli Q.
El proceso de extraccion para el anlisis de VA y MPFs libres y totales comenzo con el
acondicionamiento de un cartucho con capacidad de 1mL relleno con 65mg resina Isolute.
En este proceso se hizo pasar a su través: 2mL de diclorometano (DCM), seguido de 2mL
de metanol (MetOH) y por ultimo 2mL de disolucion hidroalcohdlica 12% (v/v). A
continuacion, el cartucho se introdujo dentro de la camara donde se modificaron las
propiedades de la resina mediante la fijacion de Cu(l), para lo cuél se pasé a través del
cartucho 4mL de disolucion 4cida de CuCl (500 mg LY). Esta disolucion fue preparada
dentro de la camara de anoxia mediante la disolucion del CuCl en agua MilliQ a pH 2 con
20%MeOH.
Tras modificar la resina con Cu(l), se inicid la extraccién propiamente dicha. Se hizo
pasar 15mL de muestra a través de la resina. Luego se llevd a cabo un lavado suave con
1,5 mL de una dilucién de 30% MetOH con 1%NaHCOs. Posteriormente se secd el
cartucho durante 20 minutos en el equipo de vacio por succién. Tras el secado se obtuvo
el primer extracto que contenia los aromas varietales (VA) mediante la elucion con 600uL
de DCM con 5%MetOH. Posteriormente el cartucho se lavé con 2 mL de 100% MetOH
y con una disolucion de 4mL de Cisteina (Cys)-HCI 50 g L™ en agua MilliQ. Por Gltimo,
se procedid a un segundo secado de 20 minutos tras el cual se obtuvo el segundo extracto
que contenia los MPFs (libres o totales, dependiendo de la muestra de partida, tratada o
no con TECP) mediante la elucion con 400uL. de DCM con 5%MetOH.
El extracto 1 fue analizado en un GC-MS, un microlitro en splitless para determinar los
VA.Y el extracto 2 se analizé también en splitless pero inyectando 3 pL en un GC-MS

para determinar los MPFs.
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El equipo utilizado para el analisis de los extractos fue un Shimadzu QP-2010 GC con un
sistema de deteccion MS de cuadrupolo con una fuente de iones de impacto de electrones
estandar. La columna era una DB-WAXetr de J&W Scientific, 30 m 0,25 mm de
didmetro, con un espesor de fase de 0,5 pm.

En el analisis de los aromas varietales (VA), la temperatura inicial del horno fue de 45 °C
durante 2 min, se calenté a 150 °C a 30 °C/min, luego hasta 170 °C a 15 °C/min, a
continuacion, una rampa de temperatura de 7 °C/min hasta 180 °C, mantenidos durante 1
min y finalmente hasta 250 °C a 20 °C/min; permaneciendo a esa temperatura durante
20min. La temperatura de la fuente de iones fue de 220 °C y la interfase se mantuvo a 240
°C. La adquisicion de datos se realiz6 mediante GC-MS utilizando SIM a 0,20 s/punto.
De 6,75 a 7,30 min se adquirié m/z 45y 97 para cuantificar el 2-octanol, usado como
estandar interno; de 7,90 a 8,50 min se adquirié m/z 93 para cuantificar el linalool y de
10,20 a 10,70 min, m/z 172 para cuantificar el 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftaleno (TDN).

La semicuantificacion se hizo mediante areas relativas al estandar interno.

Para llevar a cabo la cuantificacion de los MPFs, la temperatura inicial del horno fue de
45 °C durante 2 min, se calentd hasta 130 °C a 30 °C/min, luego hasta 170 °C a 20 °C/min
y finalmente hasta 250 °C a 10 °C/min; permaneciendo a esa temperatura durante 20min.
La temperatura de la fuente de iones fue de 220 °C y la interfase se mantuvo a 240 °C. La
adquisicion de datos se realizd mediante GC-MS utilizando SIM a 0,20 s/punto. De 6,60
a 7,30 min se adquirieron las m/z 142 y 132 para cuantificar AMMP-d10 y 4MMP
respectivamente; de 9,4 a 9,9 min, m/z 121 y 116 para MHA-d5 y MHA; de 10,40 a 11,0
min, m/z 105 y 100 para 3MH-d5 y 3MH. La cuantificacion se realiz6 mediante factor

respuesta usando areas relativas a los estandares deuterados.

2.6.4 Medidas de indice de color (IC) e indice de polifenoles totales (IPT)
Para la determinacion de color, se llevaron a cabo absorbancias a la longitud de onda de
420, 520 y 620 nm en muestras de las FFAs reconstituidas sin diluir. Las medidas fueron
llevadas a cabo usando cubetas de cristal con un grosor de 1, 2 6 5 mm. Las medidas
tomadas fueron aquellas cuya lectura de absorbancia se encontraba entre 0,3 y 0,7
unidades de absorbancia, como recomienda la OIV (21). El indice de polifenoles totales

(IPT) fue determinado por densidad Optica a 280 nm siguiendo el protocolo de Ribéreau-
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Gayton y col. (22). Todas las medidas de absorbancia fueron tomadas usando un

espectrofotometro UV-vis UV-100 Pharma Spec de Shimadzu (Kyoto, Japon).

2.6.5 Método de andlisis de la actividad tanica
Se realizo el estudio de adherencia de los taninos a una columna mediante HPLC en fase
reversa con un programa de distintas temperaturas 30, 35, 40 y 45 °C descrito por
Revelette y col. (23), en el cual segun aumenta la temperatura se van desprendiendo los
taninos de la columna. Cuanta més adherencia poseen los taninos, mayor es la
astringencia que provocan y por lo tanto la actividad tanica. Los analisis se llevaron a
cabo con un sistema de cromatografia liquida de ultra alta presién (Shimadzu Nexera,
Kioto, Japon) acoplado a un detector de matriz de fotodiodos - SPD-M30A de Shimadzu
(Kioto, Japdn). Se operd con el software Labsolutions, utilizando una columna PLRP-S
100 A 3 um, 2,1 x 50 mm (Agilent) protegida con una precolumna PLRP-S 100 A 3 p x
5 mm (Agilent). La actividad de los taninos, también Ilamada pegajosidad, calculada
como la entalpia especifica de interaccion entre los taninos y una superficie hidréfoba
(columna HPLC de poliestireno divinilbenceno), segln lo propuesto por Revelette y col.
(23) fue cuantificado. También se determind la concentracion de taninos totales y taninos

pigmentados y se informd en equivalentes de concentracién de (-)-epicatequina.

2.6.6 Medicion de potencial redox

El potencial redox fue analizado con un electrodo comercial integrado por un electrodo
de Pty un electrodo de referencia Ag-AgCl (s) (HI 3148 model de HANNA instruments
(USA)). La sefal fue medida con un HI98191 de HANNA Instruments (USA). El sistema
completo estaba dentro de la cAmara de anoxia. La medida tuvo lugar en viales de 5mL
sin agitacion y usando un tiempo de estabilizacion de 35 minutos. Entre medidas, el
electrodo fue limpiado con agua Milli Q, secado y sumergido en una solucién estandar
que contiene 0,01M de ferrocianuro de potasio (aportada por Panreac, Barcelona, Spain).
Esta disolucion tiene 220 + 10mV (frente a Ag-AgCl(s)) como potencial conocido a 25
°C y fue usada para comprobar posibles desajustes del electrodo. En el caso de desajustes,
el diafragma del electrodo fue limpiado con una disolucion de tiourea (<6%) y HCI (<2%)
(Crison).

2.7 Tratamiento de datos y andlisis estadistico
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El andlisis de los pardmetros medidos tras el envejecimiento andxico y el oxidativo en
WIT se hizo mediante un ANOVA de tres factores con interaccion (XLSTAT, Addinsoft,
version 2015) para evaluar el efecto de la dosis de oxigeno, el efecto del tiempo de
envejecimiento y el perfil polifendlico. Los estudios de correlacion se llevaron a cabo con
Excel 2020 (Microsoft, Wahington, USA).

Para el célculo de los cocientes entre las concentraciones molares de aldehidos
acumulados cuya aparicion es producto de la degradacion de Strecker a partir de los
aminoacidos, frente a los aldehidos formados por la peroxidacion de los alcoholes
subrogados (Raxas) se llevaron a cabo las siguientes operaciones, teniendo en cuenta que
al inicio se agregaron 10 mg L de cada aminoacido y 50 mg L™ de cada alcohol
subrogado:

1.- Rendimiento en la reaccién de Strecker para el aldehido i procedente de aa i

xi/
R _ MmOlaldi
aldi —

1O/Mmolaal-

Donde xies la masa (mg) de aldehido de Strecker medida, Mmolai s su masa molar (mg
mol™?) y Mmoli es la del aminoécido precursor.

2.- Rendimiento en la reaccidn de oxidacion del alcohol surrogado i formando el aldehido

surrogado i

Vi /
R L Mmozaldsi
aldsi —

50/Mmol i
alcsi
Donde yi es la masa (mg) de aldehido surrogado medida, Mmolagsi €s su masa molar (mg
mol™?) y Mmolacsi es la del alcohol precursor.
3.-Cociente de rendimientos:
Ragi _ . xi Mmolae; Mmolgs

Roajas =5— = '
aa/ Rayasi yi Mmolyq Mmolgys

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue estudiar como afecta el envejecimiento bajo diferentes
dosis de oxigeno y tiempos a la variacién de acetaldehido, aldehidos de Strecker,
mercaptanos polifuncionales y otros compuestos varietales, trabajando con vinos
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reconstituidos a partir de fracciones fenolicas extraidas en presencia de aire a partir de
mistelas. Ademas, también se monitorizO el consumo de oxigeno durante el

envejecimiento y la evolucion de parametros fenolicos.

Dado que los reconstituidos eran vinos modelo de composicion estandarizada en metales,
aminodacidos, pH y grado alcohdlico, la Gnica diferencia era la fraccion fendlica. Asi fue
posible identificar y evaluar las diferencias introducidas exclusivamente por el perfil
polifendlico.

Para este estudio se decidié reconstituir 3 fracciones fenolicas obtenidas de uvas de
Tempranillo (una de Ribera y otra de Rioja) y una de Garnacha vendimiada antes de
tiempo, buscando asi trabajar con los perfiles fenélicos mas diversos entre si. En cuanto
a las variables que se estudiaron en el envejecimiento oxidativo fueron: el sistema de
aporte de oxigeno (de una Unica vez o de forma continua), la dosis de Oz suministrada (7,
20y 50 mg L) y el tiempo de envejecimiento (1 'y 2 meses).

El aporte de oxigeno de forma continua no funcion6 como se esperaba, por lo que apenas
se consideraron estos resultados (anexo | tablas S3-7). La mayor parte de la discusion se
refiere al aporte de oxigeno de una sola vez en WIT.

Para la evaluacion de la significatividad de los cambios introducidos en los WIT por el
perfil polifendlico, la dosis de oxigeno y el tiempo de envejecimiento, junto a las
interacciones introducidas entre estos parametros se llevd a cabo un ANOVA de tres
factores (FFA, dosis de Oz y tiempo). Los resultados de dicho estudio se recogen en la
tabla 2.

Puede observarse que la mayoria de las variables al final del envejecimiento son afectadas
significativamente por los tres factores a estudio, y que ademas, las interacciones de estos
factores son significativas para la mayoria de las variables. En el sentido contrario destaca
la AMMP total, que no varié significativamente (p>0,05) con ninguno de los 3 factores

estudiados.

FFA Dosis O, Tiempo | FFA*Dosis FFA*Tiempo Dosis*Tiempo

Acetaldehido (mg L™?) # falele falaied ns falaie **
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2-metilpentanal (ug L) ns Fx Fx Fx ekl

3-metilpentanal (ug L™) *hk *xk s "% ns
4-metiltiobutanal (ug L) el *kk *xx *kk ns
4-metilfenilacetaldehido (ug L) ok * sekk * #

Isobutiraldehido (ug L) ok *x ok # okl
2-metilbutanal (ug L) falele falele Fhx # falaied
3-metilbutanal (pg L) kel ** *kk # -
Metional (ug L) *x *kk — —— i
Fenilacetaldehido (ug L) *% ok wkk *%k ok
4MMP Libre (ug L) ok ok ok ek o
MHA Libre (ug L) Hkk ok Hokek - —
3MH Libre (ug L7 Hokek wAk ek - *

4MMP Total (ug L?) ns ns # ns ns
MHA Total (ug L?) el *kk *xk ns *

3MH Total (ug L?) ns *okk *kk *k "
Linalool (a.u.) Hhx *k Fokkk - —
TDN (a.u.) Fkok *k Hokok ns Sk
Potencial (mV) dekek Fkk ek ek ns
IPT *kon # ns * sk
Color (intensidad) *xx Hkk *kk Hkk kk
Actividad tanica (Stickiness) ol ek *xk # *x
Taninos Totales (mg L) ko ns kol * #

Taninos Pigmentados (mg L™) ek ok ek ok ns
% taninos Pigmentados Fkk Fkk ns ** *

*k*
*k*k

*%

ns

**
*k*k
*kx*k
*k*
**k*k

*k*k

ns

**

*%*

ns

*k*k

*k%k

*k*k

ns
ns

Tabla 2: Significatividad (p(t)) obtenida del ANOVA de tres factores de los datos
obtenidos con un aporte Unico de Oz. Estudio del efecto de la FFA, la dosis de oxigeno y
el tiempo de envejecimiento y sus interacciones, sobre los aldehidos, los MPF, aromas
varietales, el potencial y los parametros fenolicos. (ns p>0,1; #p = 0,1-0,05; *p = 0,05—
0,01; **p = 0,01-0,001; ***p < 0,001). (a.u. Unidades de area relativa).

3.1 Consumo de Oz y potenciales redox

Como anteriormente se ha descrito, en el estudio se utilizaron dos sistemas de suministro
de oxigeno. En uno, el aporte de oxigeno fue de una sola vez a través del espacio de
cabeza del vial (WIT). Y un segundo sistema cuyo espacio de cabeza estaba lleno de
argoén y el oxigeno se suministraba de manera paulatina por difusién a través de un capilar
cuya longitud y diametro marcaban la dosis de entrada, los llamados sistemas de
microoxigenacion (MOX). En ambos sistemas se queria aportar las mismas cantidades de
oxigeno, 7; 20y 50 mg L™, durante 1y 2 meses de incubacion a 35°C. Durante este tiempo
el oxigeno disuelto fue monitorizado.

En los WIT se calcul6 la velocidad de consumo de O3 por dia, a partir del consumo total

observado en los 4 primeros dias (OCRs). Los resultados obtenidos se recogen en la tabla
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3. Podemos observar que la FFA 2 destaca por una velocidad de consumo
significativamente superior a las otras dos FFAs (p(t)=0,001), siendo las diferencias mas
evidentes a la dosis més alta de oxigeno. Es posible observar diferencias significativas en
la velocidad de consumo entre las FFAs a partir de 20 mg L™ de O.. El incremento de la
dosis proporcionada de O, potencia la disparidad de tiempo que tardan las FFASs en
completar el consumo de oxigeno. Con el aumento de la dosis de oxigeno suministrado
se acelera su consumo, incrementandose de manera significativa (p(t)<0,0001) el valor
de las OCRs en todas las FFAs. Esto indica que las fracciones fendlicas son &vidas
consumidoras de oxigeno, con mayor velocidad cuanto mayor es la disponibilidad de O,

viniendo marcado este consumo en parte, por el perfil polifendlico.

FFA 1 FFA 2 FFA3
7 mgO,L™! 1,29 £ 0,104 1,36 * 0,114 1,31 * 0,10A
20mgO.Lt 2,38 + 0,07°® 269 + 0,044 267 + 0,13"
50 mgO.Lt 4,14 + 0,00° 499 + 0,16 436 + 0,18%®

Tabla 3: Velocidad de consumo de O (OCRs) promedio, de cada FFA, durante los
primeros 4 dias de envejecimiento oxidativo segun la dosis de oxigeno inicialmente
suministrada. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre dosis
de O (Fischer posthoc test, p < 0,05). Diferentes letras mayusculas indican diferencias
significativas entre FFAs (Fischer posthoc test, p < 0,05).

En el caso de los WIT, el consumo de la préactica totalidad del oxigeno aportado (oxigeno
remanente<4%) tuvo lugar antes del primer mes (dia 30), en todas las dosis y en todas las
FFAs excepto en la dosis 50mg L™ la FFA1, que s6lo lo consiguio tras 42 dias de
incubacion (Fig 1c). No se presentd ninguna diferencia en la avidez de consumo de
oxigeno entre las FFAs en el menor de los suministros (Fig 1a), siendo las tres FFAS
capaces de completar el consumo de una saturacion en el primer dia de incubacion. Sin
embargo, la muestra de FFA1 a la que le fueron suministrados 20mg Lt experimenta un
consumo de oxigeno significativamente inferior a las otras dos FFAs durante los primeros
10 dias del estudio (Tabla 3 y Fig 1b). Todo esto sugiere que la fraccion fendlica FFAL

es ligeramente menos avida consumidora de oxigeno que las otras dos.
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Figura 1: Consumo de oxigeno (mg L) durante el envejecimiento oxidativo de las
3FFAs en los WIT habiéndoles suministrado inicialmente mediante espacio de cabeza
7(a); 20(b) y 50 (c) mg L de Ox.

En los sistemas micro-oxigenadores, MOX, hemos podido observar, a raiz de los datos
obtenidos, que se ha producido un suministro masivo y continuo superior al deseado. Los
distintos MOX respetan el orden de dosificacion pero no la proporcionalidad; por lo que
los datos de estos sistemas en ningln caso podran ser correlacionables con valores de
oxigeno consumido, pues se desconocen estos Ultimos. Por tanto, los resultados de estas
muestras no son validos para comprender el diferente comportamiento de las FFAS segun
la cantidad de oxigeno aportada. Los datos medidos Gnicamente aparecen en el anexo |
(tablas S3-7) y apenas se comentaran en este capitulo.

Los niveles de oxigeno acumulado, en el supuesto de que hubiera entrado en los seis
sistemas MOX (3FFAs por duplicado) la misma cantidad de O para cada dosis,
sugeririan que la FFA3 tendria una mayor capacidad para consumir Oz, muy similar a la
FFA2 cuyas diferencias en muchos casos no serian significativas, y en todas las dosis,
significativamente superior a la FFA1 (figura 2). Desde este punto de vista, se confirma
lo observado en los WIT, en los que la FFA 1 tiene una menor avidez de consumo de
oxigeno que las otras dos fracciones. Esta fraccion fendlica procede de una uva
vendimiada con un bajo grado de madurez y procedente de la variedad Garnacha, mientras
que los perfiles fendlicos de las FFAs 2 y 3 son de la variedad Tempranillo y de uvas en

momento éptimo de vendimia. Esto sugiere que la variedad y/o el momento de vendimia
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podrian ser factores clave en el poder modulador del perfil polifendlico en cuanto al
consumo de Oo.
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Figura 2: Acumulacion de oxigeno (mg L) en los 6 sistemas MOX, de los suministros
de O de 7(d); 20(e) y 50(f) mg Lt del primer mes y 7(a); 20(b) y 50(c) del segundo mes.

El potencial redox es una medida global del estado de Oxido-reduccion en el que se
encuentra la muestra, indicando si las especies electroactivas que se encuentran en ella
estan mayoritariamente en estado oxidado o reducido. El pH y el oxigeno disuelto en el
vino afectan al potencial redox. En este estudio todas las muestras tenian el mismo valor
de pH (3,5), por lo que este factor no se considerd.

Si nos fijamos en los resultados obtenidos en la evaluacién del potencial a través del

ANOVA de tres factores recogidos en la tabla 2, observamos que todos los factores son
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significativos. También lo son las interacciones, a excepcion de la interaccion entre la

FFA'y el tiempo.

En el ensayo, las tres FFASs partieron de sorprendentemente altos niveles redox, 182,6 mV
para la FFA1, 156,6mV para la FFA2 y 168,3 mV para la FFA3, valores considerados
elevados en el vino. Este resultado no era esperado, ya que, exceptuando el aislamiento
de la FFA, todo el trabajo de reconstitucion se hizo en atmdsfera inerte y, ademas, los
reconstituidos contuvieron pequefias cantidades de Cu(l) y Fe(ll), que son formas
reducidas. Este alto potencial inicial indica que en el momento en que se produce la
reconstitucion, los cationes metalicos son oxidados a Cu(ll) y Fe(l11). Debemos por tanto
considerar que las FFAs contenian especies oxidadas que de manera espontanea se
redujeron, oxidando a los cationes metélicos. Si atendemos a lo que ocurre en los
controles dopados en anoxia, los potenciales se reducen entre 135-105mV en el primer
mes con respecto a los valores iniciales, aun asi sus valores se mantuvieron entorno a 45-
60mV. Esta reduccién espontanea del potencial es esperada y consistente con lo que
ocurre en el envejecimiento andxico del vino (24). En este primer mes no se observan
diferencias significativas entre los potenciales alcanzados por las tres FFAs reconstituidas
en anoxia. Dicho descenso del valor de los potenciales supone mas del 90% de la
reduccion que se produce durante los 2 meses en las mismas condiciones. Esto confirma
el gran poder reductor que poseen estas fracciones fendlicas. En el segundo mes en los
controles dopados conservados en anoxia si se observa una diferencia significativa en los
valores de potencial redox, siendo la FFA2 la fraccion fenolica que alcanza el menor
potencial 27,4+5,5 y la FFA 1 la que finaliza el ensayo con mayor valor 45,4+1,2. Es
interesante observar que este resultado vuelve a sugerir que la FFA 2 y la 1 son las que
mayor y menor poder antioxidante tienen, respectivamente. Por cierto, este resultado
certifica, por primera vez, que la velocidad a la que disminuye el potencial redox en

anoxia, es significativamente dependiente de la composicion de la FFA.

Volviendo al experimento general, la evolucion de los potenciales de las muestras
sometidas a oxidacion fue la esperada, terminaron con valores mas altos aquellas muestras
a las que se les suministrd una mayor cantidad de oxigeno (Tabla 4). La velocidad de
consumo de oxigeno (OCR) de las FFAs esta intima y positivamente relacionada con el
potencial redox medido al final de cada proceso de envejecimiento. Esto se corrobora

mediante el estudio de los coeficientes de correlacion entre las OCR y los potenciales
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obtenidos tras uno y dos meses de envejecimiento: 0,88 (p(t)=0,0042) y 0,76
(p(t)=0,0293), respectivamente.

Potencial (mV)

%irggg (Lmle)sl) FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 4820 + 2135 4590 + 990 61,80 + 13,86
7/ M1 7940 + 453 3865 + 516 3460 + 523
20/ M1 9525 + 092 57,90 + 198 6175 + 247
50/ M1 17580 + 3,25 11545 + 32,31 16565 + 841
0/M2 4535 + 120 27,40 + 552 4230 + 042
7/ M2 4790 + 297 2560 + 240 3550 + 6,65
20/ M2 9195 + 1421 3275 + 120 37,65 + 4,03
50 / M2 136,65 + 1,63 70,70 + 0,28 93,60 * 6,36

Tabla 4: Potenciales (mV frente a Ag/AgCI(s)) medidos en el experimento en los vinos
modelo tras uno y dos meses de envejecimiento andxico (0) y oxidativo, con distintos
suministros iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L.

Sin embargo, existe un claro efecto de la composicion polifendlica de cada FFA sobre los
valores redox. Como se muestra en la tabla 2, que recoge los resultados del estudio
ANOVA, el efecto que la FFA introduce es significativo con un valor p(t)<0,0001. Al
haber sido suministradas todas las FFAs con las mismas dosis de oxigeno al inicio del
experimento, aquella FFA que presente los niveles redox mas bajos puede considerarse
la mas eficiente haciendo frente al proceso de oxidacion. Es decir, aquella que consume
mayor cantidad de oxigeno acumulando la menor cantidad de formas oxidadas. Con lo
que, si nos fijamos en la figura 3, que relaciona el oxigeno suministrado a cada FFA con
el potencial experimentado en el mes 1 (fig. 3a) y mes 2 (fig. 3b), el valor de la pendiente
sera inversamente proporcional a la eficiencia de las FFAs para hacer frente al
envejecimiento oxidativo. Por tanto, el perfil polifendlico con mayor efectividad segun
este criterio redox seria el de la FFA2 con una pendiente de 1,81y 1,09 enel mes1y 2
respectivamente. Que corresponde con la muestra que presentd valores OCR
significativamente superiores en las muestras dosificadas con 20 y 50 mg L de oxigeno
(tabla 3).
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Figura 3: Potencial redox medido en los reconstituidos al final del proceso de oxidacion
con diferentes dosis de Oz, en las muestras que permanecieron 1 mes (a) y en las que
permanecieron 2 meses (b).

En la figura 4 se observa la variacion del potencial medido al final del envejecimiento
con la dosis de O, aportado para las tres FFAs, apreciandose la significatividad de la
interaccion FFA*dosis. La variacion del potencial con la dosis aplicada no es igual para
las 3 FFAs . Atendiendo a la evolucion del potencial redox de la FFA 1 en la figura 4,
podemos decir que es la FFA que experimenta en todas las dosis valores
significativamente superiores a las otras dos FFAs. Al mismo tiempo que es la FFA que
presenta los valores significativamente inferiores de OCR en la tabla 3 en los suministros
de 20 y 50 mg L de O. Por lo que seria, segun el criterio anteriormente mencionado, la

que presenta menor efectividad frente a un envejecimiento oxidativo.
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Figura 4: Variacion del potencial redox (mV) al final del envejecimiento segun las
diferentes dosis de oxigeno para los 3 reconstituidos de FFA.

7



Por consiguiente, los resultados obtenidos de la monitorizacion del oxigeno y del
potencial redox sugieren que las fracciones fendlicas presentes en la uva son un factor

modulador de la resiliencia de un vino al envejecimiento oxidativo.

Los resultados del potencial, obtenidos tras el envejecimiento por microoxigenacion
(MOX) se presentan en el material suplementario (anexo I tabla S7). Son todos superiores
a 180mV, sin apenas diferencias entre las dosis de oxigeno. Lo que corresponde con un
aporte de oxigeno “ad libitum”. Se observan mayores diferencias entre FFAs a los dos

meses que al mes.

3.2 Evolucién del acetaldehido: formacién y reaccion
Todavia es poco conocida la importancia del perfil de polifendlico en la acumulacion del
acetaldehido. Este trabajo pretende encontrar las condiciones de envejecimiento oxidativo
en las cuales el acetaldehido se acumula con mayor diferencia dependiendo de la fraccién
fendlica presente. Se presentan en la tabla 5 los resultados de la cuantificacion de
acetaldehido acumulado por las muestras tras 1 y 2 meses de envejecimiento anoxico y

oxidativo en los sistemas WIT.

Acetaldehido (mg L™?)

Tolin(]g‘g 5}% FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 403 + 000 412 + 151 4,17 + 1,06
7/M1 661 + 022 1050 + 0,00 1500 * 001
20/ M1 1350 + 1,86 19,30 + 235 17,25 + 0,70
50/ M1 2267 + 098 2920 + 1,78 33,68 + 374
0/M2 329 + 020 341 + 005 344 + 0,03
7/ M2 543 + 052 4,63 + 032 4,95 + 1,39
20/ M2 1329 + 2,14 995 + 052 6,69 + 1,04
50 / M2 2384 + 2,78 2376 + 183 2123 + 6,15

Tabla 5: Concentracion de acetaldehido (mg L) acumulado en las FFASs reconstituidas
tras uno y dos meses de envejecimiento anoxico (0) y oxidativo, con distintos suministros
iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L.

Tras llevar a cabo la evaluacién de la acumulaciéon del acetaldehido mediante la
realizacion de un ANOVA de tres factores (FFA, dosis de oxigeno aportado y tiempo) y
sus interacciones (tabla 2), hemos podido observar que todos los factores influyen

significativamente en la evolucidon de este compuesto durante el envejecimiento. En
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especial, es la dosis de oxigeno aportado y la duracion del tratamiento los que tienen un
mayor peso en la modulacién del acetaldehido. La FFA tiene un efecto més suave (p=0,1-
0,05) sobre la cantidad de acetaldehido que se acumula en las muestras. Sin embargo, la
variacion con el tiempo se ve significativamente modificada por el perfil polifendlico de
cada FFA como podemos apreciar en la figura 5. Al igual que ocurre con la dosis de
oxigeno aportado. Por el contrario, la interaccion dosis*FFA no fue significativa,
p(t)=0,108. En la figura 5 puede observarse como el acetaldehido acumulado en el
reconstituido de la FFAL es similar al mes que a los dos meses. Sin embargo, las FFASs 2
y 3 acumularon mas acetaldehido en el primer mes que en el segundo, en concreto 7 mgL”

' mas la FFA2 y 11 mgL™ la FFAS3, considerando todas las dosis de O, en promedio.

= = N N
o w1 o @]
I I I '

T T T 1

Acetaldehido (mg L-1)

w1
I
T

FFA'1 FFA 2 FFA 3

| ——Mes1 —>— Mes?2 |

Figura 5: Variacion de la concentracion de acetaldehido (mg/L para las diferentes FFAs
(promedio de las 3 dosis de O), al final del primer mes y al final del segundo mes.

En los WIT durante el periodo de oxidacién, el acetaldehido se forma rapidamente y en
niveles proporcionales al O dosificado, pero en cantidad considerablemente inferior a la
estequiométricamente esperable si consideramos la estequiometria 1:1, moles de oxigeno
consumido:moles de acetaldehido formado, ya que, de acuerdo con la teoria cominmente
aceptada de oxidacion del vino, en ausencia de SO -como es el caso-, la mayor parte del
H20, formado en la primera reduccion del O, formara el radical OH* en la reaccion
Fenton que a su vez, acabara mayoritariamente oxidando el etanol (25). Posteriormente,
al comparar las cantidades de acetaldehido acumuladas durante el primer mes con las de
las muestras incubadas durante el segundo mes, se observa una disminucion de su
concentracion. Dicha desaparicion sugiere que el acetaldehido habria reaccionado,

presumiblemente con el material fendlico de las FFAs. Su reduccién no depende del nivel
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de acetaldehido alcanzado. Cada FFA acumula una cantidad maxima distinta de
acetaldehido y también se observa con claridad que la desaparicion de acetaldehido es
maés notable en unas FFASs que en otras. Siendo la FFA3 la que tiene una mayor aptitud
para su consumo, al contrario que la FFAL, la cual parece carecer de esta capacidad (fig.
5).

Teniendo en cuenta que, excepto en la dosis 50mgL ™ de la FFAL, el resto de las muestras
han consumido mayoritariamente en el primer mes todo el oxigeno suministrado, el
segundo periodo (M2) nos permite estimar cual es la capacidad de las FFAs para consumir
acetaldehido. Como se aprecia en la tabla 5, en el caso de la FFA 1 consume entre 0y 1
mg L del acetaldehido alcanzado en el primer mes. La FFA 2 ha de consumir al menos,
entre 5y 9 mg L%, que son las disminuciones observadas respecto a los valores alcanzados
en el mes anterior y la FFA 3, al menos entre 10y 12 mg L.
Con los datos de acumulacion méxima del primer mes es posible estimar la tasa de
oxigeno empleado en la oxidacion del etanol. Dado que es posible calcular el acetaldehido
esperable segun el oxigeno suministrado como se describe a continuacion:

ngDosis 0,

32

Al realizar los calculos debemos tener en cuenta la presencia de 4 mg/L de acetaldehido

mg ,
X 44 = Tacetaldehldo

basales presentes en los controles de anoxia del M1.

Por lo que para la dosis de 7 mgL* (D7) seria esperable alcanzar una cantidad de 9,6 mg
L1 de acetaldehido segun la ecuacion anteriormente descrita. Sin embargo, en la FFA1
encontramos 6,6 mg L™ que si le restamos los 4 mg L 1del control en anoxia queda en 2,6
mg L? de acetaldehido acumulado como consecuencia de los 7 mg L de oxigeno
aportado. Esto supone que sélo un 27% del O se ha empleado en la oxidacion del etanol
en la FFAL. En el caso de la FFA2 se observan 10,5 mg/L, que restandole los 4mg/L del
control de anoxia quedaria en 6,5 mg L™ de acetaldehido acumulado a raiz del suministro
de oxigeno, por lo que el 68% del O. consumido en el primer mes ha oxidado etanol. La
FFA 3 alcanz6 un maximo de 15 mg L™ por lo que el oxigeno aportado habria oxidado

ese primer mes al etanol en una tasa del 122%.

Para la dosis de 20mgL* (D20) cabria esperar una produccion maxima de 27,6 mg L™ de
acetaldehido. En este caso la FFA1 ha acumulado 13,5 mg L de acetaldehido por lo que
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un 34% del oxigeno habria oxidado el etanol, tasa similar a la observada en D7. Sin
embargo, en la FFA2 y FFA 3 se producen reducciones claras del porcentaje de oxigeno
usado en la oxidacion de este alcohol con respecto a D7. Siendo el acetaldehido observado
enlaFFA2 19,3 mg Ly en la FFA 3 17,3 mg/L por lo que sus porcentajes serian 55% y

48% respectivamente.

En la dosis de 50mgL™ (D50) deberian observarse 69 mg L de acetaldehido. De nuevo
en la FFA1, tan solo un 27% del oxigeno suministrado oxida el etanol pues alcanza una
concentracion de 22,7 mg L™ de acetaldehido en la muestra. La FFA 2 contiene 29,2 mg
L de acetaldehido que corresponde a un 37% del oxigeno suministrado usado en la
oxidacion del alcohol. Y la FFA3 un 43% con una presencia de 33,7 mg L* de

acetaldehido.

En vista a estos resultados, observamos que la tasa de oxigeno convertido en acetaldehido
en las FFAs 2 y 3 disminuye al aumentar la dosis, mientras que en la FFA 1 permanece
en todas las dosis en valores bajos. Esto es, en las FFAs 2 y 3, el aporte de mayor cantidad
de oxigeno conlleva una menor eficiencia en el proceso de oxidacion del etanol. Puesto
que este proceso transcurre via el radical 1-HER, debemos suponer que cuando este
radical se acumula, es mas probable que sea secuestrado por otro componente, que inhibe
la oxidacion del etanol. Hasta el momento, en la literatura cientifica, se ha demostrado
que los acidos cinamicos son capaces de secuestrar dicho radical (26), pero podrian ser
otros muchos componentes.

Por otra parte, parece que la FFAL, la que menos acetaldehido acumula, también es la que
mas lento consume el O> como se ha descrito en el apartado anterior. La mayor lentitud
tiene que atribuirse al tipo y cantidad de material fendlico, que seria mas dificilmente
oxidable, bien porque forma quinonas excesivamente estables que se acumulan, y que
incluso podrian secuestrar ellas mismas el radical hidroxilo, acumulando también

peroxido de hidrogeno (Fig. 6).
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Figura 6: Formacion de acetaldehido a partir del etanol a través de la oxidacion acoplada
con polifenoles. (Waterhouse, 2010 (27)).

En cualquier caso, la lentitud en el consumo de O. también implica que la reaccion de
Fenton se vera ralentizada al producirse méas lentamente la formacion del radical
hidroperdxido con su consecuente enlentecimiento de la formacion de acetaldehido. En
este sentido, resulta sumamente sorprendente, por contraste con las FFAs avidas
consumidoras de Oz, que esta FFA sea la que menos acetaldehido acumula, pues
supondria que, a pesar de tener menos polifenoles muy antioxidantes, tiene polifenoles
con una alta capacidad de secuestrar el radical 1-HER y de impedir la oxidacion del
etanol.

Las concentraciones de acetaldehido acumulado durante el envejecimiento por
microoxigenacion (MOX) se presentan en el material suplementario (anexo | tabla S6).
Son en todos los casos concentraciones mas altas que las medidas en los WIT y hay muy
poca diferencia entre las diferentes dosis. Los datos indican que incluso en los MOX
preparados para las dosis mas bajas se multiplica hasta por 10 la cantidad de acetaldehido
acumulado en los WIT, por lo que de nuevo pensamos que el consumo de oxigeno fue
“ad libitum”. Ademaés, no hay descenso de la acumulacion de acetaldehido entre las
muestras de 1 mes y de 2 meses como en WIT, en el caso de los MOX en todos los casos
(excepto D7 FFAL) hay un aumento de acetaldehido acumulado al aumentar el tiempo de

envejecimiento.
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3.3 Aldehidos de Strecker: Formacion y reaccion

Se llevo a cabo la adicion al vino modelo de cuatro alcoholes subrogados y cinco
aminodcidos precursores de los aldehidos de Strecker con el fin de comparar la relevancia
de ambas vias en la formacion de los aldehidos en el vino. Como en el caso anterior, el
objetivo de este experimento era determinar las condiciones de envejecimiento oxidativo
en las que se observaran mayores diferencias de acumulacion de aldehidos en funcién del
perfil polifendlico, unico factor diferenciador entre muestras, ya que la matriz del vino

modelo estaba estandarizada.

Si atendemos a los resultados obtenidos del ANOVA, presentados en la tabla 2, la distinta
composicion de las FFAs juega un importante papel en la acumulacion de los aldehidos;
tanto en los formados via degradacion de Strecker como en aquellos que aparecen por la
oxidacion de los alcoholes subrogados, a excepcion del 2MP. Como era de esperar, la
dosis de oxigeno aportado y el tiempo también son factores clave en la concentracion de
ambos tipos de aldehidos durante el envejecimiento. La interaccion entre estos factores
modula la acumulacién de la mayoria de los aldehidos, no siendo significativa la
interaccion FFA*dosis en isobutanal, 2MB y 3MB, la interaccion FFA*tiempo en 3MP,
4-metiltiobutanal y 4-metilfenilacetaldehido procedentes de los correspondientes

alcoholes; y la interaccion dosis*tiempo en este Ultimo compuesto.

Los resultados de la acumulacién de los distintos aldehidos obtenidos tras el

envejecimiento oxidativo son recogidos en la tabla 6.
Los resultados de la tabla 6 indican claramente que los aldehidos se forman en su mayoria

a través de la degradacién de Strecker, a partir de los aminoacidos presentes en el medio,

tal y como se va a mostrar a continuacion.
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Tabla 6: Concentracion de aldehidos (ug L) acumulados en los vinos modelo tras uno y dos meses de envejecimiento andxico (0) y oxidativo, con distintos
suministros iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L™*. Aparecen titulados en negrita aquellos que provienen de la oxidacion de los alcoholes subrogados y
en cursiva los originados a traves de la reaccion de Strecker de sus aminoacidos precursores.

2MP (ugL™) 3MP (ugLY) 4AMTB (ugL™?)

'ﬁérggg E_r‘r:()esl) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 520 + 0,00 569 £ 005 663 + 041 19,96 + 0,09 22,15 + 0,25 22,44 + 0,00 0,36 = 0,01 0,44 = 0,02 048 + 0,07
7/ M1 546 + 087 635 *+ 125 535 + 0,14 32,10 + 265 29,57 * 6,58 31,77 * 0,26 0,65 + 0,07 0,88 = 0,05 0,73 + 0,06
20/ M1 6,03 £ 058 525 + 093 503 + 0,25 3591 + 3,89 3318 + 6,41 31,34 *+ 1,19 0,61 + 0,01 0,82 + 0,05 0,79 = 0,04
50/ M1 521 + 108 59 + 160 546 * 0,19 3260 + 575 36,88 + 7,60 3420 + 152 0,63 + 0,04 0,85 = 0,02 0,84 + 0,04
0/M2 513 + 0,01 526 + 0,02 564 + 000 1392 + 0,13 1599 + 1,09 14,73 * 0,45 051 + 0,01 0,61 + 0,04 0,53 + 0,02
71 M2 945 + 0,15 893 + 001 7,72 + 057 5565 + 0,01 4811 + 0,02 4267 *+ 7,21 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
20/ M2 839 + 030 740 + 030 6,29 + 232 52,73 £+ 054 4801 + 506 37,30 + 13,10 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
50/ M2 560 = 0,23 685 *+ 025 766 £ 009 3569 + 244 4081 + 1,75 46,02 + 3,89 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

4MF (ugL™) Isobutiraldehido (ugL™) Fenilacetaldehido (ugL™)

_ﬁérg;g E_mlgs/) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 232 £ 0,09 172 + 118 3,04 = 0,28 2,17 + 0,00 2,01 + 0,01 2,70 = 0,15 14,40 + 0,05 9,03 + 0,03 11,03 + 0,06
7/ M1 2,60 + 0,88 282 + 0,23 246 * 0,73 3,79 + 0,02 3,12 + 0,28 429 + 1,09 2366 + 0,07 12,46 + 0,33 17,74 + 4,80
20/ M1 223 + 115 227 + 111 142 + 0,10 11,32 * 0,85 820 + 045 10,33 += 0,14 67,14 + 249 33,42 + 0,49 42,07 + 0,16
50/ M1 384 + 220 320 + 182 276 + 130 29,09 + 0,01 1969 +# 0,03 30,19 + 862 13263 + 0,23 86,17 + 0,01 122,88 *+ 4,10
0/ M2 187 + 016 1,89 + 005 207 + 0,15 0,49 + 0,04 0,44 + 0,00 0,61 + 0,00 6,06 + 0,01 3,46 + 0,03 4,03 + 0,00
71 M2 474 + 0,02 3,05 * 0,10 298 + 0,53 0,88 + 0,09 0,68 = 0,06 0,92 + 0,33 9,47 + 0,94 4,65 *+ 0,22 580 + 1,34
20/ M2 329 £ 0,15 233 + 0,01 289 + 0,40 3,10 + 0,82 1,55 + 0,02 1,20 + 0,19 29,53 + 059 10,69 + 0,03 8,12 + 0,08
50/ M2 213 + 0,03 192 + 0,15 231 * 0,05 746 + 0,73 477 + 0,45 6,10 + 0,04 73,72 + 0,23 33,65 = 0,15 46,08 + 0,22
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Tabla 6 (continuacion): Concentracion de aldehidos (pg L™) acumulados en los vinos modelo tras uno y dos meses de envejecimiento anoxico (0) y oxidativo,
con distintos suministros iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L. Aparecen titulados en negrita aquellos que provienen de la oxidacion de los alcoholes
subrogados y en cursiva los originados a través de la reaccidn de Strecker de sus aminoacidos precursores.

2MB (pgL™) 3MB (ugL™) Metional (ugL™?)

Tolér(nrgg E‘mlg S/) FFA FFA 2 FFA FFA FFA 2 FFA3 FFA FFA 2 FFA3
0/M1 328 =+ 0,04 289 = 0,02 4,01 £ 0,05 5,08 = 0,80 441 + 0,05 574 + 0,07 453 + 0,23 3,97 = 0,09 4,69 + 0,02
71/ M1 540 = 0,11 428 + 043 568 + 1,36 8,46 = 0,10 7,37 £ 1,02 8,85 + 2,52 8,65 = 0,16 584 + 0,22 8,09 + 2,32
20/ M1 13,67 + 1,16 10,00 + 0,59 12,19 + 0,13 24,47 + 2,72 17,09 + 0,93 20,50 + 0,26 2799 + 2,74 16,44 + 095 19,89 + 0,37
50/ M1 30,00 £ 0,10 22,79 * 0,23 32,06 =+ 7,16 58,12 + 1,30 43,05 + 0,04 6145 * 14,70 5361 * 1,20 4105 * 1,11 61,72 * 11,65
0/M2 141 + 015 133 + 0,12 1,73 = 0,10 1,45 + 0,05 1,19 + 0,03 1,46 = 0,02 519 + 0,20 4,33 += 0,00 4,79 + 0,06
71 M2 229 £ 019 177 £ 010 231 + 0,61 247 + 0,19 1,64 + 0,10 2,11 + 0,64 989 + 1,12 6,31 + 0,38 7,52 + 2,43
20/ M2 6,76 £ 165 3,74 + 0,13 3,00 £ 0,39 742 + 157 3,86 = 0,19 2,88 + 0,36 36,68 + 9,74 1587 + 0,95 10,67 + 131
50/ M2 1568 + 149 10,37 + 0,36 13,27 = 025 2091 + 181 1268 + 1,03 1580 *+ 0,46 99,93 + 3,06 4992 + 192 6190 + 2,50
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Para estudiar la relevancia de cada mecanismo de formacion, se han calculado los
cocientes entre las concentraciones de aldehidos acumulados cuya aparicion es producto
de la degradacion de Strecker a partir de los aminoécidos, frente a los aldehidos formados
por la peroxidacion de los alcoholes subrogados (Raxas) Segun se ha especificado en la
seccidn 2.7 de tratamiento de datos y analisis estadistico del apartado de materiales y
meétodos.

Este cociente puede ser mas de 30 al mes de envejecimiento 0 20 a los dos meses, lo que
indica claramente que la degradacion de Strecker es la via preponderante de formacion.
Como puede observarse en la figura 7, los cocientes Raaas incrementan
proporcionalmente con la dosis de O aportada, dicho cociente puede multiplicarse
incluso por 2 al pasar de D20 a D50. Este fendmeno tiene lugar en ambos puntos
temporales (mes 1y mes 2). Esto indica que a mayor aporte de oxigeno gana importancia
la presencia de los aminoacidos en el vino en cuanto a la acumulacion de aldehidos frente
a la presencia de los alcoholes superiores. Por lo que la oxidacion de los alcoholes tiene
mas peso a dosis menores de oxigeno. Esto es algo bastante sorprendente, ya que, dada la
naturaleza radicalaria del proceso, pareceria que deberia estar favorecido en condiciones
de oxidacién intensa. Sin embargo, los datos claramente indican lo contrario. Debemos
asumir entonces que es la degradacion de Strecker la que es sumamente dependiente de
la dosis de oxigeno y que su efectividad crece mucho con la dosis de oxigeno. Esto podria
estar relacionado con la disponibilidad de las quinonas formadas en la reaccién. Puede
asumirse que en condiciones de oxidacién intensa, va a haber una acumulacion de
quinonas que favorecen la degradacion de Strecker.

Este efecto tiene lugar en las tres FFAs pero no en la misma proporcion. La Rawas
disminuye tras el envejecimiento oxidativo de 2 meses, con respecto al envejecimiento
oxidativo de 1 mes, pero el orden de las FFAs se mantiene: FFA1>FFA3>FFA2. Esto
indica que el perfil polifendlico propio de cada FFA juega un papel determinante en la
reactividad con los aminoacidos presentes en el vino. La FFAL, procedente de la variedad
Garnacha y vendimiada en verde, es la mas productora de aldehidos por medio de la
degradacion de Strecker. Esto sumado a que como anteriormente se ha descrito, es la
FFA menos consumidora de oxigeno y menos eficiente frente a un envejecimiento
oxidativo, sugiere que su perfil polifenolico seria mas proclive a la formacidn de quinonas
mas reactivas frente a los aminoacidos, provocando un aumento superior de los aldehidos

via degradacion de Strecker.
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Si observamos la figura 7, podemos ver claramente que con el incremento de la dosis de
oxigeno aumentan las diferencias del Rawas entre FFAs. Por tanto, es la dosis de 50 mg
L™ en el primer mes (Fig. 7a) la que mas diversidad introduce, pues en el segundo mes

tienden a suavizarse las diferencias.

35 a) 35 b
K]
30 <FFAL 30 oFFA1
. y = 0.577x + 4.0601 -
< R2=0.9925 2 25 y= 0.32767x +2.1954
x 20 FFA2 o . R2 = 0.9961
o 20 ’ FFA 2
= . y=0.2627x +3.0087 .2
215 R2=0.9964 é 15 y =0.1618x + 1.6417
P=
g y FFA 3 5 R2=0.9951
o~ [a
i y = 0.4532x + 2.8448 10 L FFA3
5 o R2 = 0.9909 y =0.2216x + 1.4709
’ > . R?=0.9338
0 0
0 20 40 60 0 10 20 30 40 50 60
Dosis O, (mg L) Dosis O, (mg L)

Figura 7: Ratio de la concentracion molar promedio de aldehidos acumulados cuya
formacion es producto de la degradacion de Strecker a partir de los aminoécidos frente a
los aldehidos formados por la perooxidacién de los alcoholes subrogados (Raxas) segun
la dosis de oxigeno suministrado (mg L) en las 3 FFAs en los dos puntos temporales:
mes 1 (a) y mes 2 (b).

Conociendo las concentraciones iniciales de aminoécidos de Strecker presentes en los
reconstituidos de las FFAs, 10mg L de cada uno, ha sido posible calcular los % de las
tasas de conversion de cada amino&cido en la acumulacion de su aldehido, todo en moles.
Las tasas del primer mes que se recogen en la tabla 7, van desde las méas bajas para el
isobutiraldehido en anoxia (0,018%) hasta las mas altas para el fenilacetaldehido en D50
(1,7%), para cualquier FFA. Esto posibilita conocer el orden de transformacion de

aminoécidos en aldehidos: Fenilalanina> Metionina > Leucina>Isoleucina>Valina.

Mes  FFA Dosis  Isobutiraldehido 2MB 3MB Metional Fenilacetaldehido

0 0,018 0,025 0,039 0,032 0,099

7 0,061 0,082 0,129 0,124 0,325

! 20 0,184 0,208 0,373 0,401 0,923

50 0,236 0,228 0,443 0,384 0,912

! 0 0,033 0,044 0,067 0,057 0,124
7 0,051 0,065 0,112 0,084 0,171

? 20 0,133 0,152 0,260 0,235 0,459

50 0,160 0,174 0,328 0,294 0,592
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0 0,044 0,061 0,087 0,067 0,152

7 0,070 0,086 0,135 0,116 0,244

: 20 0,168 0,186 0,312 0,285 0,578
50 0,490 0,488 0,936 0,884 1,690

0 0,008 0,022 0,022 0,074 0,083

7 0,014 0,035 0,038 0,142 0,130

! 20 0,050 0,103 0,113 0,525 0,406
50 0,121 0,239 0,318 1,431 1,014

0 0,007 0,020 0,018 0,062 0,048

7 0,011 0,027 0,025 0,090 0,064

? ? 20 0,025 0,057 0,059 0,227 0,147
50 0,077 0,158 0,193 0,715 0,463

0 0,010 0,026 0,022 0,069 0,055

7 0,015 0,035 0,032 0,108 0,080

: 20 0,019 0,046 0,044 0,153 0,112
50 0,099 0,202 0,241 0,887 0,634

Tabla 7: Tasa en % de mol de aldehido formado por cada mol de aminoacido afiadido en
el primer y segundo mes.

Si atendemos a lo ocurrido entre el primer y segundo mes en la concentracion de los
aldehidos de Strecker (tabla 6), podemos comprobar que los niveles de isobutiraldehido
descienden fuertemente, superando incluso un factor 4 de caida en todas las FFAs y todas
las dosis de oxigeno. El isobutiraldehido desciende en promedio 4,79 veces en el segundo
mes respecto del primero. Las concentraciones de 2MB disminuyen entre 2,15 y 2,89
veces, en el caso del 3MB lo hacen entre 3,25 en el caso de la FFAl y 4,78 veces en la
FFA3y el fenilacetaldehido lo hace entorno a un factor 2,23 en FFA1y 3,41 en la FFA3.
Sin embargo, el metional es el unico aldehido de Strecker que continla aumentando,
particularmente en la FFAL donde llega a aumentar su concentracion un promedio de 1,31

veces, aunque no aumenta nada en la FFA3.

En la tabla 8 se recogen los porcentajes de aldehido que habrian desaparecido durante el
segundo mes de incubacidn, calculados mediante la comparacion de la concentracion de
aldehido observada en el primer mes frente a la obtenida el segundo. Dichos porcentajes
(tabla 8) sugieren que las reactividades de los aldehidos siguen un orden distinto al de las
tasas de acumulacion del primer mes (tabla 7). ElI metional parece ser el aldehido de
Strecker menos reactivo, ya que es el Unico que no disminuye en la mayor parte de los
casos el mes 2, con grandes diferencias segun las FFAs. En el caso de la FFAL, en el

segundo mes, continda acumulando metional hasta alcanzar niveles de hasta el 86,38%
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respecto a lo observado en el primer mes y, sin embargo, en la FFA 3 llega a producirse
la desaparicion de un 46,35% del metional que habia sido acumulado durante el primer
mes en el nivel de oxidacion intermedio. Esto es, el metional, tan solo en dicho caso
disminuye de manera significativa y, de hecho, sus niveles crecen de manera acusada en
las FFAs 2y, sobre todo, 1. Este aumento se refleja en la tabla 8 en valores de reactividad
negativos. El incremento en la FFAL en el segundo mes es particularmente sorprendente
dado que en el primer mes habria consumido mayoritariamente todo el oxigeno aportado.
Esto sugiere que esta FFA1 acumularia quinonas relativamente estables en el primer mes
de oxidacion, que a lo largo del segundo irian reaccionando con la metionina, y
probablemente con los otros aminoéacidos y con otros nucleéfilos del vino. En el caso de
la FFA 2, el aumento es mas suave, exceptuando la dosis 20 donde se observo una ligera
pérdida. Esto es, la produccion de metional tiene lugar en diferido en la FFAL1 y en menor
medida, en la 2, dado que ambas FFAs habrian consumido todo el oxigeno en el primer
mes y han continuado formando metional durante el segundo mes. Por el contrario, en la
FFA3 sus valores se mantienen mas o menos estables con respecto al mes anterior.
Experimentando la FFA3 una reactividad nula frente al metional, a excepcidn de la dosis
20. Esta muestra, FFA3 D20, parece haber desarrollado una reactividad mayor de la

esperada frente a todos los aldehidos, como puede verse en la tabla 8.

Por otro lado, los aldehidos de Strecker mas reactivos serian el isobutiraldehido y el 3-
metilbutanal que en un mes habrian reducido su concentracion en las tres FFASs con un
promedio entorno a un 78,2 + 3,9% y 73,8 + 5,4% respectivamente. Mientras que el
fenilacetaldehido y el 2-metilbutanal habrian disminuido en un 62 + 8,4% y 57+ 6,8%

correspondientemente.

FFA Dosis  Isobutiraldehido 2MB 3MB Metional Fenilacetaldehido
0 77,46 56,82 71,44 -14,48 57,92
7 76,78 57,59 70,83 -14,31 59,99
! 20 72,66 50,55 69,66 -31,04 56,02
50 74,37 47,71 64,02 -86,38 44,41
0 77,93 54,1 73,11 -9,11 61,69
7 78,36 58,74 71,72 -8,09 62,67
2 20 81,12 62,61 77,44 3,48 68,01
50 75,8 54,48 70,54 -21,62 60,95
3 0 77,22 56,92 74,51 -2,1 63,44
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7 78,64 59,39 76,17 7,06 67,33
20 88,42 75,4 85,97 46,35 80,7
50 79,8 58,6 74,28 -0,3 62,5

Tabla 8: Tasa de reactividad de aldehido: % de concentracion de aldehido que ha
disminuido en el segundo mes respecto a la cantidad observada en el primer mes.

Por lo que podemos concluir que el mecanismo principal de formacion de aldehidos en el
vino es por degradacion de Strecker a partir de sus correspondientes amino&cidos.
Respecto al efecto del perfil polifendlico, éste tiene una clara influencia en la acumulacion
de los aldehidos de Strecker, en su formacion y/o desaparicion. La FFA tiene influencia
en la formacién de los 5 aldehidos de Strecker, con gran probabilidad a través de la
diferente reactividad de sus quinonas. Se sugiere que existen quinonas de ciertos
polifenoles mas proclives que las de otros para dar lugar a la reaccion de Strecker, y serian
quinonas mas estables, que perdurarian tiempo tras ser formadas. Por otra parte, las
quinonas presentes en las FFAs son mas reactivas a ciertos aminoacidos como la
metionina y la fenilalanina, que se acumulan en mayor proporcion. Y por Gltimo, ciertos
perfiles polifendlicos podrian ser mas reactivos a los aldehidos de Strecker ya formados,
pero respetandose en todos los perfiles polifenélicos un mismo patrén en el orden de
reactividad frente a los aldehidos: Isobutiraldehido> 3MB> Fenilacetaldehido> 2MB>
Metional. Sin embargo, dado que no es posible discernir en el presente experimento entre
la formacion y la desaparicion por reaccion, ya que solo estamos midiendo acumulacion,
la relevancia de esta Gltima afirmacion no puede ser aseverada. Debe tenerse en cuenta
que estudios previos en nuestro laboratorio (28) mostraron evidencias de que las

diferencias en reactividad hacia los aldehidos son secundarias.

Los resultados de la concentracion de los aldehidos formados via oxidacion del alcohol
precursor y por degracién de Strecker durante el envejecimiento oxidativo en los sistemas
MOX, se presentan en el material suplementario (anexo | tabla S3). Los datos de los
aldehidos de Strecker son mucho mayores para D7 y D20 que los obtenidos en WIT, sobre
todo para el metional y el fenilacetaldehido. Y como en WIT, las concentraciones a los
dos meses son menores que al mes de envejecimiento, excepto para el metional que sigue

aumentando.

3.4 Mercaptanos polifuncionales: reactividad
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Se estudié la preservacion de la 4AMMP, el MHA y el 3MH. Todos los reconstituidos
fueron dopados con la misma concentracion de cada MPF, 100 pg L. Y se monitorizé
su evolucion en su forma libre y disulfuro. La suma de ambas formas serd denominada

como cantidad “total”.

Los niveles en forma libre de los tres mercaptanos polifuncionales vienen
significativamente influenciados por la FFA, ademas de por la dosis y el tiempo y sus
correspondientes interacciones (Tabla 2). Sin embargo, no es asi para los niveles totales
de AMMP y el 3MH. Para la 4AMMP, ningun factor mostro efecto, mientras que para 3MH
la FFA no fue significativa.

En primer lugar, hay que destacar que los MPFs mostraron reactividad desde el momento
inicial. De hecho, en el analisis de partida de los reconstituidos recién dopados se pudo
observar que partes significativas de los mercaptanos ya estaban bajo forma de disulfuros,
tal y como podemos observar en la figura 8. Como puede observarse, la 4AMMP es la que
menos disulfuros forma, 9-10% seguida del MHA 45%, mientras que el 3MH se encontrd
de manera mayoritaria, 75-82%, bajo forma de disulfuro. Estos resultados apenas difieren
entre las FFAs. Puede considerarse que estos resultados son consistentes con los elevados
potenciales redox medidos en los reconstituidos. Dichos potenciales revelan que los
cationes metalicos se encuentran en forma oxidada, y es sabido, que las formas oxidadas
sobre todo de Cu, pero también de Fe, de manera inmediata causan la oxidacion de los

mercaptanos a formas disulfuro.
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Figura 8: Concentracion de MPF (ug L) en su forma libre (aromatica) y su forma
disulfuro (no aromatica) analizados en los reconstituidos recién dopados con 100ug L™
Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre FFAs en la presencia
de la forma libre de los MPFs (Fischer posthoc test, p < 0,05). Diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas entre FFAs en la cantidad de MPFs totales
(Fischer posthoc test, p < 0,05).

Como podemos observar en las tablas 9 y 10, los niveles de MPFs en los vinos modelo
sufren un fuerte descenso ya en el primer mes de envejecimiento en todas las dosis de
oxigeno. Este efecto tiene lugar tanto en las formas libres como en la cantidad total de los
mismos, siendo el MHA el MPF que sufre la pérdida significativamente mas dréstica.
Esta mayor disminucion se debe a que este componente se pierde en buena parte por
hidrolisis, ya que es un acetato, con la correspondiente aparicién de 3MH (3). Por esta
razon, en la discusion subsiguiente nos centraremos fundamentalmente en el andlisis del
comportamiento de 4AMMP y de 3MH. De estos dos, no sorprende que la 4AMMP sea la
mejor preservada debido a que se trata de un MPF terciario, lo que explicaria una tasa de
reactividad inferior. Al tratarse de un mercaptano terciario, resulta menos disponible para
reaccionar con las quinonas debido a un mayor impedimento estérico en comparacion al

3MH, que es un mercaptano secundario (7,29,30).

92



4MMP_libre (ugL?) MHA_libre (ugL™?) 3MH Libre (ugL™?)

Toién(:;g (Ingé) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 5192 + 553 8957 + 757 5497 + 044 555 + 1,07 8,47 £+ 0,05 6,53 + 0,03 20,10 £ 163 2523 + 109 1495 *+ 286
7/ M1 51,60 £+ 0,10 9145 + 7,77 52,66 = 3,88 4,07 * 0,21 8,57 = 0,99 6,0/ £ 0,89 19,13 + 150 29,60 + 1,84 16,93 * 431
20/ M1 34,88 + 124 5578 + 240 60,36 + 0,12 154 + 0,28 551 = 0,55 524 + 0,10 754 + 0,77 1458 £ 0556 13,12 + 0,02
50/ M1 33,47 + 541 4535 + 0,77 40,74 + 0,00 3,72 = 0,37 2,24 = 055 2,01 £+ 0,23 382 + 071 686 £ 052 6,86 £ 0,70
0/ M2 6,02 + 0,15 28,88 + 0,03 2449 + 226 160 + 0,14 2,63 = 0,05 457 += 0,90 2,39 + 041 1150 + 108 9,71 + 133
71 M2 759 + 0,70 32,67 + 518 2169 * 2,70 1,65 + 0,71 3,69 =+ 0,55 351 + 0,32 335 + 0,15 1196 + 232 6,12 *+ 0,16
20/ M2 2157 + 536 1725 + 249 1829 + 138 2,86 + 0,28 1,82 + 0,14 242 + 0,18 478 + 032 520 + 0,04 7,18 *+ 0,26
50/ M2 1763 + 168 2040 = 2,74 16,34 + 056 481 *+ 0,43 201 £ 057 258 + 0,35 407 + 0,75 3,78 = 0,20 391 + 0,03

Tabla 9: Concentracion de MPFs en su forma libre (g L™) remanentes en los vinos modelo tras uno y dos meses de envejecimiento anoxico (0) y oxidativo, con
distintos suministros iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L.

4MMP_Total (ugL™) MHA_Total (ugL™) 3MH_Total (ugL™?)

T?ér]grgg (IF:gé) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 60,00 + 0,00 77,46 *+ 1665 5861 *+ 2,05 2400 = 0,00 16,07 * 1,38 19,31 + 2,27 6500 * 0,00 46,72 * 1,46 52,36 * 4,43
7/ M1 6791 + 186 8054 + 185 60,48 + 141 2084 + 109 1765 + 0,00 2150 + 0,31 66,52 + 589 4230 + 0,77 5858 + 8,38
20/ M1 61,33 + 0,27 62,12 + 2,75 59,08 + 0,10 14,26 *+ 0,28 14,47 + 092 16,93 + 0,00 39,98 + 2,76 46,72 + 0,99 2925 + 0,01
50/ M1 58,76 + 0,93 60,37 + 2,16 54,10 + 3,10 1351 + 1,27 10,57 + 086 1166 * 0,38 3514 *+ 643 2634 + 4,78 17,00 + 1,12
0/ M2 2824 + 146 4992 + 11,02 4427 + 332 1856 + 2,16 1293 + 160 19,02 + 190 2522 + 112 2981 + 357 31,11 + 0,13
71 M2 34,32 + 159 56,94 + 3,26 40,89 + 358 18,73 + 249 1240 + 0,67 16,22 + 0,13 2280 *+ 0,62 2592 + 293 39,75 *+ 8,00
20/ M2 42,28 + 3,66 34,34 + 0,38 36,99 + 264 1708 + 1,02 10,81 + 0,20 1531 + 0,74 16,36 + 2,54 21,21 + 141 37,67 *+ 10,23
50/ M2 3354 + 460 37,27 + 1,03 39,89 + 0,90 1592 + 157 8,77 + 047 1348 + 112 11,10 + 0,05 21,02 + 2,21 17,85 + 0,50

Tabla 10: Concentracion total de MPFs (ug L) presentes en los vinos modelo tras uno y dos meses de envejecimiento andxico (0) y oxidativo, con distintos
suministros iniciales de oxigeno en WIT: 7; 20 y 50 mg L.
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Observando tanto la Tabla 9, como la figura 9, que nos muestra las graficas apiladas de
formas libres y disulfuros tras los dos meses de oxidacion, se aprecia que en las 3 FFAs
con el paso del tiempo hay una desaparicion de las formas totales, en especial para el
3MH, lo que sugiere que los MPFs reaccionan progresivamente con el material
polifendlico presente en la FFA.

Si centramos nuestra atencién en el primer mes, tal y como se aprecia en la tabla 9,
veremos que la mayor parte del MHA y del 3MH han ya desaparecido, mientras que se
conservan cantidades cercanas al 60% de 4MMP. La pérdida de este componente tiene
lugar en buena medida en el segundo mes, lo que de nuevo confirma la menor reactividad
de este compuesto frente a los polifenoles de las FFAs. En cualquiera de los casos, puede
observarse que la reactividad se mantiene en general en el segundo mes, para el MHA en
la FFAL, pero no en la FFA3, y en la 4AMMP en todos los casos. Esto es, dejando de lado
el MHA en la FFA3, los MPF siguen reaccionando tiempo después de que se haya

consumido todo el O, lo que vuelve a sugerir la pervivencia en el medio de quinonas.

Las diferencias entre FFAs en cuanto a la preservacion de los MPF -entendida como la
supervivencia libre o como disulfuro- frente al oxigeno no son muy grandes, tal y como
ya vimos en la tabla 2. De hecho, puede verse que en anoxia y a bajos niveles de O tras
dos meses de oxidacion, la FFAL es claramente mas reactiva hacia la 4AMMP que las otras
dos, pero que en oxidacion dichas diferencias se cancelan. Para el MHA, hay evidencias
débiles de que la FFAL podria ser menos protectora, ya que acaba tras dos meses de
oxidacion con niveles inferiores a los de las otras dos FFAs. Las diferencias no llegan,
sin embargo, a ser significativas.

Cabe preguntarse si estas escasas diferencias no vienen causadas por la elevada
reactividad de las FFAs incluso en anoxia, ya que entre el 69 y el 75% del MHA y entre
el 50 y el 72% de la 4AMMP, desaparecen tras dos meses de incubacion anoxica. Esta
capacidad de las fracciones fendlicas para hacer desaparecer con gran avidez los
mercaptanos polifuncionales en todas las dosis de O, no es esperada. Podria deberse a
que algunos de sus polifenoles se encuentren ya desde el inicio como quinonas, o0 a la
existencia de polifenoles con propiedades fuertemente electrofilas. La primera posibilidad
seria consistente con los altos valores de potencial redox observados al inicio del

experimento.
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Figura 9: Evolucidn con el envejecimiento oxidativo de la concentracion de los MPFs (4AMMP; MHA; 3MH) en su forma libre (color s6lido) y en su forma disulfuro (trama rayada) en cada una
de las dosis de O, (D7 azul; D20 gris; D50 verde) de cada FFA tras dos meses de oxidacién. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre tiempos en la forma libre de

cada MPF (Fischer posthoc test, p < 0,05). Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre tiempos en la cantidad total de cada MPF (Fischer posthoc test, p < 0,05).
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Las diferencias asociadas a la FFA en las formas libres son méas evidentes. Tal y como
puede verse en la tabla 9, la FFA 2 contiene al mes niveles muy superiores de 4AMMP en
su forma libre, tanto en anoxia como a la menor dosis de oxigeno de 7mg/L. A los dos
meses, las diferencias entre las FFAs 2 y 3 se diluyen, pero la FFAL sigue manteniendo
niveles muy inferiores de 4MMP libre y también de 3 MH libre. Las diferencias, sin
embargo, se cancelan a mayores dosis de oxigeno, lo que sugiere que el aumento de la

dosificacion de oxigeno enmascara las diferencias introducidas por el perfil polifendlico.

El MPF claramente mas reactivo es el 3MH; pues como ya hemos mencionado
anteriormente, se habria oxidado de forma inmediata y mayoritaria a su disulfuro ya en
el punto de partida. Tal y como se ve en la figura 9, podremos comprobar que el disulfuro

de este componente es siempre mayoritario, excepto en FFA2 D7 mes 1.

En el primer mes la cantidad promedio de 3MH queda reducida a un 54,7+9,4%, mientras
que en el segundo mes llega a alcanzar un 28,7£3,1%. Teniendo en cuenta que
desconocemos la cantidad de 3MH que podria haberse formado por la hidrdlisis del

MHA, su tasa de reactividad ha de ser superior.
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Figura 10: Concentracion de los MPF (ug L) en sus formas libres (color sélido) y
disulfuro (trama rayada) en los controles dopados mantenidos en anoxiaen el mes 1 (a) y
mes 2 (b). Diferentes letras minudsculas indican diferencias significativas entre FFAS en
la forma libre de cada MPF (Fischer posthoc test, p < 0,05). Diferentes letras mayusculas
indican diferencias significativas entre entre FFAs en la cantidad total de cada MPF
(Fischer posthoc test, p < 0,05).
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Los resultados de la concentracion de los MPF, en sus formas libres y totales, obtenidos
del envejecimiento a traves de los sistemas MOX se presentan en el material
suplementario (anexo | tabla S4 y S5). En todos los casos las concentraciones son mas
bajas de las encontradas en los WIT, siguiendo las mismas tendencias. Los MPF
remanentes van bajando al transcurrir el tiempo de envejecimiento, excepto en algun caso
para el 3MH, debido a la hidrolisis del acetato MHA. EI MHA es el MPF que desaparece
en mayor proporcion con respecto a los otros. La cantidad encontrada de MHA libre a los
dos meses de envejecimiento con la dosis mayor de oxigeno es inferior a 1ugL™ para
todas las FFAs.

3.5 Otros aromas varietales:

Otros aromas varietales estudiados en este trabajo fueron el linalool y el 1,2-dihidro-
1,1,6-trimetil naftaleno (TDN). Como podemos observar en la tabla 11, las FFAs
contenian ya desde el inicio estos compuestos aromaticos en su forma libre. Ambos se
encontraban en la FFA 2 en una menor proporcion (p(t)<0,05), no habiendo diferencias

significativas entre las otras FFAS.

FFA 1 FFA 2 FFA 3
Linalool (a.u)  1666,01 + 244,62" 972,88 + 2535% 1758,75 * 84,77A
TDN (a.u.) 967,57 + 11,04 739,44 + 22,56 1132,01 + 281,26"

Tabla 11: Sefal aportada por los aromas labiles (unidades de area: a.u.) en el analisis de
partida de los vinos modelo tras haber sido reconstituidos. Diferentes letras mayusculas
indican diferencias significativas entre FFAs (Fischer posthoc test, p < 0,05).

Como podemos ver en las tablas 12 y 13, ambos compuestos experimentan un aumento
de sefial durante el primer mes, lo que indica que en las FFAs también estaban presentes

los precursores a partir de los cuales tiene lugar su liberacion.
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Linalol (a.u.)
ﬁgngrgg (';125/) FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 1129243 + 4505 165528 + 6834 617606 + 138,38
7/M1 10659,45 + 551,59 142161 + 10849  5907,16 + 358,75
20/ M1 10994,18 + 14,47 143875 + 180,65 594198 + 5348
50/ M1 952021 + 998,39 128234 + 18894 522375 + 156,85
0/ M2 975647 + 103,25 154248 + 3365  4532,88 + 272,39
7/ M2 9280,83 + 137,87  1613,84 + 3943  4558,15 + 182,76
20/ M2 957871 + 14,49 181698 + 307,62  4437,66 + 137,40
50 / M2 918386 + 166,21  2097,92 + 2953  5040,67 * 76,45

Tabla 12: Sefal de linalool (unidades de area: a.u.) obtenida en los vinos modelo tras uno
y dos meses de envejecimiento anoxico (0) y oxidativo, con distintos suministros iniciales
de oxigeno en WIT: 7; 20y 50 mg L.

TDN (a.u.)
ﬁié";‘g (';T']lgsl) FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 408014 + 12244 105036 + 476,52  2963,75 + 1559,10
7/M1 321487 + 49,15 89759 + 130,45  2588,89 + 79,50
20/ M1 2072,18 + 227,19 75585 + 131,96 231195 + 277,58
50 / M1 1691,47 + 333,62 72152 + 1026 127124 + 218,84
0/M2 8879,69 + 718925 390365 + 6121 531431 + 501,28
7/ M2 744964 + 42627 189319 + 4,69 398015 + 619,44
20 / M2 639588 + 324449 143688 + 41951 339801 + 47,72
50 / M2 491999 + 142975 160156 + 46454 239211 + 50593

Tabla 13: Sefial de TDN (unidades de area: a.u.) obtenida en los vinos modelo tras uno
y dos meses de envejecimiento andxico (0) y oxidativo, con distintos suministros iniciales
de oxigeno en WIT: 7; 20y 50 mg L.

En este trabajo, la dosis de oxigeno ha mostrado ejercer un efecto menor, pero
significativo (p(t)=0,002) (tabla 2), sobre la presencia de linalool. En las tres FFAS se
observa una disminucion no muy relevante, pero clara, con el nivel de oxigeno tras el
primer mes de oxidacion. En la FFA1 y la 3 la disminucion es del 20% y en la 2 de algo
mas del 30%. El efecto del oxigeno, sin embargo, se aminora, cancela o incluso invierte
al segundo mes. En la FFAL la disminucién baja al 7%, mientras que enla2 y enla 3, se
pueden apreciar incluso incrementos del 30 y 10%, respectivamente. Aunque desde el
punto de vista cuantitativo esto no es muy relevante, ya que las concentraciones de linalol
en los vinos tintos son bastante pequerias, el efecto es bastante interesante y sugiere que

el linalol se oxida directamente en presencia de oxigeno, pero que o bien parte de la
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oxidacion se revierte, o bien la oxidacion tiene un efecto positivo sobre la hidrdlisis de
los precursores o sobre el contenido de los mismos.

El linalool se presenta en una mayor concentracion en la FFA1 dado que se trata de una
FFA extraida de uvas de Garnacha (figurall), que se caracteriza por ser rica en los
precursores de este compuesto. La evolucidén observada, con un maximo al mes, es

caracteristica de este componente que es labil al pH del vino.
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Figura 11: Evolucion promedio de las unidades de area de la sefial del linalool (a.u.) de
las FFAs con la dosis de oxigeno (a) (0; 7; 20 ;50 mg L) y con el tiempo (b) (mes 0; 1y
2) de envejecimiento oxidativo. En a) diferentes letras indican diferencias significativas
entre dosis de oxigeno en cada FFA (Fischer posthoc test, p < 0,05) y en b) distintas letras
indican diferencias significativas con el paso del tiempo en cada FFA (Fischer posthoc
test, p < 0,05).

En el caso del 1,2-dihidro-1,1,6-trimetil naftaleno (TDN), su acumulacion es afectada por
la oxidacion de manera negativa (Fig. 12a), aunque estas diferencias no son significativas
para cada una de las FFAs debido a la irreproducibilidad de las medidas. De forma global

el factor dosis de oxigeno es significativo (p=0,05), al igual que el factor FFA (p<0,001).
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Figura 12: Evolucion promedio de las unidades de area de la sefial del TDN (a.u.) de las
FFAs con la dosis de oxigeno (a) (0; 7; 20 ;50 mg L) y con el tiempo (b) (mes 0; 1y 2)
de envejecimiento oxidativo. En a) diferentes letras indican diferencias significativas
entre dosis de oxigeno en cada FFA (Fischer posthoc test, p < 0,05) y en b) distintas letras
indican diferencias significativas con el paso del tiempo en cada FFA (Fischer posthoc
test, p < 0,05).

Los resultados del &rea de las sefiales obtenidas en el analisis del linalool y TDN tras el
envejecimiento en los sistemas MOX se presentan en el material suplementario (anexo |
tabla S6). Las areas del linalool son en general mas bajas de las encontradas en los WIT,
con la excepcién del FFA1L a las 3 dosis de oxigeno en el primer mes. En el resto de los
casos, tanto para el TDN como el linalool; y de una forma mas significativa en el segundo
mes, la concentracion de estos aromas varietales es inferior en los MOX que en los WIT.
La comparacion del nivel entre las FFAs se mantiene: FFA1>FFA3>FFA2. Es llamativa
la diferencia en la FFAL a los dos meses con la dosis inferior de oxigeno (7mg/L); la sefial
del TDN en el sistema ““ad libitum” es un orden de magnitud inferior que con la dosis
controlada y aporte Unico. Ambos sets de datos sugieren un efecto negativo de la

oxidacion sobre los niveles de estos componentes.

3.6 Indices espectrofotométricos

Los parametros espectrofotométricos determinados antes y después de cada uno de los
envejecimientos fueron: la actividad tanica, también conocida como stickiness
(pegajosidad), la concentracion de taninos totales, la concentracion de taninos
pigmentados, el indice de polifenoles totales (IPT) y la intensidad de color. Los resultados

de los analisis de cada uno de estos 5 parametros polifendlicos llevados a cabo tras el
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envejecimiento andxico (0) y con distintos suministros de oxigeno (7; 20 y 50 mg L de

O>) durante 1y 2 meses en los sistemas WIT se recogen a continuacion en la tabla 14.
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Actividad tanica (Stickiness) (a. u.) IPT indice de Color
Tolérg;g E‘mlg S/) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 544521 + 1499 349957 + 250,85 454555 + 232,86 2245 + 148 32,30 + 0,09 3405 + 1,37 7,18 + 0,00 1510 + 0,00 13,14 + 0,00
7/ M1 5753,70 + 5,17 4040,15 + 58,97 479755 + 54,73 22,10 + 0,55 33,08 + 0,53 3582 #+ 0,17 7,16 * 0,00 1588 * 0,00 13,14 * 0,00
20/ M1 6211,35 + 2546 443656 + 93,53 519787 + 15,11 2355 + 0,71 32,75 + 0,35 3373 +* 0,73 7,32 =+ 0,00 1528 = 0,00 13,18 + 0,00
50/ M1 5139,96 + 699,59 424953 + 394,00 558555 + 109,056 24,55 + 0,71 32,15 + 049 3440 + 0,11 838 + 0,00 1525 + 0,01 13,65 + 0,02
0/M2 2071,18 + 90,18 152520 + 3,88 230597 * 93,71 2590 + 0,11 30,82 = 0,20 3385 # 0,05 7,08 = 0,00 13,64 = 0,00 12,20 = 0,00
71 M2 231491 + 6,53 1603,48 + 52,26 253153 *+ 268,78 2495 + 060 31,83 £ 0,08 3498 + 053 729 + 0,00 1421 + 0,00 12,07 £ 0,00
20/ M2 2731,19 + 326,81 1896,67 + 5561 2647,84 * 20,69 2460 + 0,22 3093 + 0,19 3567 + 1,97 7,74 + 0,00 14,01 + 0,00 12,09 *+ 0,00
50/ M2 3696,45 + 69,90 219099 + 106,29 3836,74 * 43,86 2460 + 0,22 29,53 = 0,23 3145 *+ 049 849 + 0,01 13,38 = 0,03 11,80 = 0,01
a.u.: unidades de area
Taninos totales (mgL™) Taninos pigmentados (mgL™)
Tcl’;rggg h;g S/) FFA1 FFA 2 FFA3 FFA 1 FFA 2 FFA3
0/M1 1642,21 + 881 2131,40 + 40,66 2617,12 + 0,64 370,06 + 7,07 767,57 + 12,42 710,73 + 4,89
7/ M1 1706,28 + 4,07 222444 + 0,04 2631,52 + 13,48 372,08 + 4,06 785,98 + 9,64 700,57 + 14,42
20/ M1 1703,51 *+ 14,64 2223,06 + 5,55 259557 + 3,68 339,83 + 8,97 74158 + 2,60 642,49 + 7,29
50/ M1 219956 + 739,64 2169,19 + 13,26 2360,29 + 82,01 498,82 + 316,17 601,47 + 35,75 479,96 + 38,79
0/M2 986,60 + 135,73 1549,53 + 23,96 1808,20 + 43,94 230,45 + 33,55 586,88 + 13,27 526,72 + 13,40
7/ M2 1061,10 + 13,16 143538 + 92,81 1866,00 + 123,06 235,05 + 14,66 547,02 + 33,69 519,05 + 30,30
20/ M2 997,83 + 11,21 1440,77 + 104,36  1829,71 + 48,22 188,28 + 25,05 506,45 + 37,65 502,67 + 16,06
50/ M2 943,47 + 57,07 1296,47 + 142,22  1539,64 + 48,70 151,57 + 13,61 353,62 + 37,08 328,18 + 3,59

Tabla 14: indices polifendlicos medidos en los vinos modelo tras uno y dos meses de envejecimiento anéxico (0) y oxidativo, con distintos suministros iniciales
de oxigeno en WIT: 7; 20y 50 mg L.
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Las interacciones moleculares descritas en términos de pegajosidad (stickiness) son
habitualmente usadas para describir las interacciones intermoleculares no covalentes
(31) Recientemente, modelos indican que mayor actividad tanica supone mayor
sensacion “secante” en los vinos (32). En este ensayo tuvo lugar un claro descenso de
este parametro entre el mes 1y el mes 2, como se puede ver en la grafica 13. El factor
tiempo fue significativo (p=0,001) para este parametro en el ANOVA de 3 factores con
interaccion (tabla 2). Dado que los vinos modelos al finalizar el segundo mes de
envejecimiento presentaban cierta precipitacion, podria estar este hecho directamente
relacionado con la disminucion de este parametro. Una excesiva polimerizacién
desembocaria en la produccion de este precipitado, y dado que se habria producido la
pérdida de compuestos tanicos, como resultado se veria reducida la actividad tanica.
Esta teoria esta apoyada por los resultados obtenidos de la concentracion de taninos

totales, que se comentard mas adelante.

Como era de esperar, la actividad tanica es caracteristica de cada FFA, lo que se refleja
en el valor p(t)<0,001 obtenido del estudio ANOVA en el factor FFA (tabla 2) y se aprecia
en las diferencias entre las columnas iniciales de la Figura 13. La FFA con mayor
actividad inicial fue la FFA 3, con un valor de 5116,44 + 431,99 a.u., mientras que las
FFAs 1y 2 tenian niveles de actividad similares e inferiores: 3678,16 + 248,53 a.u. y
3605,45 £ 567,69 a.u., respectivamente. También podemos apreciar que, en promedio, en
el primer mes tiene lugar un incremento de la actividad en las FFAs 1y 2, pero no en la
3, lo que hace que, tras este primer mes, la FFAL pase a ser la que mas actividad tanica
tiene, y la FFA2 la que menos. En el segundo mes todas las FFAs sufren una reduccion
significativa en su actividad tanica, desapareciendo las diferencias entre promedios. Es
muy llamativo que, incluso en las muestras guardadas en anoxia, la actividad tanica
desciende fuertemente. Aunque cierto descenso es esperado, ya que con el tiempo se dan
reacciones de condensacidon de los taninos entre si y/o con otros compuestos presentes en
el vino, de manera directa (33,34) o mediante puentes de etilo (34,35) que generaran
nuevas estructuras con una menor superficie para la interaccion tanica, y por tanto con
menor actividad tanica (23), un descenso tan acusado es muy llamativo y podria deberse
a que estas FFAs estarian sobresaturadas, y parte de los taninos precipitarian

posiblemente como resultado de una exacerbada polimerizacion.
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Figura 13: Evolucion promedio de la actividad tanica en unidades de area (a.u.) de las
FFAs con el tiempo (mes 0; 1 y 2) de envejecimiento oxidativo. Distintas letras indican
diferencias significativas con el paso del tiempo en cada FFA (Fischer posthoc test, p <
0,05).

La dosis de oxigeno suministrado también afecta a este parametro fendlico. Con el
aumento de suministro de O se observa un incremento significativo (p=0,001) de la
actividad tanica. En el caso de la FFA 1y 2, a partir de la dosis de 20 mg L™ de Oz no se
observan cambios en el nivel de actividad tanica (fig. 14). Sin embargo, la FFA 3 contintia
creciendo, de ahi la significatividad de la interaccion de los factores FFA y dosis de O
(p<0,1).
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Figura 14: Niveles de actividad tanica en unidades de area de la sefial (a.u.) promedio
del mes 1y 2 de envejecimiento de las FFAs segun la dosis de oxigeno suministrada
(mgL™).

104



Otros de los parametros fendlicos estudiados son la concentracion de taninos totales y la
de taninos pigmentados. Las FFAs 2 y 3 presentan un mayor valor en ambos parametros
desde el inicio (Tabla 15). Este dato era esperable dado que ambas provienen de uvas de
la variedad Tempranillo, ricas en antocianos y cosechadas en momento de vendimia. La
FFA1l procede de una uva Garnacha vendimiada antes del momento Optimo de
maduracion, por lo que se podria esperar una menor concentracion tanica y una menor

pigmentacion.

FFA 1 FFA 2 FFA 3
Taninos totales (mg L) 1443,65 + 298,358 1740,09 + 259,494 217953 + 223,18"
Taninos pigmentados (mg L) 317,29 + 54,168 612,66 + 64,854 620,19 + 53,154
Taninos pigmentados (%) 22,11 + 0,82¢ 35,38 + 1,594 28,49 + 0,608

Tabla 15: Concentracion de taninos totales y pigmentados (mg L™?) y porcentaje de
taninos pigmentados sobre los taninos totales (%) en el andlisis de partida de los vinos
reconstituidos recién dopados. Diferentes letras maydsculas indican diferencias
significativas entre FFAs (Fischer posthoc test, p < 0,05).

Durante el ensayo los valores de ambos parametros sufren un aumento en el primer mes
(Fig 15), significativo solo en el caso de los taninos totales de las FFAs 2 y 3, mostrado
en la figura 15a. Por el contrario, se produce un descenso de taninos totales y pigmentados
en el segundo mes respecto al primero en todas las FFAs, siendo en todos los casos
significativa dicha disminucion (Fig 15). Como habiamos mencionado previamente,
podria explicarse como consecuencia de la precipitacion observada en las muestras,
habiéndose producido una pérdida de los taninos totales y pigmentados durante el
segundo periodo experimental, probablemente debida a una excesiva polimerizacion.
Todas las FFAs experimentaron la misma tendencia con el tiempo, de ahi la falta de
significatividad (p>0,05) de la interaccion FFA*tiempo segun el andlisis estadistico

ANOVA (tabla 2) tanto para taninos totales como pigmentados.
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Figura 15: Evolucion de la concentracion promedio (mg L) de taninos totales (a) y
pigmentados (b) de las 3 FFAs con el tiempo de envejecimiento oxidativo (mes 0; 1y 2).
Distintas letras indican diferencias significativas con el paso del tiempo en cada FFA
(Fischer posthoc test, p < 0,05).

En cambio, a diferencia de lo observado en el pardmetro de la actividad tanica, el distinto
suministro de oxigeno no provoca variaciones en la concentracion total de taninos (Fig.
16a). Confirmado asi a través del analisis ANOVA (tabla 2), cuyos resultados de
significatividad introducida por los parametros de tiempo y dosis de oxigeno en la
concentracion total de taninos fueron: p(t)<0,001 y p(t)=0,767, respectivamente.

Sin embargo, no fue asi para los taninos pigmentados (Fig. 16b). Este grupo de taninos
experimento una evolucion distinta frente al aporte de oxigeno en funcion de la fraccion
fendlica del reconstituido, lo que se plasma en la significatividad de la interaccién
FFA*dosis de O (tabla 2). La FFA de Garnacha vendimiada en verde, FFAL, no sufrio
ninguna variacion significativa en la concentracion de sus taninos pigmentados producto
del suministro de oxigeno. Sin embargo, sobre las FFAs de Tempranillo (FFA 2y 3), si
tuvo un claro efecto el distinto aporte de oxigeno, provocando pérdidas significativas de
taninos pigmentados con la dosis de oxigeno de 50 mg L™ (p(t)<0,007) (tabla 2). Este
descenso supuso una reduccién de la diferencia inicialmente introducida por las propias
FFAs en este parametro. Por lo que podriamos concluir que grandes cantidades de

oxigeno poseen un efecto igualador en la concentracion de taninos pigmentados.
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Figura 16: Evolucion de la concentracién promedio de taninos totales (a) y taninos
pigmentados (b) (mg L™?) de las 3 FFAs con la dosis de oxigeno (0; 7; 20 ;50 mg L™).
Distintas letras indican diferencias significativas con la dosis de oxigeno en cada FFA
(Fischer posthoc test, p < 0,05).

Al calcular el porcentaje de concentracion de taninos pigmentados sobre el de taninos
totales en los tres puntos temporales (punto 0, mes 1 y 2), no existen diferencias
significativas entre los momentos de muestreo dentro de cada FFA (Fig. 17). Esto quiere
decir que la variacion que se produce en la concentracién de pigmentos totales y
pigmentados debida al factor tiempo es proporcional en todas las FFAs. No hay
significatividad en la interaccion FFA*tiempo para el porcentaje de taninos pigmentados.
Sin embargo, dado que si se producia pérdida de taninos pigmentados con el aumento de
la concentracion de oxigeno y esto no ocurria en el caso de los taninos totales, el
porcentaje si se ve significativa y negativamente afectado por el suministro de O
(p(t)<0,001) (tabla 2). Esto sugiere que los taninos pigmentados son mas sensibles a la
concentracion de oxigeno durante el envejecimiento, pero el tiempo de envejecimiento

afecta de la misma forma a cualquier tipo de tanino.
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Figura 17: Evolucidn del porcentaje promedio (%) de taninos pigmentados de las 3 FFAs
con el tiempo (mes 0; 1M y 2M) de envejecimiento. Distintas letras indican diferencias
significativas con el paso del tiempo en cada FFA (Fischer posthoc test, p < 0,05).

Atendiendo a los resultados obtenidos en el estudio estadistico ANOVA del indice de
polifenoles totales (IPT) (tabla 2), el tiempo (p(t)=0,626) y la dosis de oxigeno
(p(t)=0,088) no parecen afectar de forma significativa durante el experimento a las
muestras. Por lo que las diferencias entre los niveles de IPT de las muestras serian las
introducidas exclusivamente por la fraccién fendlica. Manteniéndose desde el inicio sin

ser afectados significativamente durante el envejecimiento

La evolucion del color de las muestras durante el envejecimiento también fue estudiada.
Como se observa en la tabla de los resultados del ANOVA, los 3 factores y sus
interacciones con significativos (p(t)<0,001) (tabla 2). El efecto provocado por la dosis
de oxigeno y el tiempo de envejecimiento oxidativo varia segun el perfil polifendlico de
la muestra.

Respecto a la relevancia de la dosis de Oz sobre la evolucion de la intensidad del color,
en el caso de la FFA 1 se produjo un ligero aumento del color con las dosis mas altas (20
y 50 mg L de O). Sin embargo, las muestras de la FFA 2 no siguen una tendencia clara
respecto al suministro de oxigeno (Figura 18a). Y al color de la FFA3 no le afectan las

diferentes dosis de oxigeno.

Si atendemos al factor tiempo, muestran un comportamiento totalmente diferente las 3
FFAs, por un lado, la FFAL procedente de uvas de la variedad Garnacha y por otro las

FFAs 2 y 3, ambas, procedentes de la variedad Tempranillo en momento de vendimia.
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Estas Gltimas incrementaron la intensidad de su color de manera significativa en el primer
mes (Tabla 14 y Figura 18b), pudiendo ser este ascenso relacionable con el aumento de
la concentracion de taninos totales mencionada con anterioridad, tal y como se vio en la
figura 15 a. Por el contrario, en el segundo mes se produjo una ligera pérdida de la
intensidad del color, cada vez mayor con el aumento de la dosis de oxigeno, solo

apreciable en las FFAs 2y 3, peronoen la 1.
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Figura 18: Evolucion promedio de la intensidad de color de las FFAs con la dosis de
oxigeno (a) (0; 7; 20 ;50 mg L) y con el tiempo (b) (mes 0; 1y 2) de envejecimiento
oxidativo. En a) diferentes letras indican diferencias significativas entre dosis de oxigeno
en cada FFA (Fischer posthoc test, p < 0,05) y en b) distintas letras indican diferencias
significativas con el paso del tiempo en cada FFA (Fischer posthoc test, p < 0,05).

Los resultados del estudio de los indices fenolicos de los vinos modelo tras el
envejecimiento en los sistemas MOX se presentan en el material suplementario (anexo |
tabla S7).

Los datos de actividad tanica en las muestras con oxigeno ““ad libitum” siguen la misma
tendencia que los WIT, en cuanto a diferencia entre las FFAS, variacion con el tiempo y
la dosis de oxigeno, excepto las muestras de segundo mes de la FFA3 que en lugar de
disminuir con respecto al primer mes, siguen aumentando cuando tienen mas
disponibilidad de oxigeno. Ademas, todas las muestras presentan una actividad tanica

mayor, incluso un factor 2 con respecto a las muestras de WIT.
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Con respecto a los taninos totales los valores con WIT en el primer mes son muy similares
a los encontrados con MOX. Pero en el segundo mes son claramente mas bajos cuando
las muestras disponen de oxigeno sin limite.

Con respecto a los taninos pigmentados siguen las mismas tendencias entre FFAs, dosis
y tiempo que en WIT, pero con niveles inferiores. El disponer de mas oxigeno hace que
los taninos pigmentados puedan incluso bajar a la mitad. Los MOX claramente tenian
mas precipitado de color que los WIT.

Los valores de IPT de los MOX no se diferencias de los valores de los WIT, de forma
significativa. En cuanto al color, lo que se ve mas claramente es la pérdida de color al
segundo mes de envejecimiento y de forma mas pronunciada cuanto mayor es la dosis de
oxigeno suministrado. Con una aplicacion de oxigeno “ad libitum” se pierde entre un 22
y un 37% mas de color que cuando se aplica el oxigeno en una sola dosis, aunque sea esta
alta (50mg L ™).
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4. CONCLUSIONES

El uso de vinos sintéticos de composicion estandarizada en metales, aminoacidos, pH y
etanol permite conocer y evaluar las diferencias introducidas exclusivamente por los

perfiles polifendlicos en los pardmetros relacionados con el envejecimiento del vino

e Todas las FFAs son avidas consumidoras de oxigeno y solo a las dosis mas altas
se aprecian diferencias entre su velocidad de consumo, que en promedio, supera
los 4 mg/L por dia.

e Los reconstituidos de FFAs adoptan valores elevados (183-157mV) de potencial
redox, lo que sugiere que contienen cantidades relevantes de sustancias capaces
de oxidar espontaneamente Fe(ll) y Cu(l).

e Dichos potenciales descienden durante su almacenamiento anoxico con una
velocidad FFA-dependiente. Aquella FFA que presente los niveles redox mas
bajos puede considerarse la més eficiente haciendo frente al proceso de oxidacion.
Es decir, aquella que consume mayor cantidad de oxigeno acumulando la menor
cantidad de formas oxidadas.

e El acetaldehido se forma por oxidacion alcanzando un maximo tras el primer mes
y luego disminuyendo en las FFAs de Tempranillo. Se forma en proporciones
superiores cuanto mas pequefia es la dosis de Oz suministrada y cuanto mas
material polifendlico y colorante hay presente, esto es, en condiciones de rapido
consumo de Oz, lo que sugiere que el secuestro del radical 1-HER tiene lugar
preferentemente cuando la oxidacion es lenta y poco eficiente.

e Losaldehidos de Strecker se forman preferentemente por degradacion de Strecker
y no por oxidacion de los alcoholes. Al igual que ocurre con el acetaldehido, la
oxidacion de los alcoholes es algo mas importante a bajas dosis de Oo.

e Latasa de transformacion en aldehidos a partir de los aminoacidos sigue el orden
fenilalanina > metionina = isoleucina > leucina = valina. El primero puede
transformarse hasta un 1,7% en aldehido tras un consumo de 50 mg/L de Oy, y el
ultimo 100 veces menos.

e Los aldehidos de Strecker también reaccionan, siguiendo el orden metional << 2-
metilbutanal = fenilacetaldehido < 3-metilbutanal < isobutanal.
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Las tasas de acumulacién difieren significativamente entre FFAs en el orden
siguiente: FFA1>FFA3>FFA2. Habiendo alcanzando la FFA1l 1,5 veces mas
concentracion de aldehidos que la FFA2 y 1,13 veces mas que la FFA3. Y a su
vez, la FFA3 superd el nivel de aldehidos en 1,32 veces a la FFAZ2.

Los reconstituidos de FFA presentan una inesperada alta reactividad frente a los
mercaptanos polifuncionales, que son oxidados inmediatamente a disulfuros, el
3MH en maés de un 80% y la 4AMMP en menos de un 10%. Incluso en anoxia, la
oxidacion prosigue, de manera que tras 2 meses, el 70% del 3MH ha desaparecido,
y entre el 50 y el 72% de la 4MMP, que desaparece en mayor proporcion en la
FFA de Garnacha.

El linalol desciende ligera, pero significativamente con la oxidacion, pero dicho
descenso se aminora el segundo mes, lo que sugiere que, o0 bien la oxidacion es
parcialmente reversible, o bien tiene un efecto positivo sobre los precursores.
Los niveles de TDN son negativamente afectados por la oxidacion.

En relacion a los pardmetros espectrofotométricos: el IPT no se ve afectado ni por
el tiempo, ni por la dosis de Oo; en el color, ambas variables parecen ejercer una
influencia distinta segin la FFA.. En cuanto a la actividad tanica, relacionada
positivamente con la sensacion “secante” de los vinos, las variables tiempo y
oxigeno tienen un efecto aparentemente opuesto. La variable tiempo provoca su
disminucion (al igual que los taninos totales y pigmentados) y la variable dosis de

O provoca su incremento.
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THE ROLE OF GRAPE-EXTRACTABLE POLYPHENOLS IN THE
GENERATION OF STRECKER ALDEHYDES AND IN THE
INSTABILITY OF POLYFUNCTIONAL MERCAPTANS DURING
MODEL WINE OXIDATION

1. INTRODUCTION

Wine longevity is a complex multifactor phenomenon in which the weight of the different
factors is not well known. One of the key factors of wine longevity is related to its
resistance to oxidation. This property can be defined as the ability of the wine, under an
exposure to oxygen, to keep its color, avoid accumulation of acetaldehyde and Strecker
aldehydes and keep as long as possible labile varietal aroma compounds, such as
polyfunctional mercaptans.

The formation of acetaldehyde in the absence of free SO, has been widely studied,
although some details of the process are not completely understood. The hydrogen
peroxide formed in the first two-electron reduction of O, taken from an o-diphenol, reacts
with Fe(ll) cations to form the powerful hydroxyl radical, OH". Once formed, this radical
is a very powerful oxidant, which reacts at diffusion controlled rates. It is, therefore,
proposed that it reacts close to its site of production with the first potential substrate it
encounters.(1) This implies that most of it oxidizes ethanol to form 1-hydroxyethyl
radical (1-HER), and this, in the presence of oxygen forms 1-hydroxyethyl peroxyl which
decomposes into acetaldehyde. (2,3) However, the reaction is quite complex. It has been
suggested that o-diphenols can quench the 1-HER radical and it has been demonstrated
that cinnamic acids are particularly efficient at trapping it. (4) It has been also suggested
that although the reaction of mercaptans with H2O- is kinetically very slow (102 or 103
M st for cysteine), (5) these compounds can reduce the 1-HER back to ethanol, (6)
which is kinetically much faster (10° M1 s%). (7,8) A recent report has shown that, quite
paradoxically, some antioxidants such as ascorbic acid apparently inhibits 1-HER radical,
but do not prevent the accumulation of acetaldehyde, suggesting that in fact this
compound accelerates the oxidation of 1-HER into acetaldehyde. (9) Finally,
acetaldehyde could react with the nucleophilic positions of wine polyphenols, particularly
in the A ring of the flavonoids, to form different combinations, such as ethylidene-bridged
dimers or pyranoanthocyanins. (10) Consequently, the accumulation of acetaldehyde in
response to Oz consumption is very difficult to predict.
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The Strecker aldehydes, isobutanal, 2-methylbutanal, isovaleraldehyde, methional and
phenylacetaldehyde, are powerful odor molecules, which, along with acetaldehyde, are
main responsible for wine oxidative aroma(11). Different studies have demonstrated or
suggested the existence of different Strecker aldehyde formation routes. One of them is
the own fermentation, in which these compounds can be formed via the Ehrlich pathway
and remain unnoticed under the form of hydroxyalkylsulfonates, the non-volatile adducts
they form with SO». These forms can regenerate free aldehydes during wine oxidation,
as SO is consumed. (12) The second and the most important formation pathway seems
to be the Strecker degradation of the corresponding amino acids. (13) This degradation
requires an a-dicarbonyl, which can be a fermentation by-product, such as methylglyoxal
or diacetyl, or the quinones of o-diphenols formed during oxidation, for whose formation
metal cations and oxygen are essential. Some authors have demonstrated that at high
temperatures (80 and more than 130 °C) some polyphenols are more efficient than others
for producing phenylacetaldehyde. (14,15) In those conditions, single nuclei ortho-
diphenols such as catechol, 4-methylcatechol, 2,5-dihydroxybenzoic acid or vicinal
triphenols, such as pyrogallol or gallic acid, seem to be more efficient than flavanols, such
as catechin or epicatechin, in the accumulation of phenylacetaldehyde. The influence of
polyphenols in the ability of wine to accumulate acetaldehyde and Strecker aldehydes has
been indirectly suggested by Partial Least Squares (PLS) modeling. All models
explaining the accumulation rates of aldehydes, have in common negative coefficients
for anthocyanins, which was therein interpreted as a consequence of their ability to
quench aldehydes. (16) Therefore, the ability of wine to accumulate Strecker aldehydes
is related to the presence of the amino acid precursors, to its tendency to form amino acid-
reactive quinones and to its capacity to quench formed aldehydes. Unfortunately, none of
these three characteristics have been defined for the different wine polyphenols in wine-
like conditions.

Regarding varietal aroma, the most oxygen-sensitive aroma compounds are PFMs, being
the most important 4-methyl-4-mercaptopentanone (4MMP), 3-mercaptohexanol (3MH)
and its acetate, 3-mercaptohexyl acetate (MHA). These compounds are quite reactive.
They can form disulfides as demonstrated by Roland et al (17) but they can also react
with wine quinones as demonstrated by Nikolantonaki et al. (18,19) Therefore, their
stability will depend again on different compositional factors such as the wine ability to
quench the 1-HER radical, the presence of other major mercaptans to form disulfides and
the number and reactivity of quinones formed. It follows that such stability will be closely
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related to the wine polyphenolic composition but, again, the role of the different
polyphenols is not known.

The main goal of the present research is to assess, specifically, the role played by the
polyphenolic composition on the ability of wine models to accumulate Strecker aldehydes

and to retain PFMs and other varietal aroma compounds during oxidation.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Reagents and standards
Hydrochloric acid (37%), sodium hydrogencarbonate and sodium metabisulfite 97%
were from Panreac (Barcelona, Spain). L(+)-tartaric acid (99%), glycerol (99,5%), Iron
(11) chloride tetrahydrate (>99 %), Manganese (I1) choride tetrahydrate (>99 %), Copper
(I) chloride (99,9%), L-leucine (Leu) (>98%), L-Isoleucine (lle) (>98%), D-valine (Val)
(>98%), L-Phenylalanine (Phe) (>98%), D-Methionine (Met) (>98%), L-cysteine
hydrochloride anhydrous (>98%), L-glutathione reduced (>98%), hydrogen sulfide (>
99.5%), ethanethiol (97%), 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH) (97%) and
acetaldehyde (>99,5%) were from Sigma-Aldrich Madrid, Spain and malvidin 3-O-
glucoside, ovalbumin (> 90%), (—)-epicatechin (purity > 90%), phloroglucinol, LC-MS
grade formic acid used as the mobile phase additive and all the solvents for the
phloroglucinolysis reactions, extraction, isolation and analysis were purchased from
FLUKA Sigma-Aldrich St. Louis, USA. 4-Mercapto-4-methyl-2pentanone (4AMMP) 1%
in polyethylene glycol (PG) and 3-mercaptohexyl acetate (MHA) were from Oxford
Chemicals (Hartlepool, U.K.). 3-mercaptohexanol (3MH) was from Lancaster
(Strasbourg, France), as 4-mercapto-4-methyl-2pentanone-d10 (4MMP-d10), 3-
mercaptohexyl acetate-d5 (MHA-d5), 3-mercaptohexanol-d5 (3MH-d5). LiChrolut EN
sorbent, 1mL cartridge and polytetrafluoroethylene (PTFE) frits, dichloromethane and
ethanol were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Sep Pak-C18 resins,
prepacked in 10 g cartridges, were obtained from Waters (Ireland). L-cysteine
hydrochloride anhydrous (99%), sodium citrate trihydrate and methanol of LC-MS
LiChrosolv grade used for the preparation of mobile phases from Fluka. Sodium
hydroxide 99%, HPLC-grade acetonitrile and o-phosphoric acid were purchased from
Scharlab (Sentmenat, Spain). Isobutyraldehyde (Isobut) (99%), 2-methylbutanal (2MB)
(95%), 3-methylbutanal (3MB) (95%), phenylacetaldehyde (PheAc) (95%) and
methional (98%), 2-methylpentanal (98%), 3-methylpentanal (97%) and O-(2,3,4,5,6-
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pentafluorobenzyl)hydroxylamine hydrochloride (PFBHA) 98% were supplied by Merck
USA. Phenylacetaldehyde-d2 (95%) and methional-d2 were purchased from Eptes
(Vevey, Switzerland). Water was purified in a Milli-Q system from Millipore (Bedford,
UK). Highest purity (> 98%) grade (+)-catechin, (—)-epicatechin (EC), (—)-gallocatechin
(GC), (—)-epigallocatechin (EGC), (—)-epicatechin gallate (ECG), procyanidin B1 and
procyanidin B2 were obtained from TransMIT PlantMetaChem (GieRRen, Germany). The
phloroglucinolated derivatives epicatechin 4-phloroglucinol, epicatechin-gallate 4-
phloroglucinol and epigallocatechin 4-phloroglucinol were prepared according to
Arapitsas et al., 2021. (20)

2.2 Polyphenolic and aroma fractions (PAFs)

The fifteen PAFs were extracted from 15 lots of grapes from three different Spanish wine
making regions (La Rioja, Ribera Duero and Somontano) and three different grape
cultivars (7 from Tempranillo, 6 from Garnacha and 2 from Moristel) as described in
Alegre et al. (21) Briefly, 10 kilograms of grapes were collected at technological maturity,
kept at 5 °C during the transport to the experimental cellar, destemmed and crushed in the
presence of 50 mg/Kg of potassium metabisulfite and ethanol (adjusted to 15% v/v), left
in the dark at 13 °C for 7 days in closed recipients with no headspace after pressing to
obtain the liquid mistella (ethanolic must), which after sterile filtration was stored at 5 °C
in 750 mL wine bottles closed with a natural cork and no headspace. Then, 750 mL
aliquots were dealcoholized by rotary evaporation at 23 °C (20 mbar) to a final volume
of 410 mL, and then extracted in a 10 g Sep Pak C18 cartridge. Sugars, acids, amino acids
and ions were removed by cleanup with water acidified at pH 3.5. PAFs were eluted with
100 mL absolute ethanol and kept at -20 °C.

2.3 Preparation of model wines
This operation was carefully carried out inside a glove box (Jacomex) containing less that
1 ppm O». The 100 mL ethanolic extracts were reconstituted with water containing 5 g/L
of tartaric acid, pH adjusted at 3.5 and spiked with glycerol (5 g/L), FeClz-4 H0O, (5
mg/L), MnCl2-4 H,O (0,2 mg/L) and CuCl (0,2 mg/L) to form 750 mL model wines
13.3% (v/v) in ethanol. The models were left to stand for 2 weeks within the anoxic
chamber, were then spiked with 200 ug/L of H»S, 25 ug/L of ethanethiol, 10 mg/L
cysteine and 10 mg/L of glutathione (GSH) and left under strict anoxia two additional
weeks. After this, the models were spiked with 10 mg/L of Leu, lle, Val, Phe and Met
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and with 100 ug/L of the three polyfunctional mercaptans: 4AMMP, MHA and 3 MH. The
anoxic controls were prepared by distributing three 60 mL aliquots of each model in three
60 mL screw capped glass tubes (Wit Deluxe, Denmark), tightly closed and double
vacuum bagged, including a layer of powder containing an O scavenger (AnaeroGen™

from Thermo Scientific Waltham, Massachusetts, United States) between both bags.

2.4 Forced oxidation procedure

The model wines were taken out of the glove box, saturated with air by vigorous shaking
and then distributed in 60 mL Wit-tubes of internal volume perfectly known and
containing Pst3 Nomasense oxygen sensors to measure dissolved oxygen in the liquid
sample. Each tube contained the volumes of liquid and headspace required to deliver 50
mg of Oz per L of liquid, as described by Marrufo-Curtido et al. (22) Tubes were
incubated in an orbital shaking thermostatic bath (Grant instruments OLS Aqua Pro) at
35 °C for 35 days. Dissolved oxygen was daily controlled.

2.5 Chemical characterization of the PAFs
The detailed analytical conditions are given in the supplementary material (annex II).
Anthocyanins were analyzed by UHPLC-MS/MS as described by Arapitsas et al. (23)
Flavanols, flavonols and hydroxycinnamic acids were analyzed as described by VVrhovsek
et al. (24)by UHPLC-MS/MS. The mean degree of polymerization was determined by
UPLC-MS/MS analysis of the phloroglucinol reaction as described by Arapitsas et al.
(20) Tannin activity, total and pigmented tannins were determined by UHPLC with
photodiode array detection (280 and 520nm) at four different temperatures (30, 35, 40,
and 45 °C), as the specific enthalpy of interaction between tannins and a hydrophobic
surface (polystyrene divinylbenzene HPLC column), as proposed Yacco et al. (25) The
concentration of total and pigmented tannins were determined in the chromatogram made

at 30 °C and they were reported in epicatechin equivalents and area data, respectively.

2.6Chemical characterization of oxidized and unoxidized (controls) wine
models
Total acetaldehyde was determined by HPLC with ultraviolet (UV) detection after
previous derivatization with DNPH as described by Han et al. (26)
Total Strecker aldehydes were analyzed by GC-MS analysis after derivatization with

PFBHA. Briefly, samples are introduced within the anoxic chamber and 12 mL aliquots
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spiked with the internal standards (2-methylpentanal, 3-methylpentanal,
phenylacetaldehyde-d2 and methional-d2). Samples are taken out and incubated at 50 °C
for 6 h to ensure equilibration. After this, 360 uL of a 10 g/L PFBHA solution are added
and the reaction is developed at 35 °C for 12 hours. 10 mL of sample are then extracted
in 1 mL cartridges packed with 30 mg of LiChrolut-EN resins. The cartridge is washed
with 10 mL of a solution containing 60%methanol and 1% NaHCO3, then dried and eluted
with 1.2 mL of hexane. Three uL of this extract are injected in Splitless mode in the GC-
MS system.

Free polyfunctional mercaptans are determined by GC-MS in negative chemical
ionization (NCI) mode using the procedure described by Mateo-Vivaracho et al. (27)
Total PFMs are the sum of the free forms and those forming disulfides with themselves
or with other mercaptans. For the determination of this total fraction, tris (2-carboxyethyl)
phosphine (TECP) is added to the sample in the anoxia chamber at a concentration of
1mM prior to the analysis in order to reduce the disulfides back to mercaptans. (28)
Varietal aroma compounds, linalool, geraniol and 1,1,6-trimehyl-1,2-dihydronaphthalene
(TDN), are determined by GC-MS using the procedure described by Lopez et al. (29)
Color was determined by measurement of Absorbances at 420, 520 and 620 nm as
recommended by the OIV (30) and total polyphenols index (TPI) by measurement at 280
nm. (30)

Tannin activity was measured as is described in the supplementary material (annex I1).
Redox potential was measured within the anoxic chamber with a commercial Platinum
electrode versus an Ag-AgCI(s) reference electrode (H13148 HANNA, instruments,
USA) in a potentiometer HI98191 also from HANNA.

2.7 Data analysis
Basic statistical analyses were carried out with Excel spreadsheet. Analysis of variance
(ANOVA) was carried out with XLSTAT version 2015 (Addinsoft, XX). PLS modeling
was carried out with Unscramble vs (Camo, Norway).
As main data were differences between oxidized samples and controls, their uncertainty

was estimated by applying the basic theory of error propagation attending to the formula:

Aij = Cijox — Cijan

S22 4852
u(Aij) = \/u(cijox)z + u(Cijan)Z = ’—on 3 —
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Where:

Cijox and Sijox are the mean concentration and standard deviation of the three replicates of
compound j in the oxidized sample i.

Cijan and Sijan are the mean concentration and standard deviation of the three replicates of

compound j in the anoxic control of sample i.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The experimental setup is based on the preparation of wine models with standardized
composition in metals, amino acids, polyfunctional mercaptans, alcoholic degree and pH,
so that the single difference between the wine models in the study are the polyphenolic
profiles extracted from the grapes. These were from different grape cultivars and different
winemaking areas of Spain. The final reconstituted wine models were subjected to an
oxidative aging treatment, in which samples were given 50 mg L of oxygen and were

left 35 days at 35 °C, and to an equivalent storage in strict anoxia used as a control.

Overview of changes introduced by oxidation and effect of cultivar

The major changes introduced by oxidation, in comparison with the corresponding anoxic
controls, are summarized in Table 1 and in Figure 1 (the complete set of results of the
experiment can be found in the supplementary material, Tables S1-S6 in annex Il). Data
in Table 1 are the average increments (positive) or decreases (negative) caused by
oxidation in the different compositional parameters registered for the individual samples
(left part of the table) or averaged by cultivar (right part of the table).
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Figure 1. Overview of the differential response to oxidation induced by the polyphenolic
profile. Projection of samples and variables in the plane of the two first dimensions of the
Principal Component Analysis carried out on the data matrix containing OCRs and
increases or decreases caused by oxidation vs. the corresponding anoxic controls.

In general, the table reveals that oxidation causes increases of great magnitude in redox
potential, tannin activity and in the levels of Strecker aldehydes, and increases of
moderate magnitude in total tannins and acetaldehyde. Similarly, oxidation causes
decreases of great magnitude in free and total PFMs and of moderate magnitude in TPI,
pigmented tannins and in TDN. Most of these changes were expected, although there are
very few previous reports about tannin activity, and the decrease of TDN with oxidation
has not been previously observed. Average levels of linalool and geraniol did not change

significantly with oxidation.

As samples exclusively differ in their polyphenolic composition, differences between
samples should be entirely attributed to differences in their specific or varietal
polyphenolic profiles. The significance of the effects exerted by these profiles is assessed

by means of the p(F) values obtained in the corresponding ANOVAs. Regarding specific
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sample effects, results in Table 1 reveal that the polyphenolic composition exerted a deep
effect on the magnitude and in some cases even on the nature of the effects introduced by
oxidation. In fact, changes in all measured chemical parameters, except in the total levels
of AMMP, were significantly related to the polyphenolic profile. Many of the changes
were also significantly related to the grape cultivar, as can be seen in the last column of
the table. Remarkably, increases in total tannins, acetaldehyde and in tannin activity were

not related to the cultivar.

The effects of the varietal polyphenolic profile are most clearly seen in the Principal
Component Analysis (PCA) plot given in the Figure 1. The figure shows the projection
of samples and variables in the plane of the two first principal components obtained from
the data matrix containing oxygen consumption rates (OCRs) and the mean (average by
replicates) increases or decreases caused by oxidation (vs. the anoxic controls) in the 15
different samples. Note that in such figure the directions of the variable loadings indicate
higher increases for variables increasing with oxidation, but smaller decreases for those
decreasing. In any case, the figure reveals the existence of a strong varietal influence,
since the samples containing polyphenols extracted from Tempranillo are clearly
separated from those extracted from Garnacha and Moristel. Those containing
polyphenols from Tempranillo consumed oxygen much faster, ended up with less residual
oxygen and hence lower redox potential, lost more TPI, more pigmented tannins, and
more color but they lost less PFMs due to oxidation and accumulated smaller levels of
Strecker aldehydes. Results will be commented and discussed in more detail later

127



Average increments by sample Average increments by cultivar

max min average p(F) Garnacha Tempranillo Moristel p(F)
OCR (mg Lt per day) 13.63 5.63 8.63 6.95 1012 6.6 11.0 6.1 1.06 101°
Potential (mV) 214.73 64.03 133.7 1.82 10 167.6a 84.28 b 204.65a 6.8510%
Color (CI) 0.71 -3.12 0.08 1.56 101¢ 0.02a -1.42 ab 0.12b 0.018
Tannin activity (Stickiness) 2065.8 -342.73 1058.8 3.53 102 1063.8 a 1101.64 a 894.28 a 0.89
IPT 0.27 -5.37 -1.84 2.021011 -0.73b -3.31¢c 0.02a 0.00014
Total tannins (mg LY 244.16 -153.51 51.59 5.311078 16.53 a 69.27 a 949a 0.54
Pigmented tannins (mg L) -17.15 -141.44 -81.84 4.82 1010 -51.49 a -113.69 b -61.41a 0.00061
Acetaldehyde (mg L%) 14.41 10.22 12.58 0.00017 13.07a 12.24a 12.33a 0.68
Isobutyraldehyde (ug L) 48.65 20.34 29.57 4.10 10 35.8a 23.99b 304a 0.025
2-methylbutanal (ug L%) 56.95 23.78 35.77 3.24 1018 43.04 a 29.15h 37.1a 0.009
3-methylbutanal (ug L) 77.22 29.24 47.96 6.47 10°%° 57.52a 37.27b 56.69 a 0.0029
Methional (ug LY 178.72 69.85 126.11 1.15 102 148.81 a 97.22b 159.17 a 0.00023
Phenylacetaldehyde (ug L) 187.39 80.43 147.06 2.8110% 169.53 b 118.13 ¢ 180.89 a 0.00012
Linalool (a.u.) 1498.14 -4778.43 -250.84 8.90 100 -567.05 a -72.93 a 75.14a 0.71
Geraniol (a.u.) 3973.90 -14559.79 140.69 0.000028 -1011.9a 825.12 a 1202.68 a 0.7
TDN (a.u.) 100.07 -2395.42 -656.34 1.85 10 -1193.48 b -265.36 a -413.36 a 0.04
AMMP_free (ug L% -34.72 -92.08 -64.8 0.0198 -76.45b -58.29 a -52.68 a 0.083
MHA _free (ug L% -9.51 -23.00 -17.17 3.46 107 -19.82b -14.63 a -18.12 b 0.18
3MH_free (ug LY -37.16 -92.22 -66.38 1.53 108 -77.11b -54.27 a -76.6 b 0.011
4AMMP_total (ug L) -40.59 -106.28 -75.61 0.055 -87.16 b -74.15b -46.10 a 0.0027
MHA_total (ug L%) -9.62 -38.15 -24.18 1.73 101 -26.34 b -19.21a -35.07 ¢ 0.0018
3MH_total (ug L) -39.25 -100.5 -69.68 0.049 -79.74 a -63.88 a -59.81a 0.09

a.u. area units

Table 1. OCRs and average compositional changes introduced by oxidation. Except OCRs, data are the differences between oxidized samples and the
corresponding anoxic controls. The left part of the table refers to differences, averaged by replicates, within samples; the right part to differences, averaged by
sample and cultivar. The significances of the differences are given by the corresponding p(F) obtained by ANOVA. Positive and negative values indicate increase
or decrease (grey letters) with oxidation, respectively.
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OCRs and redox potential

Oxygen consumption rates were clearly varietal dependent, as can be seen in Table 1.
Samples containing polyphenols from Tempranillo consumed in average 11.0 mg/L O2
per day in the first period of oxidation (4 days), while those from Garnacha consumed
just 6.6 and those from Moristel 6.1 mg/L per day. The oxidation experiment was finished
after 35 days, regardless of whether the O2 had been completely consumed or not. This
means that samples consuming O2 more slowly contained higher final residual levels of
O2, and consequently, higher redox potentials. Samples with PAFs from Moristel were
particularly poor at O, consumption, so that in the 35 days they left unconsumed a total
of 7.08 + 2.2 mg of oxygen per liter of wine (accounting that remaining in the headspace)
and their average redox potential was 190 mV. Those samples with PAFs from Garnacha
left unconsumed just 2.87 + 1.61 mg/L and ended with an average redox potential of 152
mV, while those from Tempranillo left just 1.24 + 0.25 mg/L and ended with a redox
potential of 60.5 mV.

OCRs were positively and significantly correlated to total tannins, to their mean degree
of polymerization, to total prodelphinidins and to the sample content in 3-monoglucoside
anthocyanins (delphinidin, petunidin and cyanidin) as summarized in Table 2. These
correlations were expected. Delphinidin and prodelphinidins are easily oxidizable wine
polyphenols due to the three vicinal hydroxygroups in the B ring (31) and have been
previously found correlated to OCRs. Anthocyanins are more reactive towards
superoxide radical than catechin (32) and it is known that polymeric tannins are more
antioxidant than monomeric forms. (33)

The negative correlations of OCRs with catechin and to the total content in flavanols,
shown in Table 2 may be just statistical artifacts, since in the present case, samples with

higher levels of catechin and flavanols have also a lower concentration of anthocyanins.
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Polyphenol or polyphenolic
compositional parameter

mDP
Total tannins
Non pigmented tannins (mg L)
Non pigmented tannins (%)
Prodelphinidins

Sum of delphinidin, cyanidin and
petunidin

Delphinidin
Color (CI)

Flavanols

Catechin)

Phenolic Acids

Sum of galocatechin and
epigalocatechin

Initial tannin activity

OCR

(1st4

days)
0.78**

0.78**
0.77**

0.83**
0.59*

0.63*
0.65*

0.74**

0.77**

Acetaldehyde

0.62**

-0.59*

mDP: Mean degree of polymerization

Isobutyraldehyde

0.68*
-0.62*

-0.62*

-0.72**
0.76**

0.77**

0.73**

Aldehyde accumulated

2-
methylbutanal

0.71**
-0.68**

-0.64*

-0.77**
0.81***

0.82%**

0.79**

3-
methylbutanal

0.72**
-0.72%*

-0.66*

-0.79**
0.83***

0.83***
0.75**

Methional

0.8**
_0.84***

_0.7**

_0.87***
0-9***

0.89***
0.81***

Phenylacetaldehyde

0.73**
0,84

-0.62*

_0.85***
0.87***

0.85***
0.81***

PFM remaining

4MMP free = MHA free

-0.52# -0.49#
0.63* 0.62*
-0.52# -0.65*

3MH free

-0.63*

0.74**

-0.59*

Table 2. Relationships between some of the changes introduced by oxidation or by the anoxic storage and the initial polyphenolic composition of
the fractions extracted from grapes of Garnacha and Tempranillo. Data are correlation coefficients between wine OCRs, levels of aldehydes
accumulated during oxidation, levels of free PFMs remaining in anoxic controls and the initial compositional parameters. (# p = 0.1-0.05; * p =
0.05-0.01; ** p = 0.01-0.001; *** p <0.001).
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Color and tannin activity

Differences in color index (CI) introduced by oxygen were not very intense but follow a
varietal pattern as can be seen in Table 1. In the case of samples containing polyphenols
from Garnacha and Moristel the color remained mostly unchanged, while those extracted
from Tempranillo lost in average 1.5 units of color, which represents a loss of 10% of the
total color of the sample. This is related to their highest OCRs previously seen, confirming
that anthocyanins are quickly oxidized.

Tannin activity refers to the specific enthalpy of interaction between tannins and a
hydrophobic surface (polystyrene divinylbenzene HPLC column). This parameter has
been related to the perception of astringency and dryness in mouth, (34) and as seen in
Table 1, strongly and significantly increases with oxidation in most samples in a non-
varietal related way. Changes were not related to any polyphenolic compositional
parameter. However, a significant positive correlation with the redox potential measured
in the samples stored in anoxia was observed (leaving out one sample of Tempranillo,
r=0,71, significant at p=0.0027). Although the true meaning of the redox potential in wine
and wine-like media is controversial, (35) in the complete absence of oxygen and in
standardized model wine it can be hypothesized that more negative values of redox
potential should be related to higher levels of H>S and of mercaptans, including cysteine
and glutathione. (36) As the single source of these compounds in our samples is the initial
dosage, which was the same for all samples, differences should be most likely related to
the specific reactivity of the polyphenolic fractions to mercaptans, as it will later
commented in the PFM section. Therefore, it can be hypothesized that stronger increases
in tannin activity during oxidation may be linked to polyphenolic fractions most reactive

to mercaptans.

Accumulation of acetaldehyde

During oxidative aging, less than expected amounts of acetaldehyde were accumulated.
Differences between samples were significant but of low magnitude, since levels
accumulated ranged between 11 and 15 mg/L and were not related to the grape cultivar.
It should be noted that levels of acetaldehyde accumulated are very low, considering the
large dose of O2 consumed and the absence of SO.. It can be estimated, that if all 1-HER
formed was transformed into acetaldehyde, levels formed were between 67.5 and 56.86

mg L%, so that acetaldehyde accumulated is just 16-26% of the maximum expected. This
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mismatch should be attributed to the known ability of wine polyphenols to react with
acetaldehyde (10,37) and to the existence of antioxidants able to quench the 1-HER
radical. (4,6) At present it is not possible to assess the relative importance of these two
processes in preventing acetaldehyde accumulation. Remarkably, the amount of
acetaldehyde accumulated is positively correlated with the total amount of phenolic acids
(see table 2), which may suggest that the demonstrated 1-HER radical quenching ability

of these compounds (4) is not critical determining acetaldehyde formation.

Accumulation of Strecker aldehydes (SA)

The accumulation of SA is significantly related to the cultivar of grape from which
polyphenols were extracted, as was clearly seen in Table 1 and in Figure 1. Samples
containing polyphenols extracted from Tempranillo accumulated the smallest levels of
these compounds, in average a 30% less, than samples containing polyphenols extracted
from Garnacha or Moristel. Differences between samples were of notable magnitude and
reached factors between 2.4 and 2.9. The two aldehydes reaching highest levels were
methional and phenylacetaldehyde, which in one sample from Garnacha were found at
196 and 208 ug/L (1.88 and 1.73 uMol), respectively. Maxima levels reached by
isobutanal, 3-methylbutanal and 2-methylbutanal were 51; 57 and 86 ug/L (0.71, 0.66 and
1.00 uMol), respectively. Considering that amino acids were present in all the samples
at the same concentration (10 mg/L, 60-85 uMol), this implies that methionine and
phenylalanine are far more reactive than valine, leucine and isoleucine, in agreement with

previous observations. (16,38)

As summarized in Table 2, the accumulation of SA is positively and significantly
correlated to the content on phenolic acids, monomeric flavanols and non-pigmented
tannins and negatively correlated to the contents in prodelphinidins, anthocyanins and
color. PLS models relating levels of SA accumulated in oxidation to the original chemical
composition of the polyphenolic extracts, classified by structural families, are given in
Table 3. The models built are quite satisfactory from the statistical point of view, being
able to explain more than 77% of the original variance by cross validation in all cases.
PLS models are quite simple and explain SA accumulation with just five general
compositional variables: anthocyanins, phenolic acids, flavonols, flavanols and mean

degree of polymerization (mDP). Thus, the molecular conformation of these polyphenols,
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their functional groups and their level of polymerization are characteristics of the
polyphenolic profile that define the ability of the samples to accumulate SA. Models are
essentially equivalent for the 5 SA, since they are strongly correlated. Models would
confirm what univariate correlation coefficients suggested: anthocyanins, flavonols and
more condensed tannins, all of which are relatively strong antioxidants, impede the
accumulation of SA, while phenolic acids and flavanols, which in general are weaker
antioxidants and could also be classified as more prone to form stable o-quinones, can

react with amino acids by Strecker degradation, thereby promoting SA formation.

2- 3- .
Isobutyraldehyde methylbutanal  methylbutanal Methional Phenylacetaldehyde
PCs 4 3 3 2 1
R? 0.957 0.895 0.903 0.965 0.843
2 _
R* cross 0.879 0.775 0.815 0.931 0.772
validation
RMSE 1.301 2.36 3.17 5.778 12.558
RMSE cross- 2.393 3.77 479 8.777 16.525
validation
Slope 0.957 0.895 0.903 0.964 0.844
Slope cross 0.887 0.795 0.807 0.9 0.713
validation
Anthocyanins -0.194 -3.207 102 -5.019 102 -6.629 0.22
Phenolic 0.627 0.667 0.506 10.045 0.278
acids
Flavonols 0.175 -1.623 102 -0.155 -8.834 -0.138
Flavanols 0.123 0.269 0.347 10.159 0.306
mDP -0.259 -0.113 0.192 -6.473 -0.237

Table 3. PLS models relating the observed accumulation of Strecker aldehydes to the
polyphenolic composition of the samples. (MDP: Mean degree of polymerization).

The negative coefficients of anthocyanins in Tables 2 and 3 were already observed in a
previous report (16) where they were tentatively attributed to the known ability of
anthocyanins to react with aldehydes. However, these negative coefficients should be also
related to the complex molecular rearrangements suffered by these molecules during
oxidation. Several authors report that the quinone in the B ring formed in the oxidation
of di and tri-hydroxy anthocyanins, which presumably is the a-dicarbonyl undergoing the
Strecker degradation of amino acids, is just a transitory state which quickly reduces taking
electrons from the cleavage of the C ring. (39-43) Attending to this, anthocyanins may

act as sacrificial antioxidants, avoiding the Strecker degradation.
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The negative correlation of prodelphinidins observed in Table 2, may be related to the
higher electrophilic character of their quinones, as reported by Mouls & Fulcrand (44)
and Imran et al. (45) Prodelphinidins are majorly formed by tri hydroxylated flavan-3-
ols. Such higher electrophilic character would make these quinones to undergo different
reactions with different nucleophiles, which would decrease their availability for the

Strecker degradation of amino acids.

The higher antioxidant character of flavonols is related to their double bond in the 2-3
carbons and to the carbonyl in the C ring. (46,47) Such double bond is conjugated with
those in the quinone formed in the B ring, which introduces a rather different reactivity.
(41) Additionally, some flavonols, such as quercetin, form quinones with geometrical
structures different to those of ortho-quinones, which may hamper the induction of the
Strecker degradation.(41) Finally, in the case of mDP, apart from the already higher
antioxidant character or more condensed tannins, (48) it may be thought that steric

hindrance could limit the efficiency of the quinones *! to induce Strecker degradation.

All this contrasts with the demonstrated ability of flavanols, phenolic acids and non-
pigmented tannins to form quinones, which would explain the positive correlations.

Remarkably, all these observations are, in general, consistent with those made by
Carrascon et al. (49) These authors found that the highest consumptions of phenylalanine
and methionine during wine oxidation took place in wines with low anthocyanin/tannin
ratios and in wines with high levels of catechin and low levels of epigallocatechins. These
wines were also poor SO> consumers, which may suggest that SO> can react more
efficiently with the highly electrophilic quinones of three-hydroxyl flavanols or of

anthocyanins, than with the quinones of dihydroxyl-flavanols.

Contrary to these observations, it has been recently demonstrated (15) that in wine models
at 80 °C, catechin and epicatechin have a limited ability to produce phenylacetaldehyde
by Strecker degradation of phenylalanine, at least in comparison with caffeic acid, gallic
acid and 3,4-dihydroxybenzoic acid. Other researchers, working at higher
temperatures(14) also found similar results regarding the limited ability of catechins to
form phenylacetaldehyde in relationship with smaller ortho-diphenols or triphenols, such

as catechol, methyl catechol or pyrogallol. This should be attributed to the nucleophilic
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character of the A ring of catechins, not present in the simple mononuclear phenols. In
any case, our results strongly suggest that catechin and epicatechin are amongst the most

active phenolic compounds promoting Strecker degradation in wines.

It should be observed that little amounts of the aldehydes, except for 2-methylbutanal,
were also found in samples stored in complete anoxia. In most of the cases levels were
marginal, generally less than 5% of the amounts accumulated in the oxidation procedure.
In the two wines accumulating maxima levels of phenylacetaldehyde, however, the levels
formed in anoxia of this compound were close to 30 ug/L. The high repeatability observed
strongly suggests that it was not a problem with the anoxic procedure. It should be rather
thought that, in spite of the care with which the experiment was carried out, the complete

wine models contained already some o-dicarbonyl able to produce the reaction.

Losses of polyfunctional mercaptans by oxidation

Polyfunctional mercaptans are key aroma components since they have a major role in the
freshness and type of fruit perceived in wine aroma. (27) Their presence is essential for
wine longevity. (50) In our experiment, the level of oxidation inflicted to the samples was
very strong, so that levels of PFMs remaining after the oxidation were very low as can be
seen in Figure 2b. Free and total levels of 4AMMP remaining were between 5 and 23 ug/L
or between 8 and 27.5 ug/L, respectively; those of 3MH between 7 and 15 ug/L and 9 and
48.7 ug/L, while free levels of MHA were in all cases smaller than 4.5 ug/L and total
levels ranged between 4 and 13 ug/L. The comparison with the anoxic controls in Table
1, reveals that in the samples showing maximal decreases (column headed by min), more
than 92% of free forms, and 100% of the total forms of 4AMMP and 3MH were lost by
oxidation. Oxidative losses of MHA were comparatively smaller because this compound

is also lost by chemical hydrolysis yielding 3MH and acetic acid.

Perhaps because of such strong oxidation, differences between grape cultivars were not
as clear. Only the decreases of free forms of 3MH and of total forms of 4AMMP and MHA
were significantly related to cultivar (Table 1). There were, however, clear differences

between samples and also between compounds as can be seen in Table 1.

The difference between free and total forms should be attributed to the presence of
disulfides likely formed with the glutathione added to the models or alternatively, to other
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mercaptans existing in the media, such as cysteine-rich native proteins coextracted with
the polyphenolics, or to some mercapto-polyphenol formed during the preparation of the
models. Disulfide formation may prevent the irreversible loss of PFMs by Michael
addition on quinones. In fact, recent research has demonstrated that the stability of wines
versus oxidation is strongly related to the presence of sulfur-containing compounds,
mostly proteins. (51,52) As levels of disulfides of the three analyzed polyfunctional
mercaptans are significantly correlated between them (r=0.87, 0.79 and 0.69, significant
at p<0.0001, p=0.0003 and p=0.003, for the pairs 4AMMP/MHA, 4AMMP/3MH and
MHA/3MP, respectively), it seems that the ability to form disulfides is mostly a
characteristic of each sample. Such characteristic will be the result of the balance between
the mercaptans present in the unoxidized sample and the number and activity of quinones
formed during oxidation, as demonstrated by Nikolantonaki et al. (18,19) Samples
forming more reactive quinones and having less available mercaptans, will hardly form
disulfides. Remarkably, levels of disulfides of 4AMMP and MHA were negatively
correlated to the increase of Tannin activity (significant at p=0.046 and p=0.004,
respectively), which may suggest that the formation of those more active quinones, is

related to the increase of the tannin activity parameter.

Most remarkably, levels of total 4AMMP surviving after the oxidation were significantly
and negatively correlated to the sample content in pigmented tannins (p=0.0073) and were
also positively correlated with the decrease in pigmented tannins observed during the
oxidation (p=0.0029), which strongly suggests that 4MMP reacts during oxidation mainly
with pigmented tannins. The reaction of grape tannins with volatile thiols has been
described (53), but there are no previous reports about a special reactivity towards
pigmented tannins. Such higher reactivity would be, however, compatible with their
known more electrophilic character. In the case of MHA, surviving total levels after
oxidation were negatively related to the increase observed in the tannin activity
parameter. Remarkably, pigmented tannins are related to the formation of the sticky

attribute.

PLS models in this case were not as successful as for SA (data not shown)
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Figure 2. Levels of free (dotted lines) and total forms (solid lines) of polyfunctional mercaptans remaining after the experiment in anoxic
controls (a) and in their corresponding oxidized samples (b). The error bars correspond to the deviation of the duplicates.
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Losses of polyfunctional mercaptans in anoxic conditions

In the case of samples stored in anoxia, quite surprisingly, there were significant decreases
in the free and in some cases also total levels of PFMs, as can be seen in Figure 2a and in
Figure 3. Such decreases should be entirely attributed to the direct or indirect reactivity
of the polyphenolic fraction towards PFMs, and not to external oxidation processes, since
anoxia was strict. In some samples, such as sample 5, it is apparent that most of the
decrease can be attributed to the reversible oxidation of the mercaptans to form disulfides.
However, in some others, such as sample 3, the formation of disulfides was marginal at
least for AMMP and 3MH so that in these samples, PFMs were irreversibly lost most
likely by direct reaction with polyphenols. This reactivity was not expected. It should be
considered that the PAFs were carefully extracted, and that once reconstituted, the were
kept in an oxygen free environment several weeks before the experiment in order to
ensure that redox potential of the mixtures was negative. Results suggest, however, that
such reductive potential may be not incompatible with the presence of some quinones
presumably formed during sample preparation and responsible for the irreversible
decrease of polyfunctional mercaptans in anoxic conditions. On the other hand,
unfermented grape extracted polyphenols should be more reactive than wine polyphenols
towards mercaptans, since wine polyphenols have been previously in contact with the
little amounts of H.S and mercaptans produced by yeast during fermentation. More

experimental work should be carried out to assess this.
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Figure 3. Levels of free (a) and total (b) PFMs remaining in the anoxic controls after the
incubation period (initial levels were 100 ug/L). Different letters indicate significant
differences between cultivars (Fischer posthoc test, p < 0.05). Error bars are standard
errors of the means.

In any case, there was a clear influence of grape cultivar on the levels of free and total
forms remaining, as can be seen in Figure 3. The least reactive polyphenolic extracts were
those of Garnacha, for which maxima levels were observed for the three PFMs.
Remarkably, levels of polyfunctional mercaptans remaining were positively correlated
with the summation of the levels of gallocatechin and epigallocatechin, and also with
those of phenolic acids, and they were negatively correlated with non-pigmented tannins

and with tannin activity, as can be seen in Table 2.

Other varietal aroma compounds

In the present work there was no fermentative aroma, since all the work was carried out
with unfermented samples. However, as aroma precursors were co-extracted with
polyphenols, there was a significant development of some varietal aroma compounds
during the anoxic or oxic storage of the samples. As in previous studies, (54) some reports
have suggested that oxidation may affect to aroma compounds, we have specifically
checked whether oxidation causes differences in the levels of at least three relevant

varietal aroma compounds, such as linalool, geraniol and TDN. Results are given in
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Figure 4, and reveal that even under the strong level of oxidation caused, there are no
differences between levels of the selected varietal aroma compounds found in the anoxic
controls and those found in the oxidized samples. This result contrasts with some previous
observations by different authors, including ourselves, attending to which levels of
linalool could be negatively related to the Oz consumed in the first saturation and not used
to oxidize SO> or to observed decreases of linalool of those samples stored at 50 °C under
O2 (21). In the latter study, there was also a clear increase in levels of TDN associated to
the presence of Oz. Results presented here demonstrate, however, that in normal storage

conditions, levels of these aroma compounds are poorly affected by Oo.

50000 A
3 45000 % :AI;
S 40000 N
‘2 35000 B % B B % B
S 30000 * I § I
2 N N
S 25000 N §
§ 20000 % %
S 15000 A A % §
§ 10000 § § % § A R
S 5000 BwB B B™ B
g 0 ﬁ§ I ﬁ% I § % "{”‘ = XN

Linalool_Anox  Linalool_Ox Geraniol Anox Geraniol_Ox TDN_Anox TDN_Ox

B TEMPRANILLO =™GARNACHA MORISTEL

Figure 4. Levels of varietal aroma compounds remaining in the oxidation samples (Ox)
and anoxic controls (Anox) after the incubation period. Different letters indicate
significant differences between cultivars, for each compound and condition (Fischer
posthoc test, p < 0.05). Error bars are standard errors of the means. (au) arbitrary units.
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ESTUDIO DEL EFECTO DE DISTINTOS POLIFENOLES SOBRE
LA TASA DE CONSUMO DE OXIGENO Y LA ACUMULACION DE
LOS ALDEHIDOS DE STRECKER DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO OXIDATIVO DEL VINO

1. INTRODUCCION

Los polifenoles tienen un papel importante en la calidad y longevidad de los vinos. Estos
compuestos estan implicados de manera directa en la modulacién de las caracteristicas
sensoriales de color y astringencia y de una manera indirecta en las aromaticas, mediante
su papel clave en la cadena de reacciones oxidativas con influencia sobre el perfil
aromatico. Los perfiles polifendlicos del vino dependen de la uva de procedencia, de los
procesos tecnoldgicos llevados a cabo durante la vinificacion, la temperatura y tiempo de

almacenamiento y su exposicion al oxigeno.

Los compuestos fenolicos estan clasificados en flavonoides y no flavonoides. Dentro de
los no flavonoides se encuentran los acidos fendlicos y los estilbenos. La familia de los
flavonoides esté subdividida en flavonas, flavonoles, flavanoles, antocianos y flavanonas
seguin su estructura y sustituyentes. EI comportamiento redox de estos polifenoles esta
relacionado con la oxidacion de sus grupos hidroxilo, seguin su posicién y nimero; y con
los sustituyentes quimicos electroactivos y no electroactivos ligados a los anillos
aromaticos. Ma4s en concreto, su capacidad donora de electrones esta principalmente
determinada por la quimica electronica de su anillo-B. Esta distinta composicién
molecular los dota de distinta actividad quelante frente a los metales y define la
estabilidad quimica de su quinona y de los radicales hidrogquinona, lo que se ve reflejado

en su capacidad antioxidante (1-3).

Ademas, varios estudios han descrito el papel de estos compuestos para inducir la
produccién de aldehidos de Strecker. Los compuestos fendlicos al ser oxidados pueden
formar quinonas, que pueden actuar como a-dicarbonilos. Estas son capaces de reaccionar
con los aminoacidos teniendo lugar la degradacion de Strecker, formando los conocidos
como aldehidos de Strecker, que son los aromas tipicos de la oxidacién. Rizzi (4)
describid la capacidad de los polifenoles para formar quinonas (como producto de su

oxidacion en presencia de metales) reactivas con la metionina y la fenilalanina mediante
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la degradacion de Strecker para generar metional y fenilacetaldehido. En trabajos
posteriores se ha evidenciado que la estructura quimica de los polifenoles tiene gran
importancia en este proceso. Se ha descrito que la posicion de los grupos hidroxilo en
orto y para promueven la formacién de fenilacetaldehido y por el contrario la posicion
meta lo inhibe (5).

En estudios anteriores (6) se revel6 que la procedencia varietal de las fracciones fendlicas
(FFASs) de las uvas influia significativamente en la respuesta de los reconstituidos de
FFAs al oxigeno; en concreto a la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y la acumulacion
de aldehidos de Strecker (SA). Las muestras cuyo material fenélico provenia de uvas de
la variedad Tempranillo experimentaban OCRs mas altas y, sin embargo, fueron los
reconstituidos de Garnacha los que acumularon una mayor cantidad de SA. De manera
tentativa, se correlacionaron las mayores OCRs con los mayores contenidos en
delfinidinas y prodelfinidinas propios de la variedad Tempranillo y la mayor acumulacion
de SA con los contenidos en catequina y acidos fendlicos caracteristicos de las fracciones
fenolicas de Garnacha. También se observé el efecto opuesto, esto es; una correlacion
negativa entre la cantidad de delfinidina y prodelfinidina y la acumulacion de SA y entre
la concentracion de catequina y la magnitud de las OCRs.

El objetivo de este estudio ha sido estudiar el efecto diferencial del polifenol en la
respuesta del vino al oxigeno, en particular su efecto sobre la OCR y sobre la acumulacion
de aldehidos en la oxidacion de vinos modelo. Para ello, se llevaron a cabo dos ensayos
en los que se monitoriz6 el consumo de oxigeno y la acumulacion de SA tras un
envejecimiento oxidativo de un mes en:

- Reconstituidos de las fracciones polifenolicas extraidas de dos mistelas: una de la
variedad Garnacha y otra de la variedad Tempranillo. La formulacién de la matriz
sintética en la que se integraron las 2 FFAs era de idéntica composicion. Y a
continuacion el reconstituido de cada FFA fue dividido en dos alicuotas. Una de
las cuales fue fortificada y la otra no. La de Garnacha fue suplementada con
delfinidina y la de Tempranillo con catequina. Esta experiencia se denomina:
“Fortificacion de reconstituidos de FFAs”

- Ocho vinos modelo de composicion estandarizada cuya unica diferencia residia
en el polifenol administrado. También se disponia de un control sin polifenol. Esta
experiencia se denomina: “Experiencia con vino sintético dopado con un

polifenol”
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y disoluciones
Cloruro de cobre (1) (99,9%), acetaldehido (>99,5%), L-cisteina hidroclorhidrica anhidra
(cys) (99%), glutation reducido (GSH") (>98%), el acido a-aminobutirico (98%) y los
aminoacidos: valina (Val) (98%), isoleucina (lle) (98%), leucina (98%) (Leu), metionina
(Met) (99%) y fenilalanina (Phe) (98%), fueron suministrados por Sigma-Aldrich
(Madrid, Esparfia). Acido L(+)-tartarico (99%) y glicerol (99,5%), provenia de Lancaster
(Estrasburgo, Francia). Absorbente Supeclean ENVI-Chrom distribuida por Supelco y la
resina Isolute ENV de Biotage, cartucho de 1mL vy frits de PTFE de Merck (Darmstadt,
Alemania). Las resinas Sep Pak-C18, preenvasadas en cartuchos de 10 g, se obtuvieron
de Waters (Irlanda). Citrato de sodio trihidrato de Fluka. Acido clorhidrico (37%),
hidrogenocarbonato de sodio y metabisulfito de sodio 97% fueron suministrados por
Panreac (Barcelona, Espafia). El hidroxido de sodio al 99% era de Scharlau (Barcelona,
Espafia). Isobutiraldehido (99 %), 2-metilbutanal (95 %), fenilacetaldehido (95 %) y
metional (98 %), 2-metilpentanal (98 %), 3-metilpentanal (97 %) y 0-(2,3,4,5,6-
pentafluorobencilo) hidroxilamina clorhidrato (PFBHA 98%) fue suministrado por
Merck. El fenilacetaldehido-d2 (95 %) y el metional-d2 se adquirieron de Eptes (Vevey,
Suiza). El agua se purifico en un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, Alemania). La
ovoalbuminay la (-)-epicatequina (pureza > 90 %) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). EIl floroglucinol y todos los solventes para las reacciones de
floroglucindlisis, extraccion, aislamiento y analisis se adquirieron de FLUKA Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). De la més alta pureza (> 98 %) (+)-catequina, (-)-
epicatequina (EC), (-)-galocatequina (GC), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-galato de
epicatequina (ECG), la procianidina B1 y la procianidina B2 se obtuvieron de TransMIT
PlantMetaChem (GieRen, Alemania). La malvidina se obtuvo de Sigma-Aldrich con una
pureza superior al 98% (St Louis, MO), al igual que la delfinidina, el acido cafeico y el
acido cumarico. La quercetina también fue suministrada por Sigma-Aldrich (Madrid) con
una pureza del 95%. La miricetina se obtuvo de Activate Scientific con una pureza del
98%. EI acetonitrilo (ACN) y el acido o-fosforico de grado HPLC se adquirieron de

Scharlab (Sentmenat, Espafia). EI metanol de grado LC-MS utilizado para la preparacion
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de las fases moviles se adquirio de Fluka Sigma-Aldrich y el acido formico de grado LC-
MS que se utilizé para una fase mdvil se obtuvo de Sigma-Aldrich. Se adquirieron
diclorometano, metanol, etanol y formiato de amonio (99% para LC-MS) de Merk
(Darmstadt, Alemania) para analisis de cromatografia de gases.

Los derivados floroglucinolados de epicatequina 4-floroglucinol, epicatequina-galato 4-
floroglucinol y epigalocatequina 4-floroglucinol se prepararon de acuerdo con Arapitsas
et al (2021) (7).

2.2 Fraccion polifenolica aromatica (FFA)
Fueron utilizadas en el primer estudio 2 FFAs extraidas de mistelas procedentes una de
uvas de Tempranillo y otra de Garnacha vendimiadas con diferente grado de madurez.
Estas FFAs fueron seleccionadas por ser muy diferentes.
FFAL: PRE-BRB-T: Un Tempranillo de la Rioja vendimiado muy verde.
FFA2: La obtencion de las mistelas se llevé a cabo segun lo descrito en el apartado 2.3
del capitulo 1.
Las fracciones etanolicas de FFAs fueron obtenidas mediante el paso a través de cartuchos
C18 siguiendo el protocolo descrito por Alegre y col (8). Estas FFAS estan exentas de
sulfuroso, metales, aminoacidos, acetaldehido y aldehidos de Strecker. Todo el protocolo

de extraccion fue llevado a cabo en el interior de una cdmara de anoxia.

2.3 Preparacion de vino sintético o de reconstituido de FFA.
El protocolo de reconstitucién o preparacion de vino sintético se llevd a cabo
integramente dentro de la cdmara de anoxia, utilizando disoluciones previamente
borboteadas con corriente de nitrogeno e incubadas en anoxia durante 72h para minimizar
la presencia de oxigeno. La composicion base para el vino sintético con polifenoles
individualizados o reconstituido de FFAs fue: dilucion en agua Milli Q al 13,3% (v/v) de
disolucién etanolica de un polifenol o FFA, proporcionando ese mismo contenido
etandlico, 5 g L glicerol, 5 g L 4cido tartarico con 5 mg L™ de Fe (1) a partir de la
adicion de FeClz-4 H,0, 0,2 mg L de Cu (1) a partir del suministro de CuCly 0,2 mg L-
1 Mn (11) a partir de la adicion de MnClz-4 H20. A continuacion, se llevo a cabo el dopaje
con 0,2 mg Lt de H2Sy 10 mg L cys y GSH". Se ajusto el pH a 3,5. Se deja un tiempo
de 7 dias de incubacion en anoxia estricta y transcurrido este periodo se afiadieron los
aminoacidos precursores de los aldehidos de Strecker (Val, Leu, lle, Met y Phe). Las

concentraciones de los mismos variaron segun el ensayo realizado:
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- Experiencia “Fortificacion de reconstituidos de FFAs™: 10 mg L de cada
aminoécido.

- Experiencia con vino sintético dopado con un polifenol: 88uM de cada
aminoacido.

Todas las muestras, de ambos ensayos, fueron preparadas por duplicado.

a) Experiencia “Fortificacion de reconstituidos de FFAs”. Para poder evaluar las
consecuencias de la suplementacion polifenolica, la totalidad del reconstituido de
cada FFA se dividio en dos alicuotas:

- Alicuota 1 (control sin dopar).
- Alicuota 2 (enriquecido con polifenol):
o Reconstituido de Tempranillo: se dop6 con 30 mg L™ de catequina.
o Reconstituido de Garnacha: se dopé con 300 mg L de delfinidina-3-

O-glucésido.

b) Experiencia con vino sintético dopado con un polifenol. Con la mision de estudiar
el efecto individualizado de algunos polifenoles en un vino modelo, éste se dividio
en 9 alicuotas. Un control que no tenia polifenol y 8 muestras. En cada una de
estas muestras se afiadio disuelto en etanol un polifenol para alcanzar en la
muestra una concentracion de 820 uM. Los polifenoles seleccionados para esta
tarea fueron:

- Catequina: flavanol dihidroxilado.

- Epigalocatequina: flavanol trihidroxilado.

- Malvidina: antociano monohidroxilado.

- Delfinidina: antociano trihidroxilado.

- Acido cafeico: acido fenélico dihidroxilado.

- Acido cumérico: acido fendlico monohidroxilado.

- Quercetina: flavonol dihidroxilado.

- Miricetina: flavonol trihidroxilado.

2.4 Envejecimiento oxidativo. Control del oxigeno
El oxigeno se incorpord saturando la muestra con aire por medio de la agitacion repetida
y disponiéndola en viales de aproximadamente 12mL con espacio de cabeza. Este debera
tener el volumen de aire (21% de oxigeno) requerido para contener la cantidad deseada
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de O», siguiendo el protocolo desarrollado por Marrufo et al. (9). Los viales de la
experiencia con FFAs contenian 50mg de O- por litro de reconstituido, y los viales de
vino sintético contenian 20 mg de Oz por litro de vino modelo. Se dispusieron todas las
muestras por duplicado a incubar a 35 °C con una agitacion de 90 rpm durante 32 y 38
dias en los reconstituidos de FFA y los vinos sintéticos suplementados con los polifenoles,
respectivamente. En ambas experiencias el consumo de oxigeno fue monitorizado
mediante el uso de un sensor Pst3 de NomaSens colocado en la pared de vidrio de los
recipientes en la parte cubierta con vino, lo que permitio conocer el oxigeno disuelto en
el vino desde el momento que se llenaron los viales, hasta el final del experimento. En
cada vial, conociendo el oxigeno aportado, el presente en disolucién en todo momento y
considerando el sistema en equilibrio por la continua agitacion del tubo con el espacio de
cabeza, es posible calcular el oxigeno consumido y la cantidad remanente al final del
experimento. Se calculé la velocidad de consumo de oxigeno (mg L por dia)

considerando los 4 primeros dias.

2.5 Caracterizacion quimica de las FFAs
En el experimento de las FFAS reconstituidas, ambas fracciones polifendlicas diluidas en
agua al 13,3%v/v fueron caracterizadas quimicamente antes del tratamiento de
envejecimiento. Las condiciones analiticas detalladas se dan en el material suplementario
presentado en el capitulo 3 (anexo Il). Los antocianos se analizaron por ultra-HPLC-
MS/MS, como se describe por Arapitsas y col. (10). Se analizaron flavanoles, flavonoles
y acidos hidroxicindmicos, segln lo descrito por Vrhovsek y col., (11) por UHPLC-
MS/MS. El grado medio de polimerizacion (mDP) se determind mediante el analisis

UPLC-MS/MS de la reaccion del floroglucinol, segln lo descrito por Arapitsas y col.(7)

2.6 Determinaciones analiticas
En ambos experimentos se determino la acumulacion de aldehidos de Strecker al final del
envejecimiento oxidativo. Y en las muestras de vino sintético con un polifenol, ademas
se llevo a cabo el analisis del polifenol y aminoacidos de Strecker remanentes y también

la cuantificacion del acetaldehido acumulado tras la oxidacion.

2.6.1 Meétodo de analisis del polifenol remanente
Se llevo a cabo mediante el desarrollo de un analisis UPLC-QTOF MS no dirigido, basado
en el protocolo de Arapitsas y Mattivi, 2018 (12). Las muestras se abrieron bajo una
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atmosfera de argon, en el interior de una cdmara de anoxia. Un mililitro de muestra se
diluy6 con 1 mL de agua Milli-Q y luego se filtr6 a través de filtros de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) de 0,2 um. Se prepard una muestra de control de calidad (QC) del
grupo, mezclando 150uL de cada muestra en el interior de la camara de anoxia y
sometiéndola a la misma dilucion que las muestras. Las cuales fueron preparadas y
analizadas aleatoriamente. Para llevar a cabo el andlisis se utilizé un Acquity UPLC de
Waters acoplado mediante un electrospray de ionizacion (ESI) a un Synapt HDM QTOF
MS (Waters, Manchester, U.K.) operado en modo W. Se utiliz6 una columna de Waters
Acquity UPLC HSS T3 con 1,8um de espesor, 2,1mm de diametro y 150mm de longitud.
Los parametros para el LC-MS se eligieron de acuerdo al protocolo de Arapitsas y
Mattivi, 2018 (12). Las muestras de partida de los vinos sintéticos adicionados con cada
polifenol, fueron conservadas en anoxia y a 4 °C. Estas fueron analizadas en el mismo
momento que las muestras sometidas al tratamiento de envejecimiento. La cuantificacion
del polifenol remanente en las matrices sintéticas se llevé a cabo por factor respuesta,
mediante el uso de la sefial obtenida en las muestras de partida.

2.6.2 Meétodo de analisis de acetaldehido total
La determinacion del acetaldehido total por HPLC con derivatizacion previa con DNPH
(2,4- dinitrofenilhidrazina) se realiz6 siguiendo la metodologia de Han y col (13) descrita

en el capitulo 1.

2.6.3 Método de andlisis de amino&cidos
Se analizaron los aminoacidos de Strecker remanentes en las muestras tras un mes de
envejecimiento oxidativo. Cien microlitros de muestra se mezclan con 880 uL de ACN 'y
20 pL de estandar interno (0,5 mM de acido a-aminobutirico (AABA)). Posteriormente
se agita y filtra mediante el paso a través de un filtro de Nylon de 0,22 um hasta su vial

de anélisis.

El analisis se lleva a cabo por LC en HILIC y acoplado a un detector de masas triple
cuadrupolo (QqQ) Elute Pump de Bruker. La columna utilizada es una Waters XBridge
Amide con unas dimensiones de 3,5 um de espesor y 2,1mm de didmetro y 150mm de
longitud. Para su realizacion la fase A utilizada es una disolucion acuosa de 10 mM de
formiato de amonio de pH 3y la fase B es una mezcla acetonitrilo:agua (90:10) con una

concentracion de 10 mM de formiato de amonio. De cada muestra se inyectan 10uL. El
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tiempo de analisis tiene una duracion de 13 minutos y un flujo de 0,5 mL min™. El
programa de fases utilizado es el siguiente: minuto 0 con un 100%B, en el minuto 7
desciende a un 75%B, en el minuto 8 a un 50%B manteniéndose hasta el minuto 9 y en
el minuto 9,1 asciende a 100%B, manteniéndose asi hasta el minuto 13 de analisis. La
cuantificacion se llevo a cabo mediante factores de respuesta basados en las areas relativas
obtenidas con el uso del estandar interno al inyectar una alicuota de las muestras

conservadas en anoxia a 4°C hasta terminar el envejecimiento oxidativo.

La medicion de los distintos aminoacidos se llevo a cabo utilizando los criterios y

pardmetros de espectrometria de masas que recoge la tabla 1.

Tiempo retencion

Aminoacido (min) lon precursor (m/z) Energia de colision (eV) lon producto (m/z)
Fenilalanina 3,99 166 15 120
166 25 103
Leucina 4,14 132 10 86
132 25 44
Isoleucina 435 132 10 86
132 15 69
Metionina 4,57 150 10 104
150 8 133
Valina 4,92 118 10 72
118 20 55

Tabla 1: Parametros optimizados de espectrometria de masas para el analisis de los 5
amino&cidos de Strecker.

2.6.4 Meétodo de analisis de aldehidos totales
La determinacion de la concentracion de aldehidos de Strecker acumulados durante el
envejecimiento oxidativo de las muestras se llevé a cabo siguiendo el método de analisis
por formacion de oximas descrito en el capitulo 1. La cuantificacion se realizo mediante

factor respuesta usando areas relativas a los estandares internos utilizados.

2.7 Tratamiento de datos y analisis estadistico
Las muestras de ambos experimentos fueron preparadas y tratadas por duplicado. Para

conocer el efecto del polifenol suministrado y el perfil polifendlico sobre los parametros
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medidos tras el envejecimiento se llevaron a cabo una serie de ANOVAs (XLSTAT,
Addinsoft, version 2015). También se utilizé esta herramienta para el analisis de los
componentes principales (PCA). Los estudios de correlacion se llevaron a cabo con Excel
2020 (Microsoft, Wahington, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Fortificacion de reconstituidos de FFAs con polifenoles. Estudio de la

respuesta al oxigeno

El uso de fracciones fendlicas de mistelas y su reconstitucion estandarizada permite
evaluar la influencia ejercida especificamente por el perfil polifendlico. Consideraremos
que las muestras de Garnacha y de Tempranillo seleccionadas para el presente
experimento son representativas del perfil polifendlico de cada una de las variedades. La
caracterizacion polifendlica de ambas muestras aparece en la tabla S1 del anexo Ill. La
primera es rica en favanoles y la segunda, en antocianos (6). La suplementacion de dichos
reconstituidos con catequina o delfinidin-3-O-glucésido hace posible evaluar, en matrices
fenolicas mas complejas que un vino sintético, el efecto modulador de este flavanol y de
este antociano en la velocidad del consumo de oxigeno y en la acumulacién de los
aldehidos de Strecker.

3.1.1. Tasa de consumo de oxigeno (OCR)
Las tasas de consumo de oxigeno son diferentes significativamente entre las dos muestras
no fortificadas como podemos observar en la figura 1, siendo las diferencias consistentes
con lo esperado, ya que en el capitulo anterior (6) pudimos observar que las muestras que
provenian de FFAs de la variedad Tempranillo consumen de manera méas avida el
oxigeno. En este estudio se confirma la importancia de la composicion polifendlica en la
modulacion de las OCRs (fig. 1).
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OCR (mgL? por dia)

Tempranillo Tempranillo Garnacha Garnacha
catequina delfinidina-3-OGlu

Figura 1: OCRs calculadas como la tasa diaria de consumo de oxigeno durante los 4
primeros dias tras la saturacion con O,. Las distintas letras indican diferencias
significativas entre muestras (Fischer posthoc test, p < 0,05).

En concreto, la muestra de uva Tempranillo alcanzé una OCR de 5,87+0,22 mg L™ por
dia, que es significativamente mas alta que la alcanzada por la muestra de Garnacha sin
suplementar, que alcanz6 una OCR de 4,87+0,02 mg L por dia. De manera remarcable,
la muestra de Garnacha adicionada con 300 mg L? delfinidina-3-O-glucosido
experimento un incremento significativo (p(t)<0,05) en su OCR respecto a la muestra sin
dopar, alcanzando un valor de 5,39+0,17 mg L™ por dia, acercando la OCR a la observada
en la muestra de Tempranillo. Este efecto es observable en las figuras 1 y 2, donde
podemos apreciar una aceleracion de la velocidad del consumo experimentada por la
muestra de Garnacha fortificada respecto a su muestra sin fortificar. La avidez
consumidora de O3 esta sin duda relacionada con la mayor facilidad de la delfinidin-3-O-

glucdsido para oxidarse debido a que posee en el anillo B tres grupos hidroxilo contiguos

).

Por otra parte, puede apreciarse en la Figura 1 que la suplementacion de catequina redujo
la velocidad de consumo de oxigeno respecto a la muestra de Tempranillo control no
dopada (fig. 1 y 2) de forma significativa (p(t)<0,05). Como puede verse, la OCR pasé
de ser 5,87+0,22 mg L™ por dia a 5,07+0,16 mg L™ por dia en la muestra adicionada con
este flavanol. Esto es consistente con la observacion previa de que la concentracion de
catequina estaba negativamente correlacionada con las OCRs (6), pero no deja de ser

sorprendente y dificil de explicar. Aunque es sabido que los antocianos son mas reactivos
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frente al radical superoxido que la catequina (2), y que los antocianos son antioxidantes
mas fuertes, los resultados sugieren que la presencia de mayor contenido de catequina
esta, contra prondstico, compitiendo por el oxigeno con los antocianos. Decimos contra
prondstico porque la catequina afiadida al medio deberia haber sido protegida de la
oxidacion por los antocianos, por lo que lo esperado hubiera sido un efecto nulo sobre la
OCR. Sin embargo, los resultados sugieren que, en algin momento de la oxidacién, la
catequina ha intervenido enlenteciéndola. De ser esto asi, lo que habria ocurrido es que
habria sido la catequina la que ha protegido a los antocianos. Una explicacion sencilla,
no sabemos cuanto probable, es que la presencia de méas catequina haya tenido como
consecuencia la formacién de dimeros catequina-antociano, que son mas estables y por
tanto menos oxidables, lo que explicaria la disminucion de la OCR. De acuerdo con las
evoluciones de consumo de O, dichos dimeros se tendrian que haber formado antes de
los 4 dias de la oxidacion, que es cuando divergen los consumos de los reconstituidos de
FFA de Tempranillo original y dopado con catequina, tal y como puede verse en la Figura
2. Esta discusion se retomara en la segunda parte del capitulo.
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Figura 2: Representacion del oxigeno consumido (mg L) por las muestras durante el
envejecimiento. Barras de error representan las desviaciones entre los duplicados de cada
muestra.

3.1.2. Acumulacion de aldehidos de Strecker
La concentracion promedio de aldehidos de Strecker (SA) acumulados en las muestras
durante el envejecimiento oxidativo esta recogida en la tabla 2, y el diagrama de
Componentes Principales obtenido en el PCA de las 8 muestras (incluyendo los
replicados) se muestra en la Figura 3. Puede verse en ambas representaciones que la
acumulacién de SA es minima en la muestra de Tempranillo original y maxima en la de
Garnacha, consistentemente con lo observado en el estudio anterior (6). En esta ocasion,
las muestras de Garnacha sin dopar presentaron de media una concentracion 1,5 veces
mayor de aldehidos de Strecker que las de Tempranillo. Los SA que mas se acumulan son
el fenilacetaldehido y el metional en ambas variedades, alcanzando en la variedad
Garnacha 18,08 y 9,86 pg L™, respectivamente. Los niveles mas altos alcanzados en
isobutiraldehido, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal fueron: 6,72; 8,38 y 6,51 pg L%,
respectivamente. Teniendo en cuenta que todos los precursores aminoacidicos fueron
afadidos en la misma concentracion (10mg L™?) y que la reaccion de Strecker es mol a
mol, esto sugiere que la isoleucina, la metionina y especialmente la fenilalanina serian los
aminoacidos mas reactivos, lo cual anteriormente ya habia sido observado en el capitulo

1 para estos dos ultimos aminoacidos (14,15).

Isobutiraldehido 2-metilbutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido
(ngL™) (ngL™) (mgL™) (ngL™) (MgL™h)
Tempranillo 467 + 0,238 599 + 0,818 455 + 0,198 728 + 0,62¢ 1052 =+ 0,88C
Tempranillo + 6,24 + 1208 685 + 1308 493 + 0388 8,07 + 024 1124 + 0,878C
Catequina
Garnacha 6,72 + 0,46" 8,38 + 0,174 6,52 + 0,95 986 + 0,134 18,08 * 041~
Garnacha +

545 + 037" 648 + 0,35"% 6,41 + 0,02* 8,76

I+

B B
Delfinidina-3-OGlu 0,24 15,87 + 0,39

Tabla 2: Acumulacion de aldehidos de Strecker (ugL™?) en cada muestra tras el
envejecimiento oxidativo. Diferentes letras indican diferencias significativas (Fischer
posthoc test, p < 0,05).

Por otra parte, en el anterior capitulo (6), mediante la caracterizacién polifendlica de las
FFAs y la construccién de modelos PLS, se encontrd que la acumulacion de los SAs esta
positivamente correlacionada con la concentracion de flavanoles y acidos fenolicos

propios de cada FFA y negativamente con los antocianos y flavonoles. Como podemos
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comprobar en la tabla 2, estas observaciones se confirman en los resultados obtenidos en
la adicion de moléculas individuales, tanto con respecto a la catequina como a la
delfinidin-3-O-glucésido, como polifenoles representantes de los flavanoles y los
antocianos, respectivamente. Las muestras de la variedad Tempranillo suplementadas con
30mg L* de catequina experimentan un incremento significativo de la concentracion
promedio total de aldehidos de Strecker (p(t)=0,0056), habiendo aumentado de media un
13,09% la cantidad de SA. Siendo el isobutiraldehido el que desarroll6 la mayor subida,
un 33,66% y el fenilacetaldehido el aldehido que mostro el menor incremento, un 6,91%.
Por su parte, la adicion de la delfinidina 3-O-glucésido provocé una disminucion
significativa en la acumulacion de aldehidos de Strecker (p(t)=0,011). Las muestras de
Garnacha dopadas con 300mg L de delfinidina-3-O-glucésido acumularon un 13,31%
menos de media de aldehidos que los controles sin adicionar. Siendo el 2MB vy el
isobutiraldehido los que experimentaron los mayores descensos en la acumulacion, 22,66
y 18,97% respectivamente. EI 3MB fue el unico aldehido que no experimentd una
diferencia significativa con la suplementacion de la delfinidina 3-O-glucésido, ya que la

disminucion observada fue de tan solo 0,11, el 1,56% de la cantidad presente.

25

2 o
Tempranillo_Catequina) A
15

Isobutiraldehido
2-metil-butanal

05 °
Tempranillo_B Garnacha_A

Tempranillo_Catequina_B Ga rna.cha_B

F2 (18,65 %)

Metional

-0.5 | Tempranillo_A + 3.-met|I-buta,na|
® ° Fenilacetaldehido

Garnacha_Delfinidina_A

Garnacha_Delfinidina_B
°
-15

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2
F1 (74,63 %)

Figura 3: Proyeccién de las muestras y variables en un plano de dos dimensiones del
analisis de componentes principales llevado a cabo con la matriz de datos que contiene
los SA acumulados como consecuencia del envejecimiento oxidativo. Se presentan en
color verde aquellas muestras que poseen la FFA de la variedad Tempranillo y en morado
las de Garnacha. Remarcadas en negrita aparecen las muestras fortificadas con el
polifenol.
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Los efectos ejercidos por la adicion de ambos polifenoles han de ser consecuencia de los
distintos productos generados como resultado de la actividad antioxidante de los
polifenoles, ya que en su forma fendlica estas moléculas no juegan papel alguno en la
degradacion de Strecker. Los flavanoles forman quinonas capaces de actuar como o-
dicarbonilos en la sintesis de aldehidos de Strecker, lo que explica tanto que en la variedad
Garnacha, mas rica en este polifenol, se observe una mayor acumulacién de aldehidos de
Strecker, como el incremento de estos compuestos observado en las muestras de
Tempranillo suplementadas con catequina. Por el otro lado, la adicién de delfinidina 3-
O-glucotsido provoca una caida en la acumulacion de los aldehidos, lo que debe ser
atribuido a que en su oxidacion los antocianos sufren una escision de la molécula, de
modo que o no forman quinonas o, si estas se generan, rapidamente se degradan como
consecuencia de la ruptura hidrolitica del anillo C. Esto es, o no forman quinona, o lo
hacen de forma fugaz. Ademas, se sabe que los compuestos originados durante la
degradacion oxidativa de los antocianos mantienen los grupos hidroxido (16-20), tanto
en el anillo A como en el B, de tal modo que no llegarian a formarse moléculas con
estructuras o-dicarbonilo necesarias para la degradacion de Strecker. Esto es, los
antocianos parecen actiar como antioxidantes sacrificiales, retirando oxigeno del medio,
impidiendo asi la formacion de a-dicarbonilos a partir de otros fenoles.

Esta posibilidad parece mucho mas plausible que la sugerencia hecha por Bueno y
colaboradores (15) acerca de que el papel protector de los antocianos, como moléculas
capaces de evitar la acumulacién de los aldehidos de Strecker, se debe a su reactividad
hacia los aldehidos. Por una parte, la cinética de reaccion aldehido-antociano no parece
ser lo suficientemente rapida como para justificar la pobre acumulacion de acetaldehido
observada en la oxidacion del vino, ni parece en realidad estar netamente relacionada con
el perfil polifendlico, sino que parece ser una propiedad relativamente genérica de los
polifenoles (21-23). Por otra parte, la actuacién de los antocianos como antioxidantes
sacrificiales es consistente con las mayores OCRs observadas en su presencia.

Esto es, sin poder descartar completamente que los antocianos sean mas activos que otros
componentes en la reaccion con los aldehidos, los resultados obtenidos nos permiten
concluir por un lado, que las quinonas obtenidas de las catequinas, flavanol mayoritario,
estan implicadas en la acumulacién de los aldehidos de Strecker, por lo que los niveles
en los que se presente este polifenol condicionarian el tiempo de vida y calidad del vino
de forma crucial. Y por otro lado, que la presencia de antocianos como la delfinidina-3-

O-gluctsido aminora la acumulaciéon de estos compuestos debido a su caracter de
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antioxidantes sacrificiales. Puede entonces sugerirse que su suplementacion constituye

una técnica interesante para aumentar la longevidad del vino.

1.2. Efectos diferenciales asociados al polifenol presente sobre la respuesta al
oxigeno en vinos modelo

En el estudio presentado en el capitulo anterior, mediante el uso de modelos PLS (6), fue
posible vislumbrar la gran influencia que posee cada una de las familias de fenoles
(antocianos, flavanoles, flavonoles y acidos fenolicos) sobre la respuesta de un vino ante
un envejecimiento oxidativo. Parece por tanto pertinente realizar un ensayo de
confirmacion de la relevancia estructural de los polifenoles en la modulacion de las OCRs
y en el desarrollo de los aromas propios de la oxidacion, acetaldehido y SA. Para ello, en
el presente experimento se han preparado vinos modelo conteniendo cantidades
equimolares de un solo polifenol representativo de las distintas familias y estructuras
quimicas. Estos vinos modelo, conteniendo aminoacidos precursores de los SA, cationes
metalicos y el polifenol escogido, fueron sometidos a oxidacion forzada suministrandoles
20 mg L de O; e incubandolos a 35°C durante 38 dias, con seguimiento frecuente del
nivel de oxigeno. Tras la finalizacién de la incubacidn, se midieron acetaldehido,
aldehidos de Strecker, aminoacidos remanentes y el polifenol.
Los resultados cuantitativos se pueden encontrar en la figura 4 (concentracion de O>
durante el experimento y en las tablas 4 (oxigeno consumido, acetaldehido acumulado y
polifenol remanente), 5 (aldehidos de Strecker) y 6 (aminoacidos) y se irdn presentando
y discutiendo a lo largo del capitulo.
A la hora de interpretar los resultados, se habré de tener en cuenta que los flavonoles,
miricetina y quercetina, no pudieron disolverse en su totalidad en disolucion
hidroalcohdlica por lo que su concentracion exacta no es conocida y sus efectos son, en
cualquier caso, causados por concentraciones inferiores a la de los demas polifenoles
ensayados.
Otro aspecto resefiable es que, en la discusion subsiguiente, los datos de acumulacion de
aldehido, que son el objeto fundamental del estudio, se consideraran tanto en términos de

acumulacién absoluta, como de tasa de acumulacién por cantidad de oxigeno consumido.

3.2.1. Vision general: ANOVA
Como uno de los objetivos era conocer la influencia de la estructura quimica de cada uno

de los polifenoles probados sobre la acumulacion de aldehidos durante la oxidacion, se
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realizaron 2 ANOVAS de un factor, uno con el factor familia (acido fendlico, flavanol,
flavonol o antociano) y un segundo con el factor estructura (nimero de grupos hidroxilo
contiguos en el anillo B: 1, 2 6 3). En cuanto a la acumulacion absoluta de aldehidos (tabla
7), la concentracion de oxigeno consumido (tabla 5) y sobre las tasas de acumulacion de
aldehidos totales (tabla 9).

Como puede verse en la tabla 3, la familia quimica no es determinante en la acumulacion
absoluta de los aldehidos, no siendo significativa para ninguno de ellos. Sin embargo, si
que lo es para las tasas de acumulacion de aldehido por unidad de oxigeno consumido,
tal y como se ve en la tabla 4, para los casos de 2MB, 3MB, metional y la suma total de
SA. El grado de hidroxilacion en el anillo B tiene mucho més efecto sobre la acumulacion
de los aldehidos, tal y como se ve en las tablas 3 y 4. Sobre la acumulacion en términos
absolutos sdlo el fenilacetaldehido no se afectado, y tiene un efecto muy evidente sobre
la acumulacién de acetaldehido (tabla 3). Sobre las tasas de acumulacion, los efectos son

significativos en todos los casos.

Familia Estructura

Isobutiraldehido (ug L™) ns *
2-metil-butanal (ug L) #
3-metil-butanal (ug L™?) ns

Metional (ug L?) ns *
Fenilacetaldehido (ug L) ns ns
Suma de aldehidos de Strecker (ug L™?) ns *
Acetaldehido (mg L™?) ns *x

Tabla 3: Significatividad (p(t)) obtenida a partir de la realizacién de 2 ANOVAs de un
factor (factor familia y factor estructura) de los datos brutos obtenidos tras el
envejecimiento oxidativo. Estudio del efecto de la familia y la estructura en la
acumulacién absoluta de los aldehidos de Strecker y el acetaldehido. (ns = no
significativo; #p=0,1-0,05; *p = 0,05-0,01; **p = 0,01-0,001; ***p < 0,001).

Familia Estructura

OCR (mg L™ por dia) e *
Isobutiraldehido (ug L) / O, (mg L) # *
2-metil-butanal (ug L) / Oz (mg L) * *
3-metil-butanal (ug L) / Oz (mg L?) * *
Metional (ug L) / Oz (mg L) * *x
Fenilacetaldehido (ug L) / Oz (mg L) ns *
Suma de aldehidos de Strecker (ug L) / Oz (mg L) * **
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Acetaldehido (mg L) / Oz (mg L) ns *

Tabla 4: Significatividad (p(t)) obtenida de a partir de la realizacion de 2 ANOVAs de
un factor (factor familia y factor estructura) de los datos obtenidos tras el envejecimiento
oxidativo. Estudio del efecto de la familia y la estructura sobre la tasa de consumo de
oxigeno y la acumulacion de los aldehidos de Strecker y el acetaldehido por unidad de
oxigeno consumido. (ns = no significativo; #p=0,1-0,05; *p = 0,05-0,01; **p = 0,01-
0,001; ***p < 0,001).

3.2.2. Consumo de oxigeno
La evolucion a lo largo del proceso de oxidacion de los niveles de oxigeno en cada uno
de los ensayos se puede ver en la figura 4, y el consumo total de oxigeno de las 9 muestras
al final del envejecimiento oxidativo aparece en la tabla 5.
Como puede verse en la tabla 5, el vino sintético es la muestra que menos consume,

aunque no se diferencia significativamente de los acidos fendlicos o de la quercetina.

02 (mg LY) Acetaldehido (mg L) Polifenol (uM)
Cumarico 8,16 + 1,62¢P 346 =+ 0,01¢ 820 = 3221
Cafeico 7,71 + 0,05¢P 522 + 0,548 720,35 % 55,75
Catequina 8,87 + 264¢ 856 =+ 1,18* 1997 + 021
Epigalocatequina 1948 + 0,2748 518 + 0,078 2737 + 0,38
Malvidina 16,58 + 1,028 6,15 + 0,728 0 £ 0
Delfinidina 19,71 + 0,104 535 + 0,528 2579 * 36,47
Quercetina 6,48 + 0,64°P 507 + 0,558
Miricetina 16,54 + 2278 9,64 + 0,154
Vino sintético 514 + 0,89°P 314 + 052°

Tabla 5: Concentracion promedio de oxigeno consumido (mg L) por cada dopado de
polifenol al finalizar el periodo de envejecimiento, concentracion de acetaldehido
acumulado (mg L) y cantidades de polifenol remanente (uM). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre muestras segin ANOVA de factor muestra (Fischer
posthoc test, p < 0,05). Subrayados los polifenoles monohidroxilados, cursiva los
polifenoles dihidroxilados y negrita los polifenoles trihidroxilados. No fue posible la
obtencion de la concentracion remanente de quercetina y miricetina.

El vino sintético llegd a consumir unos 5,14mg L de Oz (el 25% del suministrado, 160
uM), lo que debe atribuirse a la oxidacion de las pequefias cantidades que contenia, tanto
de cationes en forma reducida, como de H»S y cisteina y glutation reducidos, méas de
cantidades de alcohol y, eventualmente de &cido tartarico. Dado que el vino sintético
contiene 5 mg L de Fe(ll) (89 uM), 0,2 mg L de Cu(l) (3 uM), 0,2 mg L de Mn(Il)
(3,7 uM), 10 mg L* de Cys (83 uM), 10 mg L de GSH (33 uM) y 0,2 mg L* de HS (6
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uM, capaz de ceder 12 uM de electrones), que sumados hacen unos 220 uM de material
capaz de ceder 1 electron (al menos), y dado que el Oz en su oxidacion a agua consume 4
electrones, la oxidacion de todo el material facilmente oxidable del vino sintético explica
el consumo de 55 uM de O, que son unos 1,76 mg L. El resto hasta los 5,14 mg L7,
esto es, 3,38 mg L de O, 0 105 uM, se tuvo que emplear en oxidar etanol y &cido
tartarico, o en llevar a estados de oxidacion superiores los disulfuros formados en la
oxidacion de los mercaptanos. Como se puede ver en la tabla 5, se midieron 3,14 mg L
! de acetaldehido, 72 uM, que pueden explicar el consumo de 36 uM de O, esto es, de
1,15 mg L.1 de Oz, por lo que quedan por explicar 160-55-36=69 uM de Oz 0 2,2 mg L*
de O, que habrdn ido a oxidar &cido tartarico, o eventualmente, a llevar a estados

superiores de oxidacion los mercaptanos.

Por su parte, desde el punto de vista de oxigeno consumido al final del tiempo asignado
al experimento, los polifenoles se clasifican en 3 grupos:

1. Los que consumen entre el 97 y el 99% del oxigeno suministrado (19,4-19,8 mg
L™Y): epigalocatequina y delfinidina, ambos trihidroxilados.

2. Los que consumen alrededor del 85% del oxigeno suministrado (alrededor de
16,5 mg L™ (el 85% del total) la malvidina y la miricetina, el primero mono y el
segundo tri-hidroxilado.

3. Los que no consumen mas del 40% del oxigeno suministrado (entre el 30 y el
40%), que son el resto: catequina, acidos cafeico y cumarico y la quercetina y
gue son mono o di-hidroxilados.

Estos datos tenemos que cruzarlos con los de la masa de polifenol remanente tras la
oxidacion, que encontramos también en la tabla 5 y que nos muestran que los Unicos
polifenoles que apenas se ven afectados por la oxidacion son los acidos fendlicos, acido
cumarico y acido cafeico, mientras que los dos flavanoles y los dos antocianos, se
consumieron en gran medida durante la misma. La desaparicion de la malvidina fue mas
que evidente, ya que no se pudo detectar ni a niveles traza. Esa desaparicién es muy
probable que se haya producido muy pronto, explicando por qué esta disolucién modelo
ya no consumid mas oxigeno a partir del 6° dia.

La completa desaparicion de los 820 uM de malvidina presentes con un consumo de poco
mas de 16 mg L de O, (500 uM), sugiere que su reaccion de oxidacion sigue una
estequiometria 2 a 1, esto es:

2 Mv (malvidina) + Oz = 2 (Mv-2H) + 2 H.0
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Donde Mv-2H son los componentes 1y 2 descritos por Al Safiy col. (16), o sus derivados

etandlicos (Figura 4).
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Figura 4: mecanismo hipotético de formacion de los compuestos 1 y 2 a partir de la
malvidina-3-oglucésido en medio etandlico. Imagen obtenida de Al Safi y col., 2008
(16).

Con dicha estequiometria, los 820 uM de malvidina explicarian el consumo de 410 uM
de O, quedando otros 90 que deben ser atribuidos a la oxidacion del material reducido
presente en el vino sintético, que explica otros 55 uM, y quedan 35 uM, que explicarian
la oxidacion de 70 uM de etanol, que producirian 3,1 mg L de acetaldehido. Esta es la
cantidad de acetaldehido encontrada en la muestra con malvidina en exceso sobre la
encontrada en el vino modelo. El acetaldehido que falta por explicar (3,1 mg L), podria
haber formado alguna vitisina con la malvidina.

El consumo de O por parte de la delfinidina fue total, ya que se consumen los 625 uM
de Oz presentes y acaba con la practica desaparicion de los 820 uM de antociano presente.
Esto sugiere que en este caso la reaccion de oxidacion sigue una estequiometria
mayoritariamente 1 a 1, llevando la delfinidina a su quinona con una reaccién del tipo:
QdeifH2 + O2 = Qdelf + H202
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Lo que explica el consumo casi inmediato de los 625 uM de O3, con la produccion de
una cantidad equivalente de H>O,. Ahora bien, la quinona de la delfinidina, sufre unas
reacciones de desproporcionacion segun Danges y Fenger 2018 (19), de manera que
podemos considerar que se degrada a otro componente. Por su parte, los 625 uM de H20>
formadas, reaccionarian con los 195 uM de delfinidina restantes, con el resto de material
oxidable, con los productos de la primera oxidacion de la delfinidina y con el etanol. De
acuerdo con la cantidad de acetaldehido acumulado, solo 120 uM de H20O: se invirtieron
en oxidar etanol.
En el caso de la epigalocatequina es similar. La diferencia en este caso, es que la quinona
no se desproprociona, si bien es mucho mas reactiva, por lo que podemos considerar que
sigue reaccionando con el H2O, dejando al final una cantidad de H.O: disponible para
oxidar el etanol, similar a la de la delfinidina.
El caso mas sorprendente es el de la catequina, ya que desaparece del medio sin llegar a
consumir ni la mitad del Oz presente (8,87 mg L™, 277 uM) y ademas dejando una
importante cantidad de acetaldehido remanente (8,56 mg L™, 194 uM). Para explicar el
balance de materia es preciso, por tanto, asumir que la estequiometria del proceso de
oxidacion completo ha de ser superior a 5 a 1; esto es:

5Cat + O, - 5Cat_ox + 2 H20
Sélo con esta estequiometria cabe explicar la desaparicion de los 820 uM de catequina,
que consumirian 164 uM de Oz, quedando otros 113 uM de Oz que podrian explicar la
generacion de los 8,56 mg L de acetaldehido formados (que requieren 97 uM de Oy) y
aun quedaria una pequefia cantidad que se emplearia en oxidar una pequefia parte de los
mercaptanos. Muy probablemente estos reaccionen de manera irreversible con los
productos de oxidacién de la catequina. En cualquier caso, estos datos sugieren que el
proceso de oxidacion de la catequina induce un proceso de polimerizacion en el que la
oxidacion solo tiene lugar al comienzo y en el que el mondémero desaparece rapidamente.
Finalmente, los acidos fenolicos tienen también un comportamiento sorprendente. En el
acido cafeico, el consumo de 240 uM de O, (7,71 mg L) lleva aparejada la desaparicion
de unos 100 uM del fenol y la aparicion de 5,22 mg L de acetaldehido. Por tanto, si el
cafeico forma su quinona y H2O2, se explican la desaparicién de 100 uM de O. y la
formacion de 4,4 mg L™ de acetaldehido. Los 140 uM de O, restantes, se emplearan en
oxidar el material oxidante (55 uM) y algo de etanol para formar los 0,8 mg L? de
acetaldehido que faltan, en lo que se emplearian 9 uM de O». Por tanto, quedan 76 uM
de Oy sin explicar, que habran de ir a oxidar &cido tartarico, o a llevar a estados de
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oxidacion superiores los disulfuros, o bien a seguir oxidando la quinona del acido
cafeico. Pero méas sorprendente es el &cido cumarico, ya que no pudimos registrar
ninguna disminucion, a pesar de que consumié 8,16 mg L™ de Oz y acumul6 3,46 mg L
! de acetaldehido, cantidades ambas superiores a las acumuladas en el vino sintético. Por
tanto, solo cabe inferir que, en este caso, este polifenol actia como un pro-oxidante,
induciendo bien la oxidacion de mayores cantidades de acido tartarico, bien la oxidacion

a niveles de oxidacion mas altos, de los componentes azufrados.
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Figura 5: Consumo de oxigeno (mg L) durante el envejecimiento oxidativo de las
muestras adicionadas con los distintos polienoles y su control sin suplementar,
habiéndoles suministrado inicialmente mediante espacio de cabeza 20 mg L™ de O,. Se
presentan en color amarillo aquellos dopados con polifenol monohidroxilado, en rojo
dihidroxilado y en azul los trihidroxilados. Y con distintas formas de marcador los acidos

fendlicos (A), los flavonoles (m), los antocianos () y los flavanoles (e).

De una manera bastante remarcable, puede verse que la cinéetica de consumo del O por
parte del vino sintético es de las mas rapidas del set, siendo tan solo superada por las de
los dos antocianos. Puede observarse, que la cantidad de O, consumido en el primer dia
por parte del vino modelo (20-16,87=3,13 mg L) se acerca mucho a la cantidad necesaria
para oxidar los 220 uM de material oxidable presente (esencialmente Fe(ll) y RSH) si el
O- es reducido hasta H202, ya que explicaria el consumo de 110 uM de O, que son 3,52
mg L. En el resto del tiempo, dicha agua oxigenada oxidaria etanol, tal vez los disulfuros
-como discutiremos posteriormente-, y acido tartarico, y habria un pequefio consumo de

O2 adicional muy lento, causado por la presencia de Fe, Mn y Cu, pero ya sin mediacion
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de los mercaptanos presentes, que se dedicaria a oxidar etanol, &cido tartarico y
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Figura 6: Velocidad de consumo de O2 (OCRs) promedio, de cada dopado de polifenol,
durante los primeros 4 dias de envejecimiento oxidativo. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre muestras segin ANOVA de factor muestra (Fischer
posthoc test, p < 0,05). Coloreados segun el nimero de grupos hidroxilo presentes en el
anillo B: monohidroxilados (amarillo), dihidroxilados (rojo) y trihidroxilados (azul).

Desde el punto de vista de la velocidad de consumo de oxigeno al inicio del proceso
oxidativo, y tal y como puede verse en la figura 4, que muestra la evolucion del contenido
de oxigeno, y en la figura 5, que muestra las OCRs medidas en los 4 primeros dias de
oxidacion, los polifenoles se pueden clasificar en tres grupos, que no son coincidentes
con los anteriores;
1. Los que consumen el oxigeno con extrema rapidez, que son los dos antocianos,
delfinidina y malvidina. Ambos consumen mas del 60% del oxigeno inicial en
24 horas.
2. Los que consumen el oxigeno con velocidades apreciables, que son la miricetina
y la epigalocatequina, ambos polifenoles trihidroxilados. En 5 dias consumen
entre el 25y el 60% del oxigeno suministrado
3. Los que no consumieron cantidades apreciables de Oxigeno durante los 5
primeros dias de oxidacion que son los polifenoles no antocianicos y no

trihidroxilados, esto es, catequina, acidos cafeico y cumarico y la quercetina.
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Esto es, estos resultados confirman el papel critico jugado tanto por la familia del
polifenol como del numero de hidroxilos en el anillo B, sobre la velocidad de consumo
de oxigeno. Anteriormente ya se habia descrito que los antocianos tienen mayor potencial
para reaccionar frente a los radicales superéxido en comparacion a los flavanoles (2). Méas
en concreto, las delfinidinas han sido definidas como polifenoles facilmente oxidables en
el vino debido a su estructura trihidroxilada del anillo B (1). En nuestro caso, la OCR de
la delfinidina es 1,29 veces mayor que la de la malvidina. Esta diferencia se incrementa
al comparar las estructuras dihidroxiladas con las trihidroxiladas en el caso de los
flavanoles y los flavonoles. La epigalocatequina, flavanol trihidroxilado, posee una OCR
positiva con un valor de 2,32 + 0,65 mg L™ de O por dia y, sin embargo, la catequina
posee una OCR nula durante los 4 primeros dias de envejecimiento, -0,26 + 0,49 mg L™
de O2 por dia. Y en el caso de los flavonoles, la miricetina, que posee el anillo B
trihidroxilado, presenta una OCR de 0,92 + 0,03 mg L™ de O, por dia y la quercetina,
dihidroxilada, de nuevo presenta una tasa no significativamente distinta de cero en los 4
primeros dias de incubacion, de 0,07 + 0,48 mg L de O, por dia. No aparecié como
significativa la diferencia entre las formas monohidroxilada y dihidroxilada dentro de la
familia de los &cidos fendlicos (figura 6). El &cido cumarico y el cafeico experimentaron
tasas de consumo cercanas a cero en los 4 primeros dias de envejecimiento, con valores
de 0,09 + 0,01y -0,24 + 0,05 mg L™ de O por dia, respectivamente.

Remarcablemente, el vino sintético consumi6 en las primeras 24 horas el 16 % del
oxigeno inicial, de manera que, en cuanto a velocidad de consumo, su OCR inicial se
acerca a las OCRs observadas con los polifenoles trihidroxilados. Esto es, los polifenoles
no antocianicos y no trihidroxilados considerados en este estudio, no s6lo no aceleran el
consumo de Oz con respecto al vino modelo, sino que ralentizan la velocidad inicial de
consumo de oxigeno. Esta observacion confirma lo ya visto en el primer experimento de
este capitulo acerca de la capacidad de la catequina para disminuir de forma significativa
la OCR, asi como las correlaciones encontradas en el capitulo anterior, en las que se vio
por un lado que la suma de los antocianos delfinidina, cianidina y petunidina estaba
correlacionada positivamente con el consumo de oxigeno y por el otro, que la
concentracion de flavanoles, més en concreto de catequina, estaba correlacionada
negativamente. Sin embargo, si en la primera parte del capitulo argumentabamos que la
accion de la catequina consistia en la posible formacién de dimeros con los antocianos

menos oxidables, en el presente experimento esta posibilidad no cabe, ya que solo hay un
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polifenol. A la luz de los resultados pareceria que los polifenoles no antocianicos y no
trihidroxilados han de interaccionar con los grupos oxidables presentes en el vino
sintético (cisteina, glutation y H»S), protegiéndolos de su oxidacién y bloqueando de
hecho, el consumo de O> durante los primeros dias. Sin embargo, no resulta obvio explicar
como es esa interaccion, cuando no parece ldgico pensar que esos polifenoles puedan

competir por los ndcleos metélicos con los mercaptanos.

3.2.3. Acumulacion de acetaldehido
Al final del mes de envejecimiento las muestras presentaron concentraciones variables de
acetaldehido, tal y como se ve en la tabla 5. El control sin polifenoles presenta los valores
més bajos de acetaldehido acumulado, 3,14+0,52 mg L™, como era de esperar ya que es

la muestra que menos oxigeno consumio.

A excepcidén del vino sintético suplementado con acido cumarico, todas las muestras
presentan concentraciones en valores absolutos significativamente superiores a las del
control, lo que es consistente con los mayores consumos de O registrados en las muestras

conteniendo un polifenol.

La formacion de acetaldehido es sabido que tiene lugar por la reaccion de Fenton en la
que se forma el radical hidroxilo, que ataca con fuerza todo lo que encuentra. La reaccién
de Fenton se produce en el momento en que se forma H20O>, lo que va a ocurrir en cuanto
comience el consumo de O2, y no hay SO2 -como es nuestro caso-, que lo elimine. Puesto
que entre el 85y el 90% de la materia organica del vino es etanol, es el sustrato principal
de la reaccién, de manera que se forma mayoritariamente el radical 1-HER. Este radical,
si no es atacado por un polifenol, proseguira su reaccion hasta dar acetaldehido. Por tanto,
podemos asumir que la cantidad de acetaldehido acumulado en el presente experimento
debe ser funcion de:

1. La cantidad de O, consumido.

2. La capacidad del polifenol presente en el medio de reaccionar con el radical 1-

HER.

3. La capacidad del polifenol de reaccionar con el acetaldehido formado.
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A tenor de los resultados obtenidos en la tesis de la Dra. Almudena Marrufo (21,23,24)
puede ademas sugerirse que el tercer factor va a tener menor peso, sobre todo en la

presencia de un dnico tipo de polifenol.

Por tanto, a priori, podriamos considerar que los vinos sintéticos conteniendo polifenoles
con un alto poder antioxidante (25), es decir, la epigalocatequina, delfinidina, malvidina
y miricetina, aquellos que poseen valores de OCR superiores a los experimentados por el
control sin polifenol (figura 6), deberian formar cantidades superiores de acetaldehido,
salvo que tengan una capacidad especial para interactuar con el radical 1-HER. Hasta el
momento tan solo se ha demostrado que los acidos cinamicos tienen esta capacidad (26)
(figura 7).
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R = CH2CHs, Propanol
Figura 7: Mecanismos propuesto para la oxidacion de los acidos cinamicos a alcohol

alicilico via 1-HER. Figura adaptada de Gislason y col., 2011 (26).

Para estimar la magnitud de los dos procesos por los que el polifenol es capaz de retirar
el acetaldehido, debemos comparar la cantidad de acetaldehido acumulado con la
cantidad de acetaldehido que se hubiera formado si el H.O, formada en la primera
reduccion del O2 se invirtiera completamente en la oxidacion del etanol. Para ello

haremos los siguientes calculos:
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1.- Concentracion de etanol en el vino modelo: 13,3% (v/v), que son 105 g/L. Total de
materia organica contenida en el vino modelo, aproximadamente 115,3 g/L, por lo que el
91% es etanol y esperamos que el 91% del radical OH* forme por tanto 1-HER.
2.- Estimacion del radical OH* formado. De acuerdo con la reaccion de Fenton, cada mol
de H20, forma un mol de radical OH* segun la reaccion global:

CH3CH20H + H202 > CH3CHO + 2 H20
Que viene de la suma de los siguientes procesos individuales:

H,02 + H+ + Fe?* & H,0 + OH* + Fe®*
OH* + CH3CH20OH - CH3C*HOH + H0
CH3C*HOH + Fe3* & CH3CHO + Fe?* + H*

Por tanto, la cantidad de radical OH* formada sera igual a la cantidad de H.O2 acumulada
3.- Estimacion del H202 acumulada. El H202 se formara segln las siguientes reacciones:
En presencia de polifenoles: QH2 + O2 2 Q + H20»
En presencia de tioles: 2RSH + O2 2 RSSR + H.0>
Esto es, en ambos casos la cantidad de H.O? formada sera igual al nimero de moles de
O2 consumido.
De acuerdo con todo lo anterior, estimaremos que para un consumo de n mg L™ de O, se
podrian formar n/32 * 44 * 0,91 mg L de acetaldehido si todo el radical 1-HER se
convierte en CH3CHO. Estos calculos se muestran en la tabla 6.

Acetaldehido Acetaldehido Acumulado/

Oz consumido Diferencia Relacion

(mg L) scumlado - esperaco (mg L) SSREI0 2cetldenidlO;
Cumarico 816 = 1,62°° 346 + 0,01 10,21 + 2,02°° 6,75 + 2,03° 34% =+ 0,07°° 0,42 =+ 0,09°P
Cafeico 771 + 0,05 522 + 0548 960 + 0,06°° 4,38 + 061°F 54% + 0,06° 0,68 + 0,078
Catequina 8,87 = 2,64°€ 856 + 1,18* 11,10 + 3,30 254 + 2,128 77% =+ 0,13* 0,97 * 0,16*
Epigalocatequina 1948 + 0,27%8 518 + 0,07® 2440 + 0,34"® 19,22 + 0,417 21% + 0,01° 0,27 + 0,01°P
Malvidina 16,58 + 1,028 6,15 + 0,728 20,70 + 1,278 1455 + 0558 30% =+ 0,02° 0,37 + 0,02°
Delfinidina 19,71 + 0,104 535 + 0,528 2470 + 0,13* 19,35 + 0,40 22% + 0,02° 0,27 + 0,03
Quercetina 648 + 064°° 507 + 0558 810 + 080°° 3,03 + 1,35F 63% =+ 0,13 0,78 =+ 0,16"®
Miricetina 16,54 + 2,278 9,64 + 0,15 20,70 + 2,84® 11,06 + 2,98 47% + 0,07 058 + 0,098¢
Vino sintético 514 + 0,89° 314 + 052° 6,40 + 1,12° 323 + 0,60° 50% =+ 0,005¢ 062 + 0,01B¢

Tabla 6: Diferencias entre la acumulacion de acetaldehido observada y esperada en los
modelos conteniendo distintos polifenoles tras su oxidacion. Subrayados los polifenoles
monohidroxilados, cursiva los polifenoles dihidroxilados y negrita los polifenoles
trihidroxilados.
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La tabla 6 nos da las diferencias absolutas entre el acetaldehido esperado y el realmente
acumulado y también dichas diferencias expresadas como la fraccion de acetaldehido
acumulado relativa al esperado (como %, pendltima columna). En la dltima columna un
parametro muy relacionado que es simplemente la masa de acetaldehido acumulado por
unidad de oxigeno consumido. Obviamente los parametros en las dos Gltimas columnas
son estrictamente proporcionales. La masa de acetaldehido acumulado por unidad de O

consumido puede verse también en el grafico mostrado en la figura 8.
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Figura 8: Representacion grafica de las tasas de acetaldehido acumulado segln el
oxigeno consumido (mg LY/ O2 mg L) durante el mes de envejecimiento oxidativo en
los distintos dopados. Las distintas letras indican diferencias significativas entre muestras
(Fischer posthoc test, p < 0,05) tras ANOVA de un factor (factor muestra). Coloreados
segun el numero de grupos hidroxilo presentes en el anillo B: monohidroxilados
(amarillo), dihidroxilados (rojo) y trihidroxilados (azul).

Como puede verse tanto en la tabla 6 como en la figura 9, con respecto a la cantidad de
acetaldehido acumulado por unidad de oxigeno consumido, o al % de acetaldehido
encontrado con respecto al esperado, los polifenoles se pueden dividir en tres categorias:
1.- Los que acumulan acetaldehido en proporciones muy similares al control (vino
sintetico): miricetina y acido cafeico
2.- Los que lo acumulan en proporciones claramente mayores al vino sintético:

catequina y quercetina
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3.- Los que lo acumulan en cantidades netamente inferiores al vino sintético: acido

cumarico, malvidina y, con niveles muy inferiores de acumulacion,

epigalocatequina y delfinidina.
En primer lugar, cabe preguntarse por qué en el vino sintético la cantidad de acetaldehido
acumulado es tan solo el 49% del esperado. Una posible razén, seria que los mercaptanos
pudieran también captar el radical 1-HER, como se ha demostrado que pueden hacerlo,
sobre todo los primarios (26). Sin embargo, dado que los mercaptanos estan en pequefia
cantidad con respecto a la cantidad de O2 consumido (todo el material oxidable del
modelo estimamos que son 220 uM) y es mas probable que se oxiden rapidamente a
disulfuros, podria ser factible que fueran los disulfuros los que captaran el radical para
oxidarse a estados superiores.
Si se acepta esta hipotesis, que no tenemos medios para comprobar con los datos
disponibles, miricetina y &cido cafeico, tendrian una capacidad de interaccionar con el
radical 1-HER similar a la de los disulfuros, mientras que catequina y quercetina tendrian
una capacidad muy inferior, lo que explicaria los mayores niveles de acetaldehido
acumulados, y acido cumarico, malvidina y, sobre todo, epigalocatequina y delfinidina,
tendrian una capacidad muy superior para captar ese radical (27).
Otra posible explicacion de que los niveles de acetaldehido acumulados sean muy
inferiores a lo esperado, podria ser la reactividad del polifenol hacia el acetaldehido. Sin
embargo, esta explicacion no es valida para los mercaptanos, cuya reactividad hacia los
aldehidos es bastante inferior, y mucho menos para los disulfuros, cuya nucleofilia es
bastante inferior. Por otra parte, son los antocianos los que, a priori, reaccionarian con
mas intensidad con el acetaldehido. La malvidina es bien conocido que forma nuevas
estructuras como la vitisina B o puentes de etilo entre monémeros de malvidina
(16,28,29), pero este tipo de reacciones no son esperados para la epigalocatequina. Siendo
este componente de los que menos acetaldehido acumula (tabla 5), puede sugerirse que
la reactividad hacia el acetaldehido no es la mayor causa explicando su pobre
acumulacién, lo que apunta a que es la capacidad especifica de los polifenoles, o de sus
productos de reaccion, de capturar el radical 1-HER.
En cualquier caso, los resultados claramente indican que cada polifenol tiene una

capacidad especifica de acumular acetaldehido.
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3.2.4. Acumulacién de aldehidos de Strecker (SA)

La concentracion de SA acumulada por los vinos sintéticos dopados tras un mes de
envejecimiento oxidativo se recoge en la tabla 7, donde podemos ver que, en todas las
muestras, incluidos los controles sin polifenol, tuvo lugar la formacion de SA. Esta
formacion en el vino sintético podria responder a la autooxidacion de los aminoacidos
como consecuencia de la presencia de radicales hidroxilo en el medio (30), 0 mas
probablemente, a partir de la formacién del acido dioxosuccinico (31) o glioxal (32), que
son dos a-dicarbonilos procedentes de la degradacion oxidativa del acido tartarico

pudiendo asi desarrollarse la degradacion de Strecker.

Las muestras con epigalocatequina son significativamente las mas acumuladoras,
produciendo en total 59,97+12,87 ug L-1 de aldehidos de Strecker. Por el contrario, las
muestras con acido cumarico produjeron la menor cantidad total de SA, 11,38+2,56 ug
L-1, cantidad significativamente inferior a la encontrada en el vino sintético (19,45+4,45
Mg L-1), lo que indica que el &cido cumérico tiene un efecto inhibidor sobre la
degradacion de Strecker de los aminoacidos. Dada su estructura monohidrolixada, puede
pensarse que dicho efecto inhibidor se debe a la imposibilidad de que este fenol forme
una o-quinona, que tiene estructura a-dicarbonilica. Por tanto, podria sugerirse que, en
presencia de esta molécula, la oxidacion del &cido tartarico se produce en menor extension
de lo que lo hace en su ausencia (vino sintético control), por lo que la cantidad de a-
dicarbonilicos formados disminuye y la degradacion de Strecker se daria en menor

medida.

Sin embargo, el comportamiento del &cido cumarico es muy notable, ya que atendiendo
a las cantidades remanentes tras la oxidacion (tabla 5), este componente no se oxida en
absoluto. Esto es, a pesar de no oxidarse, su presencia tiene un claro efecto sobre el
consumo de Oz, que aumenta con respecto al control (tabla 5), sobre la OCR inicial, que
disminuye (figuras 4 y 5) y sobre la acumulacion de SAs, que se reduce. Ya que la
cantidad de acetaldehido registrada en este medio es muy poco mayor a la medida en el
vino sintético, el balance de materia asociado a la oxidacion del acido cumarico deja
grandes interrogantes. Por un lado, deberia aumentar de manera notable la cantidad de
acido tartarico oxidado, pero eso podria no ser consistente con la menor acumulacion de
SA. Debemos aceptar entonces, que el acido cumarico actla como pro-oxidante de alguna

especie. Las unicas alternativas, dada la composicion del vino sintético son la oxidacién
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del acido tartarico o la oxidacion de los componentes azufrados a estados de oxidacion

superiores al de disulfuro.

En cualquier caso, la baja productividad de SAs del acido cumarico, seria consistente con
la necesidad de los polifenoles de poseer al menos dos grupos hidroxilo en el anillo B
para producir la degradacion de Strecker, lo que se ha comprobado para acidos fendlicos,
flavanoles y flavonoles (5,33). En el caso actual, se confirma para la familia de los &cidos
fenolicos; el acido cafeico, que es un o-difenol, hizo ascender la cantidad de SA en un
41% respecto al control, mientras que el acido cumarico, como hemos visto, redujo la
concentracion en un 41%. Sin embargo, la menor eficiencia de los polifenoles
monohidroxilados en el anillo B para dar la degradacién de Strecker no se cumple para
los antocianos ensayados. Puede verse en la tabla 7, que la malvidina, que tan solo posee
en el anillo B un grupo hidroxilo y los otros dos sustituyentes contiguos son dos grupos
metoxi, produjo cantidades de SA significativamente superiores a la delfinidina, que es
un antociano con estructura trihidroxilada en el anillo B. Posiblemente, esto se puede
deber a la particular estructura de los antocianos y a los cambios que sufren durante su
oxidacion. En el caso de la malvidina, se ha descrito que durante su oxidacion, se forman
componentes en los que aparece una estructura a-dicarbonilica en un nuevo ciclo contiguo
al anillo B (Figura 4) que podria explicar esa ligeramente mayor acumulacion de SA que

la observada en la delfinidina.

Isobutiradehido 2-metibutanal 3-metilbutanal Metional Fenilacetaldehido Aldehidos totales
(Mg L™ (Mg L™ (Mg LY (Mg L™ (Mg L™ (Mg L)

Cumarico 0,75 + 0,14F 1,85 + 0,19¢ 163 + 0,11F 4,08 + 0,137 3,07 + 0,05F 11,38 + 2,56°
Cafeico 2,36 = 0,20¢ 3,22 + 0,188¢ 495 + 0,74° 9,49 + 0,97°P 7,33 + 0,78 27,34 + 6,07°P
Catequina 1,71 + 0,11¢P¢ 3,60 + 1,378 3,25 + 0,17°F 8,03 + 0,09PF 7,56 + 0,07¢P 24,15 + 5,44PF
Epigalocatequina 6,45 + 0,76" 8,53 + 3,27A 10,27 + 0,817 19,04 + 2,087 1568 + 1,35 59,97 + 12,877
Malvidina 1,76 + 0,17¢PE 3,20 + 0,008¢ 3,77 + 0,00° 10,30 + 1,08¢ 1355 + 0,5178 3259 + 7,97°
Delfinidina 1,97 + 0,280 243 + 0,67° 2,96 + 0,56°F 8,74 + 0,37°P 6,57 + 2,33P 22,67 + 5,26
Quercetina 152 + 0,14 3,56 + 0,878 3,33 + 0,11P¢ 8,12 + 0,58PF 8,95 + 0,61° 2548 + 587PE
Miricetina 3,67 + 0,238 591 + 0,4078 8,64 + 0,228 15,44 + 0,408 13,15 + 1,208 46,81 + 10,348
Vino sintético 1,19 + 0,065 2,60 + 0,49 2,80 + 0,03F 6,38 + 0,29% 6,48 + 0,78 1945 + 4,45

Tabla 7: Concentracion de aldehidos de Strecker (ug L) acumulados en los dopados de
los distintos polifenoles y en el control sin suplementar, tras un mes de envejecimiento
oxidativo con un suministro inicial de oxigeno de 20 mg L. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre muestras (Fischer posthoc test, p < 0,05) tras el ANOVA
de un factor (factor muestra). Subrayados los polifenoles monohidroxilados, cursiva los
polifenoles dihidroxilados y negrita los polifenoles trihidroxilados.
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La concentracion de aminoécido remanente tras la oxidacion se da en la tabla 8.
Desafortunadamente, algunos de los datos mostraron una imprecision relativamente
elevada, probablemente asociada a la determinacion, lo que dificulta extraer
conclusiones. Sin embargo, puede concluirse que en la oxidacion se pierden cantidades
muy pequefias, practicamente nulas en el vino sintético y en las muestras con
epigalocatequina (excepto de leucina en este caso), y tan solo en las muestras conteniendo
acido cafeico, catequina y miricetina, se pierden cantidades mas relevantes, cercanas al
20%. Como puede verse en la tabla 8, no hay relacion alguna entre la cantidad de
aminoéacido degradado y la cantidad de aldehido formado, lo que es consistente con la
baja tasa de transformacion de aminoacido via degradacion de Strecker, pero sugiere,
ademas, que hay otras vias de degradacion de los aminoacidos activas. En estas vias de
degradacidn, cafeico, catequina y miricetina podrian actuar como pro-oxidantes.

Valina (UM) Isoleucina (LM) Leucina (uM) Metionina (uUM) Fenilalanina (LM)
Cumarico 75,61 = 1,66 80,09 + 2,20 84,10 £ 195 87,02 = 432 78,95 + 152
Cafeico 66,93 = 5,70 77,02 £ 0,02 7594 + 137 7749 £ 520 75,87 £ 0,95
Catequina 7300 *= 532 7412 £ 2,69 79,17 £ 0,49 81,84 = 3,01 71,14 + 0,81
Epigalocatequina 88,90 = 1,82 87,14 + 11,27 71,62 = 1,00 96,32 = 8,38 84,01 = 8,19
Malvidina 81,80 = 7,91 7891 + 843 84,21 + 954 83,63 = 4,78 77,90 £ 9,61
Delfinidina 79,45 £ 1454 78,20 + 13,24 80,71 %= 10,29 83,30 = 10,30 77,84 * 10,55
Quercetina 83,82 + 1261 86,66 + 14,76 77,16 + 10,34 92,88 + 14,84 81,68 = 9,92
Miricetina 69,37 * 5,56 74,71 = 3,37 72,25 = 0,17 78,98 * 1,48 72,88 £ 2,57
Vino sintético 85,13 + 5,38 86,70 + 1,65 84,78 + 5,37 92,31 + 1,80 8161 + 1,75

Tabla 8: Concentracién de los aminoacidos remanentes (UM) tras un mes de
envejecimiento oxidativo en las diferentes muestras. Todas las muestras contenian
inicialmente una concentracion 88 uM en cada uno de los aminoacidos.

Teniendo en cuenta que el consumo de oxigeno experimentado por las muestras fue
significativamente distinto entre si, resulta interesante evaluar la eficiencia de cada
polifenol para acumular los SA en terminos del oxigeno consumido, para lo que se calcula
la tasa de aldehido acumulado en funcion de la cantidad de oxigeno consumido. Dicha

tasa para el total de los SAs acumulados, se muestra en la tabla 9.

[Aldehido acumulado pug L™1]

[0, mg L 1] = Tasa de acumulaciéon
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Total Aldehidos de Strecker / Oz
(ug LY mg Lt Oy)

Cumarico 1,42 + 0,25F
Cafeico 3,55 + 0,35RBC
Catequina 2,82 + 0,63°P
Epigalocatequina 3,08 + 0,3078C
Malvidina 1,97 + 0,14
Delfinidina 1,15 + 0,18F
Quercetina 3,95 + 0,347
Miricetina 2,85 + 0,248CD
Vino sintético 3,87 = 0,978

Tabla 9: Tasas de eficiencia acumulativa de SA totales (ug L™/ mg L™ O2) en los dopados
de los distintos polifenoles y en el control sin suplementar. Las distintas letras indican
diferencias significativas entre muestras (Fischer posthoc test, p < 0,05) tras ANOVA de
un factor (factor muestra). Subrayados los polifenoles monohidroxilados, cursiva los
polifenoles dihidroxilados y negrita los polifenoles trihidroxilados.

De manera muy remarcable, la tabla 9 muestra que el vino sintético, junto con la
quercetina, seguida por el &cido cafeico, acumulan altas cantidades de SA por unidad de
O2 consumido. Estadisticamente, (ANOVA de un factor (factor muestra) y el analisis
estadistico de Fischer), las muestras que contenian delfinidina, &cido cumarico y
malvidinay, en mucha menor medida, las que contenian catequina y miricetina, acumulan
SA por unidad de O> consumido en cantidades significativamente inferiores a las
encontradas en el vino sintético. Esto es, se confirma que los antocianos y el &cido
cumarico, y en mucha menor medida catequina y miricetina, tienen un efecto protector
frente acumulacion de aldehidos de Strecker por unidad de Oz consumido. El caso de la
catequina es llamativo, ya que, en experimentos anteriores, incluyendo el primer
experimento de este capitulo, habiamos visto que es un inductor de la formacion de SAs,
sin embargo, en términos de eficiencia produce menos SA por unidad de oxigeno. En el
lado opuesto se situa la epigalocatequina, que tiene una alta tasa de acumulacién de SA'y
ademés consume Oz de manera avida, lo que explica que sea el polifenol con mayor

acumulacion de SA.
Los efectos inhibidores de los polifenoles estan relacionados tanto con su capacidad para

oxidarse produciendo intermedios de oxidacién no dicarbonilicos incapaces de dar la

degradacion de Strecker (34), por lo cual competirian con aquellas otras especies que si
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los forman, como por su capacidad para reaccionar con los SAs (35), por lo que aquellos
que fueran mas reactivos a este tipo de compuestos presentarian ratios de acumulacion
inferiores. Dado que no todos los polifenoles tienen la misma predisposicion para
acumular todos los aldehidos parece necesario estudiar mas en detalle qué ocurre en

presencia de cada polifenol en la acumulacion de cada aldehido.

Para ello se realizd un andlisis de componentes principales (PCA) con las tasas de
eficiencia obtenidas para cada aldehido en las diferentes muestras (figura 9). En la grafica
puede apreciarse que delfinidina, acido cumarico y malvidina, se encuentran separadas
del resto; siendo estas tres muestras las menos eficientes en la acumulacion de los SA. Y
dado que las variables usadas, tasas de eficiencia de acumulacién de los distintos
aldehidos, se encuentran todas muy cercanas entre si en el grafico (fig. 9), sugiere que en
la acumulacion de los aldehidos existe un patrén familia-estructura similar para todos
ellos. Las mayores diferencias se encontraron entre las tasas de acumulacion de isobutanal
y la de fenilacetaldehido. Epigalocatecina y &acido cafeico tienden a acumular mas
isobutanal y menos fenilacetaldehido, mientras que la quercetina, y en menor medida la

malvidina, se comportan de manera opuesta.
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Figura 9: Proyeccion de las muestras y variables en un plano de dos dimensiones del
PCA llevado a cabo con la matriz de datos que contiene las tasas de SA acumulados segun
el oxigeno consumido durante el mes de envejecimiento oxidativo. Se presentan en color
amarillo aquellos a los que les fue adicionado el polifenol monohidroxilado, en rojo
dihidroxilado y en azul los trihidroxilados. Y con distintas formas de marcador los &cidos

fendlicos (A), los flavonoles (m), los antocianos () y los flavanoles (e).
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En cualquier caso, el gréfico ilustra la mayor capacidad de los antocianos y el acido
cumérico de no producir SA durante la oxidacion. Dado que los antocianos llevan
asociadas alta capacidad para consumir oxigeno, podrian ser definidos como polifenoles
sacrificiales, a diferencia de lo que se observa en las familias de flavanoles y flavonoles.
Estos grupos de polifenoles experimentan una mayor acumulacion de aldehido aun sin
haber consumido mayor cantidad de oxigeno que los antocianos (tabla 5). De ambas
familias se experiment6 con polifenoles cuya estructura del anillo B poseia dos o tres
grupos hidroxilo. Como puede verse en la gréfica, los compuestos dihidroxilados estan
en el cuadrante superior derecho, con la excepcion del acido cafeico, y los compuestos
trihidroxilados estdn en el cuadrante inferior derecho, lo que sugiere que la
trihidroxilacion podria favorecer la formacion de isobutanal, mientras que la

dihidroxilacién, la de fenilacetaldehido.

Esto se aprecia mejor en la figura 10, donde puede verse que el efecto sobre el perfil de
aldehidos es relativamente pequefio y que las diferencias entre di y trihidroxilados son
pocas, siendo mas relevantes los efectos de los polifenoles individuales. La quercetina es
la que muestra tasas maximas excepto para isobutanal, mientras que la epigalocatequina

la presenta maxima para este aldehido.
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Figura 10: Representacion grafica de las tasas de SA acumulados segun el oxigeno
consumido (aldehido pg LY/ O mg L) durante el mes de envejecimiento oxidativo en
los distintos dopados. Las distintas letras indican diferencias significativas entre muestras
(Fischer posthoc test, p < 0,05) tras ANOVA de un factor (factor muestra). Coloreados
segun el numero de grupos hidroxilo presentes en el anillo B: monohidroxilados
(amarillo), dihidroxilados (rojo) y trihidroxilados (azul).
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4. CONCLUSIONES

En reconstituidos de FFAs, la suplementacion de catequina, flavanol mayoritario, ha
resultado ser promotora de un incremento de los niveles totales de aldehidos de Strecker
en el vino y la ralentizacion de la velocidad de consumo de oxigeno. Al contrario de lo
desencadenado por la delfinidina-3-O-glucosido, un antociano trihidroxilado, que fue

responsable de la menor produccion de aldehidos y una aceleracion de la OCR.

La oxidacion controlada durante 1 mes de vinos sintéticos igualmente estandarizados en
composicion metalica y de aminoécidos de Strecker pero dopados con polifenoles
individualmente ha permitido evaluar la distinta capacidad para consumir oxigeno,

acumular acetaldehido y SA, dependiendo de la estructura y familia de los mismos.

Los 2 antocianos y los 2 flavanoles se consumieron totalmente, sin embargo, los 2 &cidos
fenolicos apenas se consumieron en el mes de oxidacion, aun consumiendo alrededor de
8mg/L de O.. Los fenoles trihidroxilados consumieron todo el Oz (20 mg/L). Teniendo
en cuenta esto y la acumulacion de acetaldehido se ha podido proponer la estequiometria
de oxidacion de cada fenol.

En el caso de las OCR, tanto la familia del polifenol como el grado de hidroxilacién del
anillo B posee un gran poder modulador. Los polifenoles no pertenecientes a la familia
de los antocianos o que no poseen tres grupos hidroxilo en su anillo B son capaces de
ralentizar la velocidad inicial de consumo de oxigeno existente en el control sin

polifenoles.

La familia de polifenol no influye ni en la cantidad de acetaldehido acumulado ni en la
tasa de acumulacion segin el Oz consumido, pero la estructura del polifenol influye
significativamente en ambos parametros.

La cantidad de acetaldehido acumulado ha sido entre el 21 y 77% del esperado segun la
estequiometria 1:1 con respecto al O2 consumido. Segun esto se lanza la hipotesis de la
diferente capacidad de los polifenoles para reaccionar con el radical 1-HER vy evitar la

formacion de acetaldehido. Catequina y quercitina serian los de menor capacidad de
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reaccion y la epigalocatequina y la delfinidina (los dos trihidroxilados) los de mayor

capacidad para captar el radical 1-HER.

La familia quimica de los polifenoles no es determinante en la acumulacion absoluta de
los SA. Sin embargo, si que lo es para las tasas de acumulacion de aldehido por unidad
de oxigeno consumido, para el 2MB, 3MB, metional y la suma total de SA. El grado de
hidroxilacién en el anillo B tiene mucho mas efecto sobre la acumulacién de los SA y las
tasas de acumulacion, siendo significativo en todos los casos.

Las muestras con epigalocatequina son significativamente las mas acumuladores. Sin
embargo, las muestras con acido cumarico acumularon menos SA que el vino sintético,
por lo que parece tener un efecto inhibidor sobre la degradacion de Strecker de los
aminoéacidos, sin oxidarse en absoluto, aumentando el consumo de O, y disminuyendo la
OCR con respecto al control, por lo que debe actuar como pro-oxidante de alguna especie.
El vino sintético, junto con la quercetina, seguida por el &cido cafeico, acumulan altas
cantidades de SA por unidad de O> consumido. Los antocianos y el &cido cumarico, sobre
todo, tienen un efecto protector frente la acumulacion de SA por unidad de Oa.

En la familia de los acidos fenolicos se ha comprobado la menor eficiencia de los
polifenoles monohidroxilados en el anillo B para dar la degradacion de Strecker, pero
esto no se cumple en los antocianos ensayados, siendo estos Ultimos capaces de
reestructurarse durante la oxidacion rindiendo formas dicarbonilicas ain con un solo
grupo hidroxilo. Al mismo tiempo, estos polifenoles (antocianos) han demostrado poseer
un efecto inhibidor para la formacion de SA relacionado con su capacidad para oxidarse
produciendo intermedios de oxidacién no dicarbonilicos incapaces de desarrollar la
degradacion de Strecker, actuando como antioxidantes sacrificiales.

Por ultimo, en la tasa de acumulacion de los SA existe un patron familia-estructura similar
para todos ellos. Las mayores diferencias se encontraron entre las tasas de acumulacion
de isobutanal y la de fenilacetaldehido. Epigalocatequina y &cido cafeico tienden a
acumular mas isobutanal y menos fenilacetaldehido, mientras que la quercetina se

comporta de manera opuesta.

Este trabajo aporta un nuevo enfoque acerca del papel del perfil polifendlico en el vino 'y
abre la posibilidad de desarrollar técnicas de fortificacion con perfiles polifenolicos
determinados consiguiendo retrasar la aparicion de estos aromas oxidativos y potenciar

asi la longevidad de los vinos.
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REACTIVIDAD DE LOS MERCAPTANOS POLIFUNCIONALES
EN VINO

1. INTRODUCCION

Los mercaptanos polifuncionales (MPFs), como todos los mercaptanos, tienen una
importante reactividad quimica marcada por su oxidabilidad y por su nucleofilia. Debido
a su oxidabilidad, en el vino pueden encontrarse reducidos en su forma libre o en su forma
oxidada, formando disulfuros (1). Los disulfuros pueden volver a su forma odorante por
reacciones de reduccion espontaneas o inducidas. En cuanto a su nucleofilia, existen
maultiples estudios (2,3) que describen la reaccion de los MPFs con los polifenoles,
particularmente con sus quinonas mediante la reaccion denominada “adicion de
Michael”, en la que el grupo mercapto ataca las posiciones con déficit de carga en los
carbonos que soportan los carbonilos, o en las posiciones con més déficit de carga segln
las estructuras resonantes de la molécula. Los productos de adicion formados ya no
pueden revertir los mercaptanos (4). También se ha investigado en vinos modelo la
reactividad de los MPF frente a distintos antioxidantes como el &cido ascarbico, el

dioxido de azufre, el floroglucinol y el glutation (5).

A lo largo de este proyecto, hemos podido comprobar que los reconstituidos de las
fracciones fenolicas aromaticas (FFAS), incluso en ausencia total de oxigeno, son capaces
de hacer desaparecer a los mercaptanos de forma irreversible. Dada la composicion de las
FFAs, los componentes responsables de dicha desaparicion han de ser presumiblemente
algunos polifenoles o derivados suyos, que reaccionan con los mercaptanos
polifuncionales. Dado que los polifenoles son una amplia familia de compuestos con
diversas estructuras, su reactividad frente a los MPF ha de ser dependiente de la familia
y, posiblemente, de la estructura especifica del polifenol. De hecho, en el capitulo 3, en
el experimento de las 15 FFAs pudimos comprobar que en las muestras oxidadas la
permanencia de la 4AMMP en su forma libre estaba negativamente correlacionada con el
contenido en taninos pigmentados. Y en anoxia lo estaba con el stickiness o actividad
tanica. Lo que indicaria que la fraccion fendlica presente en los vinos podria tener un

papel diferencial en la permanencia de los MPF a lo largo de su envejecimiento.

No obstante, los resultados obtenidos en los capitulos anteriores podrian venir afectados

por la sorprendente reactividad de base encontrada en las FFAs de uvas, que como se vio,
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es en parte inducida por el procesado de la muestra. Con todo ello, parece necesario
evaluar si: 1) dicha reactividad, y la aparente diferencia entre variedades, se mantiene con
FFAs obtenidas al abrigo del aire; 2) si también es observada en vinos y, 3) es posible
hacer una primera aproximacion via HPLC-QTOF-MS para averiguar la naturaleza de los
componentes que estan reaccionando con los MPFs. Por ello, en el presente capitulo se
han abordado estos tres objetivos mediante 3 ensayos independientes:

a) Confirmacion de la reactividad hacia los MPFs y de la influencia varietal
en reconstituidos de dos FFAs de mistela de Garnachay Tempranillo preparadas al abrigo
del aire.

b) Evaluacion de la reactividad de los MPFs en distintos vinos en anoxia.

C) Elucidacion de estructuras resultantes de la reaccion de los MPFs en vino.

2. MATERIAL Y METODOS
Acido L(+)-tartarico (99%), glicerol (99,5%), 4-mercapto-4-metil-2pentanona (4MMP)
PG al 1 % y acetato de 3-mercaptohexilo (MHA) fueron suministrados por Oxford
Chemicals (Hartlepool, Reino Unido). 3-mercaptohexanol (3MH) provenia de Lancaster
(Estrasburgo, Francia), al igual que 4-mercapto-4-metil-2pentanona-d10 (4AMMP-d10), 3-
mercaptohexilacetato-d5 (MHA-d5) y 3-mercaptohexanol-d5 (3MH-d5). El formato de
amonio de grado HPLC y pureza >99% fue adquirido a Fluka. La L-cisteina
hidroclorhidrica anhidra (99%) y el glutation reducido (GSH-) (>98%) fueron
suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). EI H.S fue adquirido a través de
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU. La (-)-epicatequina (pureza> 90 %), la catequina
de 98% de pureza y la delfinidina de >99% se adquirieron también a través de Sigma-
Aldrich (St Louis, MO). Cloruro de hierro (I1) tetrahidratado (>99,9%), cloruro de cobre
() (99,9%) y cloruro de manganeso (Il1) tetrahidratado (>99,9%) de Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemania). La tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) al 95% se adquirié de
Thermo-Scientific (Madrid, Espafa). Ebselen (2-fenil-1,2-bencisoselenazol-3(2H)-ona)
con una pureza del 98% y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) del 98,5% de pureza
fueron suministrados por Sigma-Aldrich al igual que el metanol de grado LC-MS
utilizado para la preparacion de las fases moviles y el acido formico de grado LC-MS que
se utilizé como el aditivo de la fase mavil. El diclorometano calidad LC-MS y el etanol
también fueron adquiridos de Merk (Darmstadt, Alemania). Agua con resistividad

eléctrica de 18,2 MQ-cm a 25 °C fue purificada en un sistema Milli-Q de Millipore
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(Bedford, Alemania).

2.1 Fraccion polifenolica aromatica (FFA)
En el primer ensayo fueron utilizadas 2 FFAs, las cuales fueron extraidas de mistelas
procedentes de 2 variedades de uva tinta: Tempranillo y Garnacha; vendimiadas con
diferente grado de madurez. Estas FFAs fueron seleccionadas por ser diferentes en cuanto
a su caracterizacion fendlica, recogida en la tabla S2 del capitulo 4.
FFAL: PRE-BRB-T: Un Tempranillo de la Rioja vendimiado muy verde.
FFA2: POS-BRB-G: Una Garnacha de la Rioja vendimiada en avanzado estado de
madurez.
El proceso de obtencion de las mistelas (bebida alcohdlica procedente de la uva sin
fermentar) fue descrito en el capitulo 1.
Las fracciones etandlicas de FFAs fueron obtenidas mediante el paso de mistelas
desalcoholizadas a través de cartuchos C18 siguiendo el protocolo descrito por Alegre y
col (6). Estas FFAs estan exentas de sulfuroso, metales, aminoacidos, acetaldehido y
aldehidos de Strecker. Todo el protocolo de extraccion fue llevado a cabo en el interior

de una camara de anoxia.

2.2 Preparacion de reconstituido de FFAs y tratamiento

La composicion base para la reconstitucion de las FFAs seleccionada fue: dilucion en
agua Milli Q de 13,3% (v/v) FFA, la cual proporcionaba ese mismo contenido etanélico,
5 g L glicerol, 5 g L™ 4cido tartarico con 5 mg Lt de Fe (1) a partir de la adicion de
FeClz-4 H,0 y 0,2 mg Lt Mn (1) a partir de la adicion de MnClz-4 H2O. También fue
suplementada con 10 mg L™ de cisteina (cys). Se ajusto el pH a 3,5, se borboted con
corriente de nitrogeno durante 30 minutos y se introdujo en la camara de anoxia. Dentro
de la misma, se afiadié 0,2 mg L™ de Cu (1) a partir de la adicion de CuCly 10 mg L de
GSH-. Las muestras fueron finalmente suplementadas con 200 pugL™ de H2S. Todas las
disoluciones utilizadas en la reconstitucion de las FFAs habian sido previamente
borboteadas con nitrégeno e incubadas en anoxia durante 72 horas antes de su uso,
minimizando de ese modo el oxigeno residual disuelto. Todo el proceso de reconstitucion
fue llevado a cabo dentro de la cAmara de anoxia.

A continuacion, se dejan las muestras incubando durante 10 dias en la camara de anoxia.
Tras ese periodo de incubacion se afiade dentro de camara a cada FFA reconstituida 100
ug L de cada MPF: 4AMMP, MHA y 3MH.
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Cada FFA reconstituida y dopada con los MPF se separa en:

- Control anoxico: se dejaran dos viales dentro de cémara. Estos seran
analizados en el ultimo punto de monitorizacion solo para determinar los
MPFs libres.

- Oxidacion: La muestra se reparte en viales de vidrio de 12 mL con un aporte
de 50mg L* de O siguiendo el protocolo de Marrufo y col., 2018 (7). Seréan
incubados a 25 °C con agitacion suave 90 rpm hasta su analisis. Los puntos de
monitorizacién (analisis de MPFs libres) fueron: 3; 22; 28; 72 y 166 horas
desde la incorporacion de los MPFs. A estas muestras se les analizard también

la concentracion de MPFs totales en el ultimo punto del ensayo (166h).

2.3 Dopado y tratamiento de muestras de vinos

Para la experiencia de la “reactividad de los MPF en distintos vinos en anoxia” se

utilizaron un vino blanco de variedad Macabeo, dos rosados, uno de variedad Tempranillo
y otro de variedad de Garnacha y dos tintos, uno de variedad Tempranillo y otro de
variedad Garnacha. A su vez, los vinos tintos fueron sometidos a un tratamiento de
envejecimiento acelerado durante 3 semanas en anoxia a 50 °C siguiendo el protocolo de
Velay col. (2017) (8). Del vino tinto de Garnacha se obtuvo su fraccion fendlica, a partir
de aqui denominada FFA, mediante el protocolo anteriormente descrito. Dando lugar asi
a 8 muestras recogidas en la tabla 1. Todas las botellas que contenian las muestras fueron
abiertas y mantenidas durante dos semanas antes del experiemnto dentro de la cAmara.
Solo la desalcoholizacion para la obtencion de la FFA fue llevada a cabo fuera de camara.

Se midid el potencial redox de las muestras justo antes de ser dopadas con los MPF.

A las muestras se les adicionaron 100 pg L™ de 4AMMP y 100 pg L™ de 3MH. Una vez
dopados, dentro de camara, las muestras fueron introducidas en viales de 13mL sin
espacio de cabeza y envasados al vacio mediante doble embolsado con carbén activo
entre ambas bolsas. Este proceso se llevo a cabo por duplicado. Posteriormente se sacaron
de camaray se incubaron a 35 °C durante 2 semanas y 4 semanas.

Transcurrido ese tiempo fueron analizados los mercaptanos polifuncionales remanentes,
la actividad tanica y la concentracion de taninos totales y pigmentados. Estos tres tltimos

parametros solo pudieron ser medidos en las muestras de vinos tintos.
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Cadigo Vino Variedad Envejecimiento

VB Blanco Macabeo
VR_Temp Rosado  Tempranillo
VR_Gar Rosado Garnacha

VT_Temp_Jov Tinto Tempranillo
VT _Temp_Viej Tinto Tempranillo  Anoxia, 50 °C, 3 sem.

VT _Gar_Jov Tinto Garnacha
VT_Gar_Viej Tinto Garnacha  Anoxia, 50 °C, 3 sem.
FFA FFA de Garnacha

vino

Tabla 1: Vinos utilizados en el experimento de la reactividad en anoxia de los MPFs en

dicha matriz.

El vino joven de Garnacha fue utilizado también en el estudio de “elucidacion de

estructuras resultantes de la reaccién de los MPFs en vino”. La botella, sin abrir, se

introdujo en la camara de anoxia, dentro de la cual fue abierta y mantenida en anoxia
durante 14 dias. Transcurridos los cuales se divide en dos alicuotas. Una de ellas se dopa
con 500 pg L de 4AMMP y 500 pg L de 3MH y la otra queda como control. El vino
dopado y el control a su vez son divididos en 5 alicuotas. Se envasaron en viales de 13mL
sellados térmicamente sin espacio de cabeza. A continuacidn, en anoxia, se lleva a cabo
un doble embolsado con carbén activo y un scavenger de oxigeno.

Por altimo, el vino tinto dopado y control sin dopar fueron sometidos a un tratamiento de
envejecimiento durante 30 dias a 35 °C en anoxia. Al finalizar el tratamiento fueron dos
de cada cinco muestras del dopado y del control analizadas para conocer la concentracién
remanente de MPF. Y todas ellas fueron sometidas a analisis no dirigido basado en LC-
MS

2.4 Aporte de oxigeno
El oxigeno se incorpor6 saturando la FFA reconstituida con aire y disponiéndola en viales
de aproximadamente 13mL con espacio de cabeza. Este debia tener un volumen de aire
(21% de oxigeno) para contener la cantidad deseada de O: siguiendo el protocolo
desarrollado por Marrufo et al. (7), en este caso 50 mg L. EI consumo del oxigeno
aportado serd monitorizado a través de la medicion del Oz disuelto en las muestras a lo

largo del tiempo, mediante el uso de sensores NomaSens Pst3.

2.5 Determinaciones analiticas
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2.5.1 Meétodo de analisis de MPF por LC-MS

La determinacion de los MPFs libres por LC-MS con derivatizacion previa con Ebselen
se basé en la metodologia de Vichi y col., (2014) (9) con ciertas modificaciones.
Brevemente, 10 mL de muestra fueron dopados con 20 pL de disolucion de estandares
internos deuterados (3MH-d5 a 0,7 pg L, MHA-d5 a 0,2 pg L™y con 0,1 pg L de
4MMP-d10) e introducidos en un tubo Falcon de 50mL de capacidad. A continuacion,
dentro de la cAmara de anoxia, se afiade a cada Falcon 200 uL de una disolucion de 30 g
L' de EDTA y 3mL de disolucion derivatizante (0,1 mM de Ebselen en DCM).
Posteriormente sera agitada durante un minuto antes de su retirada de la cAmara de anoxia.
Una vez fuera, se procede a la centrifugacion de la muestra durante 15 minutos a 4500
rpm, de lo que se recupera 1mL de fase organica introduciéndolo en un tubo Eppendorf
y se procede a su secado mediante la exposicion a corriente de N.. Una vez seco, se
redisuelve con 0,1mL de metanol calidad LC-MS vy se filtra mediante su paso por un filtro
de teflon de 0,22um a un vial de 2mL con inserto.

El analisis del extracto se lleva a cabo mediante el uso del LC-QqQ (Bruker EVOQ). La
columna utilizada es una Bruker Intensity 2C18 de 100x2.1 mm y 2um de tamafio de
particula. La temperatura del horno de columna es 40 °C. Las fases moviles utilizadas
son: A agua MilliQ y B MeOH, ambas con 10 mM de formiato de amonio. De cada
muestra se inyectan 7 uL. Con una duracién del programa de analisis de 17 min, siendo
el flujo utilizado de 0.5 mL/min y el programa de gradiente de las fases mdviles usado
fue el siguiente: 0 min 60%B; 2 min 60%B; 10 min 78%B; 10.1 100%B; 15.1 100%B;
15.2 60%B; 17 min 60%B. Las condiciones de la fuente son las siguientes: en modo
positivo el spray es ajustado con un voltaje de 4500 V y 100 pA. La presion de cono y de
la sonda son 25 PSI y en en el nebulizador de 60 PSI. El voltaje del spray en modo
negativo es de 4000 V y 100 pA. La temperatura del cono seleccionada es de 250°C y la
de la sonda de 450°C. Con el gas de escape encendido. Las m/z y condiciones utilizadas
en el detector para el anélisis de los MPF en modo de monitorizacion de reacciones

multiples (MRM) se recogen en la tabla 2.

. Mz  Resolucion MZ  Resolucion Cnerdid
Compuesto  Tr (min) o1 03 colision
Q1 Q3 (eV)
418 1 276 1 15
4AMMP-d5 4,88
416 1 274 1 15
4MMP 4,96 408 1 276 1 15
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406 1 274 1 15

415 1 276 1 15

3MH-d5 548 413 1 274 1 15

410 1 276 1 15

3MH 553 408 1 274 1 15

457 1 276 1 15

MHA-d5 831 455 1 274 1 15
452 1 27 1 1

MHA 8,36 ° 6 >

450 1 274 1 15

Tabla 2: Condiciones de MRM en el MS en modo de ionizacion positivo para los MPFs.

Las concentraciones de MPFs libres se obtuvieron por factor de respuesta a través de la
derivatizacion de muestras de concentracion conocida. Los MPFs totales son la suma de
las formas libres y los que forman disulfuros consigo mismos o con otros mercaptanos.
Para la determinacion de esta fraccion total, se afiade TCEP a la muestra en la cdmara de
anoxia en una concentracion de 1mM antes del analisis para reducir los disulfuros a su
forma libre (10,11).

2.5.2 Meétodo de analisis de la actividad tanica
Se realizo el estudio de adherencia de los taninos a una columna HPLC en fase reversa
con un programa de distintas temperaturas 30, 35, 40 y 45 °C descrito por Revelette et al.
(12), en el cual segin aumenta la temperatura se van desprendiendo los taninos de la
columna. Cuanta mas adherencia poseen los taninos, mayor es la astringencia que
provocan y por lo tanto la actividad tanica. Los analisis se llevaron a cabo con un sistema
de cromatografia liquida de ultra alta presion (Shimadzu Nexera, Kioto, Japon) acoplado
a un detector de matriz de fotodiodos - SPD-M30A de Shimadzu (Kioto, Japon). Se opero
con el software Labsolutions, utilizando una columna PLRP-S 100 A 3 pm, 2,1 x 50 mm
(Agilent) protegida con una precolumna PLRP-S 100 A 3 u x 5 mm (Agilent). La
actividad de los taninos, también llamada pegajosidad, calculada como la entalpia
especifica de interaccion entre los taninos y una superficie hidrofoba (columna HPLC de
poliestireno divinilbenceno), segun lo propuesto por Revelette et al. (12) fue cuantificado.
También se determind la concentracion de taninos totales y taninos pigmentados y se

informo en equivalentes de concentracion de (-)-epicatequina.

2.5.3 Medicién de potencial redox

El potencial redox fue analizado segun lo indicado en la seccion 2.6.6 del capitulo 1.
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2.5.4 Analisis por UPLC-QTOF-MS

El analisis no dirigido basado en LC-MS se llevo a cabo de acuerdo al protocolo elaborado
por Arapitsas y col. 2018, (13) con algunas modificaciones. Para ello se prepard una
mezcla conteniendo todas las muestras en la misma proporcion. Dicha mezcla se
denomino control de calidad (QC) y fue tratada y analizada de igual modo que el resto de
las muestras. 1mL de cada una de las muestras se diluyé con 1 mL de agua MilliQ en el
interior de la camara de anoxia y posteriormente fueron filtrados por un filtro de PVDF
de 0,2micras. Al inicio de la cola de muestreo se coloc6 un vial con metanol usado como
blanco, seguido de 5 QCs y de las muestras aleatorizadas. Se utiliz6 para el analisis un
UHPLC Elute acoplado a un TIMS-QTOF MS de Bruker Daltonics (Billerica, USA). De
cada muestra fueron inyectados 10 pL. La columna usada fue una acquity UPLC HSS T3
(100x 2,1mm x 1,8um) de Waters (Mildford, USA) mantenida a 40 °C. El solvente A fue
agua Milli Q y el B metanol, ambas fases moviles contenian un 0,1% de acido férmico
de calidad HPLC-MS. El tiempo total de analisis fue de 28 minutos con un flujo de
0,28mL mint. El programa de gradiente de elucion usado fue (% de A): durante el primer
minuto 100%; durante los minutos 1 al 3 desciende del 100 al 90%; entre el minuto 3-18
se reduce de 90 al 60%; del minuto 18 al 21 pasa del 60% al 0%; manteniéndose el 0%
durante los minutos 21-25,5; en el minuto 25,5-25,6 retorna del 0 al 100% y se mantiene
este porcentaje del 25,6-28.

Las muestras fueron analizadas en modo ion positivo y negativo, 4500 y 3000 V de voltaje
capilar respectivamente. El flujo de gas de secado se ajust6 a 8L min™ a una temperatura
de 200 °C, el nebulizador se fij6 a 4 bares y el rango de masas se coloco6 entre 50-1300
m/z para los detectores MS y el MS/MS. Los ciclos de adquisicion se iniciaron con alta
resolucion de MS y con refragmentacion con una energia de colision de 30eV en todos
los casos. De los iones con mayores intensidades se obtuvieron también sus espectros
MS/MS (14).

2.6 Tratamiento de datos MetaboScape
El tratamiento de los resultados del anélisis se llevo a cabo mediante el uso del software
de Bruker MetaboScape (v7.01). La alineacion fue llevada a cabo por el programa de
modo predeterminado, la seleccion de picos se realizé con un umbral de intensidad

minimo de 1000. En primer lugar, se construyé un PCA con todas las muestras, incluidos
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los controles de calidad para verificar su adecuada agrupacion. A continuacion, se llevo

a cabo el analisis ANOVA unidireccional del conjunto de datos, excluyendo en este caso

los QCs. El conjunto de datos obtenido de cada compuesto detectado sera denominado

bucket. Aquellos buckets que aparecieron con diferencia significativa (valor p<0,05 en

test t y valor Fold Change (FC)>2) entre la muestra dopada con MPFs y el vino no

dopado, fueron seleccionados. Se llevo a cabo la identificacion de aquellos compuestos

que aparecian en mayor concentracién en la muestra dopada respecto al control no

dopado, los cuales fueron marcados. Este proceso de etiquetado e identificacion se realizo

en modo positivo y modo negativo.

Tratamientos de datos para buckets marcados:

SmartFormula: Se utilizo esta herramienta para conocer tentativamente la formula
molecular mas probable de estos compuestos, asumiendo que son combinaciones
de C, H, O, Ny S (CHONS). Las férmulas obtenidas se introdujeron en las bases
de datos Chemspider y PubChem con el fin de obtener posibles candidatos. A
continuacion, para conocer cuéles serian tentativamente los compuestos con los
que habrian reaccionado los MPFs, a las formulas anteriores propuestas y
correspondientes a compuestos  presentes con una  concentracion
significativamente superior en los dopados, se les restaron los &tomos
correspondientes a las formulas 3MH, 4AMMP, 2x 3MH y 2x 4AMMP, teniendo en
cuenta la pérdida de hidrogenos que supondria la formacion de enlaces con otros
compuestos. De este modo, las formulas a restar fueron:

»  3MH: Ce¢H120S

= 4AMMP: CeH100S

= 2X 3MH: C12H240,S;

= 2X 4AMMP: C12H2002S:
Las nuevas formulas obtenidas se introdujeron de nuevo en Chemspider y

PubChem con el fin de obtener posibles candidatos.

Blusqueda en bases de datos de iones de m/z putativamente derivados de la
pérdida de un MPF: Para conocer los compuestos que habrian reaccionado con
los MPFs, en el conjunto de buckets marcados tanto en modo positivo como en

modo negativo, a cada una de sus m/z se les resto la m/z correspondiente a una o
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dos moléculas de 3MH o 4MMP unidos. Esta nueva m/z recalculada y que
corresponderia a la molécula con la que el mercaptano habia reaccionado, fue
buscada entre las m/z obtenidas. Caso de estar presente, se empleé la herramienta
SmartFormula para obtener una formula molecular posible, que se introdujo,
como anteriormente en PubChem con el fin de obtener una lista de posibles
compuestos. Caso de no estar presente, al no poder emplearse el SmartFormula,
se introdujo en la base de datos HMDB, a fin de completar la lista de compuestos
que tentativamente habrian reaccionado con los MPF.
En el modo negativo se uso:
- 3MH (m/z): 133,069259
- 4MMP (m/z): 131,053609
En el modo positivo se uso:
- 3MH (m/z): 135,083812
- 4MMP (m/z): 133,068161

2.7 Tratamiento de datos y analisis estadistico
Tanto el envejecimiento oxidativo como el anoxico fueron llevados a cabo por duplicado
en los ensayos I y II. En la experiencia de la “elucidacion de estructuras resultantes de la

reaccion de los MPFs en vino” se utilizaron 5 réplicas.

El analisis de los parametros medidos tras el envejecimiento andxico de los distintos vinos
se hizo mediante ANOVAs de tres factores con interaccion (XLSTAT, Addinsoft, version
2015) y a través del analisis de los componentes principales (PCA) para evaluar el efecto
del tipo de vino, la variedad y el proceso de envejecimiento en la desaparicion de los
MPFs. Los estudios de correlacion se llevaron a cabo con Excel 2020 (Microsoft,
Washington, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Con el objetivo de estudiar los parametros que afectan a la permanencia de los MPFs en
los vinos y elucidar qué compuestos presentes en los mismos son los mas reactivos frente
a esta familia de tioles, se llevaron a cabo durante este trabajo 3 ensayos cuyos resultados

seran presentados a continuacion.
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3.1 Ensayo I: Confirmacion de la reactividad hacia los MPFs de reconstituidos de
FFAs de Garnacha y Tempranillo preparadas al abrigo del aire y sometidos a

condiciones oxidativas

Este ensayo tuvo como objetivo evaluar la pérdida de MPFs durante la primera semana
de envejecimiento oxidativo de dos reconstituidos de FFA conteniendo perfiles
polifendlicos diferentes (Garnacha y Tempranillo) y preparados al abrigo del aire, con el

fin de confirmar las observaciones realizadas en el capitulo anterior.

Cada uno de los viales que contenian las muestras poseian el espacio de cabeza necesario
para aportar de una sola vez 50 mg L de oxigeno a los reconstituidos. EI primer analisis
se realizo tras tres horas de incubacion, con consumos de oxigeno de tan solo 0-1 mg/L
(ver figura 1). En él se observo un claro descenso de la concentracion de las formas libres
de 4AMMP y 3MH, que fueron un 30% y 65 % inferiores, respectivamente, a las 100 ppb
inicialmente afadidas, sin observarse diferencias significativas entre las dos variedades.
Sin embargo, el MHA permanecié en su totalidad en la forma libre y no se observo

disminucidn alguna de su concentracion en este punto.

Ninguna de las dos variedades fue capaz en una semana de consumir por completo el
oxigeno suministrado, si bien consumieron cantidades considerables y no
significativamente diferentes. El reconstituido de la variedad Tempranillo llegé a
consumir 20,38+2,05 mg L de O, y el de Garnacha 21,11+0,30 mg L™ de O,. A pesar
de haber consumido cantidades similares de oxigeno, la desaparicién del 3MH libre fue
significativamente mayor al final del envejecimiento oxidativo en los reconstituidos de la
variedad Tempranillo (figura 1). En el reconstituido de Garnacha quedaron 25,60+2,87
ug L de 3MH libre mientras que en el Tempranillo solo quedaron 16,95+2,55 ug L.
Este resultado pareceria confirmar la mayor reactividad del Tempranillo hacia los MPFs
observada en el capitulo 3, sin embargo y como se vera en la figura 2, las diferencias no
estan tan claras cuando se tiene en cuenta el componente presente en forma de disulfuros.
Ademas, en este ensayo no se observan diferencias significativas entre variedades en las
concentraciones remanentes de 4AMMP y MHA (figura 1); alcanzando niveles libres

promedio de 46,56+2,25 pg L™ y 30,61+1,67 pg L2, respectivamente.
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Figura 1: Concentracion (ug L) de MPF (4AMMP(e), MHA(A )y 3MH(m)) en su forma
libre en funcién del oxigeno consumido (mg L) en cada muestra. Aparece la variedad
Tempranillo (T) coloreada de azul y la Garnacha (G) de naranja.

Al finalizar el periodo de envejecimiento oxidativo de una semana, se realizo un analisis
mas completo, incluyéndose el analisis de formas libres remanentes en el control que
habia permanecido en anoxia durante esa semana y, para las muestras sometida a
oxidacion, se determinaron también las formas totales. Los resultados se muestran en
forma de barras apiladas en la Figura 2.

Puede en primer lugar observarse que, en anoxia (figura 2a), a pesar de haber evitado el
contacto con el aire y a pesar del periodo de reposo, sigue habiendo una reactividad
notable hacia el 3MH en su forma libre, ya que se pierden entre 56 (44 pg/L remanentes
en garnacha) y 70 pg L? (30 pg/L remanentes en tempranillo) de los 100 pg L*
inicialmente presentes, siendo méxima la pérdida en el Tempranillo. También hay un
descenso relevante (de 29 pg/L) en la concentracion de 4MMP que en este caso es
independiente de la variedad. Finalmente, hay un descenso significativamente ligado a la
variedad, pero de muy baja magnitud, en el MHA. En concreto, la cantidad remanente de
MHA en Tempranillo fue de 96,60+0,83 pg L, mientras que en la Garnacha se
encontraron 88,82+2,07 ug L. Estos pequefios descensos han de ser resultado tanto de
la reactividad, que debe ser pequefia, como de la hidrélisis del acetato. No pudiendo
descartar ninguna de las dos posibilidades, debe hacerse notar que el mayor descenso de
MHA de la Garnacha, si fuera atribuible a hidrolisis, explicaria en parte el mayor

contenido remanente de 3MH libre medidos en esta variedad. Por tanto, y desde el punto
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de vista exclusivamente del contenido en formas libres, hay una reactividad evidente en
anoxia, pero con una influencia varietal muy poco evidente.

Si nos vamos a las péerdidas de componentes observadas en oxidacion (figura 2b), puede
observarse que para el 3MH, en la Garnacha quedaron 36 ug/L (26 libres y 10 como
disulfuros) por 32 ug/L (17 libres y 15 como disulfuros) para el Tempranillo. Si tenemos
en cuenta el contenido remanente de MHA, ya que parte del mismo se habr hidrolizado
a 3MH, en la Garnacha quedan 40 (32 libres por 8 como disulfuros) y en el tempranillo
29 (todos en forma libre). Por tanto, en el computo global parece confirmarse que, en
oxidacion, la Garnacha tiende a consumir menos 3MH + MHA que el Tempranillo, ya
que quedan 76+7,2 pug L™ ug/L en la primera por 51+4,5 pg L™ ug/L en la segunda. La
diferencia es, sin embargo, pequefia, de una magnitud inferior a la que parecid verse en

el capitulo anterior.
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Figura 2: Concentracion de formas libres (azul) y disulfuros (gris) tras una semana en
anoxia (a) y en envejecimiento oxidativo (b), de los 3 MPFs (4AMMP, MHA y 3MH) en
reconstituidos de las variedades Tempranillo (T) y Garnacha (G).

En cuanto a la 4MMP, las pérdidas en oxidacion son considerables pero inferiores a las
de los otros dos, con contenidos totales remanentes de 48 y 47 ug L™ para Tempranillo y
Garnacha, respectivamente. La influencia de la variedad es nula en este caso.
Finalmente, resulta interesante mencionar que los niveles de disulfuros encontrados son
muy bajos, tanto en la 4MMP como en el MHA. Tan solo en el 3MH se encontraron
niveles significativos y relevantes de disulfuros.

En conclusidn, esta experiencia ha confirmado que los reconstituidos de FFAS, incluso
cuando éstas han sido preparadas al abrigo del aire y tras un periodo de pre-incubacion,
siguen teniendo una marcada reactividad hacia los MPFs, cuyos niveles libres bajan de
manera muy acusada en el 3MH y menos, pero también de manera notable, en la 4AMMP.
También ha confirmado que la oxidacion induce una relevante disminucion de los MPFs,
particularmente evidente en los que menos reaccionaron en anoxia: 4AMMP y MHA.. Los
resultados obtenidos con estas 2 muestras sugieren que la influencia de la variedad es
significativa, tan solo, para el 3MH y el AMH tomados de manera conjunta,
confirméndose que en el Tempranillo estos MPFs son mas consumidos durante la

oxidacion que en la Garnacha.

3.2 Ensayo I1: Evaluacién de la reactividad de los MPF en distintos vinos en anoxia
El proposito de esta experiencia fue determinar si la reactividad hacia los MPFs observada
en los reconstituidos de FFAs incubados en anoxia, se observa también en vinos de
distintos tipos. Para ello se trabajé con las 8 muestras descritas en la tabla 1 en la seccién
de materiales y métodos. Las muestran incluyen un vino blanco de Macabeo, dos rosados;
uno de Tempranillo y otro de Garnacha, dos tintos jovenes de estas mismas variedades,
los mismos tintos envejecidos de manera acelerada, ademas de un reconstituido obtenido
a partir de la FFA extraida del vino joven de Garnacha.

Antes de ser adicionadas con los MPFs, se determind el potencial redox de las muestras.
Los resultados de estas mediciones se dan en la tabla 2, donde puede verse que el vino
blanco y el rosado de Garnacha tuvieron potenciales positivos, de 78,6mV y 51,2mV,
respectivamente, el reconstituido de la FFA del vino de Garnacha tuvo un valor de
potencial muy alto, de 183,7 mV, y el resto de los vinos tuvieron potenciales negativos.
Dado que el vino del que se extrajo la FFA fue el tinto joven de Garnacha, que tuvo un
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potencial negativo (-76,7mV), se vuelve a confirmar que, a pesar de haberse llevado a
cabo todo el proceso de extraccion dentro de cdmara, excepto la desalcoholizacion, el
procedimiento provoca la aparicion de formas oxidadas. En cualquiera de los casos, las 4
muestras de vinos tintos y una de los rosados, son muestras ya presentando un cierto
caréacter reductor, por lo que, si hay reactividad hacia los MPFs, no deberia ser causada

por la presencia de formas oxidadas.

Caodigo Potencial redox (mV)
VB 78,6
VR_Temp -9,6
VR_Gar_ 51,2
VT_Temp_Jov -54,6
VT_Temp_Viej -116,1
VT_Gar_Jov -76,7
VT_Gar_Viej -88,3

FFA 183,7

Tabla 2: Valores redox (mV) obtenidos de las muestras tras 2 semanas de incubacién en
camara de anoxia.

Una vez se determind el potencial redox, las muestras fueron dopadas en anoxia con 100
ug L de 4MMP y 3MH e incubadas también en anoxia estricta a 35 °C durante 2 y 4
semanas. Transcurrido dicho periodo se procedid a analizar la concentracion remanente
de estos MPF en su forma libre en todas las muestras, cuyos resultados se recogen en la
tabla 3. Se optd por analizar tan solo las formas libres, porque se trata de muestras
incubadas en condiciones de oxidacién anoxica acelerada (35 °C). Es sabido que, en este
proceso de envejecimiento andxico acelerado, parte de los disulfuros pasan a sus formas
reducidas y que los porcentajes de formas acomplejadas con los metales también
disminuyen, por lo que las formas libres deberian reflejar con precision suficiente los
contenidos totales en MPFs (15,16).

Codigo AMMP_2s 3MH_2s AMMP_4s 3MH_4s

VB 9482 + 1538 100,32 + 1,67A 70,57 + 3,44°© 9891 + 0,82A
VR_Temp 99,08 + 0,55%BC 92,92 + 2,99A 10249 + 3,85 9054 + 7,00
VR_Gar 100,53 + 0,778 59,87 + 5718 8155 + 0518 47,08 + 0,64C
VT _Temp_Jov 9442 + 1,85° 5910 + 458 86,65 + 15778 56,31 + 6,018
VT_Temp_Viej 89,74 + 0,05° 91,07 + 11,77~ 104,27 + 3,16~ 63,48 + 0,078
VT Gar_Jov 101,14 + 6,064 7053 + 3,628 5849 + 2320 5825 + 1738
VT _Gar_Viej 79,32 + 1,258 69,30 + 4,168 64,80 + 0,48° 5530 + 4,848¢
FFA 58,22 + 222F 3659 + 447 2232 + 040F 1897 + 0,24°
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Tabla 3: Concentracion de MPFs libres (ug L) remanente tras 2 y 4 semanas (2s y 4s,
respectivamente) de envejecimiento en anoxia. Letras diferentes indican diferencias
significativas en el contenido del MPF correspondiente a un determinado tiempo tras
ANOVA del factor muestra (Fischer posthoc test, p < 0,05).

Puede observarse que, a las dos semanas, los niveles de 4AMMP se mantienen, excepto
para la FFA y para la Garnacha envejecida, mientras que los de 3MH descienden de
manera muy acusada en todas las muestras, excepto en el vino blanco, en el rosado de
Tempranillo y en el vino tinto de Tempranillo envejecido aceleradamente. A las 4
semanas, los niveles de 4AMMP en el rosado de Tempranillo y en el tinto de Tempranillo
envejecido aceleradamente son todavia los iniciales; los del blanco, el rosado de Garnacha
y el tinto de Tempranillo joven se mantienen por encima de 70 pg L™*; mientras que los
de los tintos de Garnacha, incluyendo el reconstituido, estan por debajo de 65 pg L. En
el caso del 3MH, sus niveles en el vino blanco y en el rosado de Tempranillo se mantienen
por encima de 90 g L™, mientras que los de los otros vinos estan entre 47 y 63 y los del
reconstituido, estan por debajo de los 20 pug L. La significatividad global de los efectos
se puede ver en la tabla 4 y entre muestras, en los superindices en la tabla 3.

Los resultados se ven de una manera mas visual en el diagrama de Componentes
Principales mostrado en la figura 3. Puede apreciarse que la FFA extraida de vino de
Garnacha es la que mostré mayor reactividad hacia todos los componentes, seguida por
los vinos tintos de Garnacha, luego los de Tempranillo, y los vinos rosados y el blanco
los que menos reactividad mostraron. Puede verse también que el envejecimiento
acelerado tuvo mas efecto sobre el tinto de Tempranillo. En el de Garnacha, el
envejecimiento acelerado tuvo un efecto menor sobre la reactividad y, de hecho, no hay
diferencia entre ambas muestras tras 4 semanas. En el de Tempranillo, la reactividad
disminuyd claramente con el envejecimiento acelerado, que mostro niveles superiores de
ambos MPFs en todas las muestras. Este comportamiento era el esperado, ya que durante
el envejecimiento acelerado se producen H>S y MeSH que deberian ser capaces de
proteger a los MPFs de su reaccidn con los reactivos presentes en el vino.

Los vinos rosados y el blanco mostraron una menor reactividad, y ademéas mostraron una
clara diversidad de comportamiento ligada a la variedad de procedencia. El blanco mostro
una reactividad nula al 3MH y moderada-alta a la 4AMMP. El rosado de Tempranillo, por
el contrario, mostré una reactividad ligera hacia el 3MH y nula hacia la 4MMP. Por su
parte, el rosado de Garnacha, mostro una reactividad alta hacia el 3SMH y moderada hacia
la AMMP.
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Variedad Tiempo Variedad*Tiempo

4AMMP Libre (ug L) ** * o
3MH Libre (ug L) o * ns
Total MPF (ug L) o o *

Tabla 4: Resultados significatividad (p(t)) del test ANOVA de dos factores, variedad y
tiempo, con interaccion sobre la concentracion remanente de la forma libre de 4AMMP,
3MH vy la suma de ambos tras el tratamiento de envejecimiento en anoxia. (ns = no
significativo; *p = 0,05-0,01; **p = 0,01-0,001; ***p < 0,001).
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Figura 3: Analisis de los componentes principales (PCA) de las muestras usando como
variables la concentracion (ug L) remanente de 4MMP libre y 3MH libre en la segunda
(2s) y cuarta semana (4s) de envejecimiento en anoxia. En morado aparecen los
reconstituidos de FFA, en azul las muestras de vino tinto, en rosa los rosados y en amarillo
el vino blanco. Se muestra resaltada la variedad Garnacha en negrita y la variedad
Tempranillo en cursiva.

El efecto de la variedad puede verse en los graficos mostrados en la figura 4. Los graficos

muestran que los vinos de la variedad Tempranillo son menos reactivos hacia los MPFs
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Figura 4: Evolucién durante el envejecimiento andxico de la concentracion media (ug L
1 de 4AMMP y 3MH) de los 3 tipos de vino (rosados, tintos jovenes y sus envejecidos)
elaborados con las variedades Tempranillo (T) y Garnacha (G).
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que los de Garnacha, siendo la diferencia particularmente importante en la 4AMMP, sobre
todo en las dos Ultimas semanas de envejecimiento anoxico. Mientras que en los vinos
Tempranillo se mantiene constante, en la Garnacha disminuye de manera marcada.

Por tanto, aceptando que en el envejecimiento acelerado en anoxia no se forman formas
disulfuro, este experimento ofrece conclusiones totalmente diferentes a las obtenidas en
el primer experimento del presente capitulo. Si en aquél concluiamos que la reactividad
de las FFAs, medida tras una semana en anoxia, apenas mostraba influencia de la

variedad, aqui hemos de concluir que:

1. Durante el envejecimiento andxico hay una reduccion en los niveles de MPFs
de todo tipo de vino.

2. Dicha reduccion es minima en blancos y rosados, moderada en tintos y
extrema en FFAs, incluso extraidas de vino.

3. 4MMP y 3MH tienen una reactividad dependiente de la variedad. La variedad
Tempranillo es particularmente poco reactiva hacia la 4AMMP, el blanco de
Macabeo no reaccion6 con el 3MH, mientras que la Garnacha, parece ser
particularmente reactiva, sobre todo al 3SMH

En el caso de los vinos tintos, se ha medido tanto la actividad tanica como diversos
pardmetros cromaticos que se muestran en la tabla 5. En la tabla puede observarse como
la FFA se diferencia de su vino de procedencia (tinto joven de Garnacha) por una pérdida
de taninos totales, de cerca del 30%, lo que es esperado ya que la extraccion no es
completa. De manera mas sorprendente, la FFA contiene mayores niveles de taninos
pigmentados, que suben cerca de un 12%, y también tiene mas actividad tanica, que sube

algo més de un 30%.
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Taninos totales (mg L)

Taninos pigmentados (mg L)

Actividad tanica

Cadigo
PO 2s 4s PO 2s 4s PO 2s 4s
VT Temp_Jov 331,64 281,60 23550 41,42 35,51 28,55 995,85 3146,02 2699,47
VT Temp_Viej 332,92 285,23 238,63 54,99 40,62 37,54 995,85 2846,84 2737,92
VT_Gar_Jov 265,35 22420 194,77 61,84 48,08 39,67  1506,58 4167,43 3341,52
VT _Gar_Vigj 263,59 231,07 198,07 57,37 40,55 38,16  1966,01 3913,32 3070,11
FFA 199,71 174,53 147,11 73,15 57,35 47,75  2072,02 5040,94 4800,34

Tabla 5: Resultados de concentracion de taninos totales (mg L™), taninos pigmentados
(mg L) y actividad tanica obtenidos al inicio del experimento (P0) y transcurridas 2 y 4
semanas en anoxia.

Estas observaciones son de utilidad para comprender algunos de los cambios
experimentados por los polifenoles durante el aislamiento de las FFAs, ya que es aparente
que durante la extraccion se favorece la condensacion tanino-antociano, lo que podria
estar relacionado con el aumento de la actividad tanica. Finalmente, y con mucha
precaucion, ya que se trata de un conjunto muy limitado de muestras, puede hacerse
constar que hay una relacion entre la desaparicion de 3MH y 4AMMP y la actividad ténica,

de manera que las muestras con mayor actividad tanica son las que mas MPFs pierden.

3.3 Ensayo I11. Elucidacion de estructuras resultantes de la reaccion de los MPFs en

vino

El vino joven de Garnacha del experimento anterior fue dopado con 500 pg L de 4AMMP
y 3MH y sometido a 30 dias de incubacién en anoxia a 35 °C. Tras este periodo, se llevo
a cabo el analisis de la cantidad libre remanente de ambos componentes en dos de las
cinco réplicas bioldgicas. Los resultados de dicho analisis mostraron pérdidas promedio
de 420,20453,26 y 442,27+24,87 ug Lt de AMMP y 3MH, respectivamente. Como se
discutio anteriormente, dado que el vino estaba a potenciales reductores (tabla 2) y que el
almacenamiento fue anoxico, cabe esperar que la formacion de disulfuros no esté
favorecida, por lo que esperamos que la mayor parte de la desaparicion se deba a la
reaccion con otros componentes del vino. Esto es, alrededor de un 84,04% de la 4AMMP
y un 88,45% del 3MH inicialmente afiadidos han reaccionado con diversos componentes
del vino. Con el objetivo de conocer qué compuestos nuevos se formaron durante la
incubacion de las muestras en anoxia se llevo a cabo un analisis metabolomico no

dirigido, buscando aquellos marcadores que estan en mayor cantidad en las muestras
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dopadas que en las muestras sin dopar y cuya cantidad es diferente significativamente
entre unas muestras y las otras. Se han buscado particularmente, aquellos marcadores que
se encuentran en niveles significativamente superiores en las muestras suplementadas con
MPF. En la figura 5 se recogen las representaciones del andlisis de los componentes
principales en modo positivo (a) y en modo negativo (b) obtenidas por el software
MetaboScape con los datos recopilados del analisis de las muestras dopadas con MPF
(VTDP), las no dopadas (VTND) y los controles de calidad (QC). En esta figura se puede
ver claramente que las réplicas se separan en tres clusters dependiendo del tratamiento de

preparacion de las mismas tanto en modo positivo (fig. 5a) como en el negativo (fig. 5b).
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Figura 5: Analisis de los componentes principales (PCA) de las muestras de vino tinto
dopadas (rojo), sin dopar (verde) y de los QC (azul) obtenidos por el programa
MetaboScape en modo de ionizacion (a) positivo y (b) negativo.

El resumen del estudio metaboldmico se muestra en la figura 6. Se detectaron en el
experimento un total de 140091 marcadores diferentes, que en el sistema metabolomico
empleado (Metaboscape), se denominan buckets. Cada bucket agrupa todo el conjunto de
informacion (iones pertenecientes al cluster isotopico, iones asociados, tiempos de
retencion y eventualmente espectros MS/MS). En modo positivo se detectaron 86196
buckets y 53895 en modo negativo. Ahora bien, al imponer el criterio de seleccion de
mostrar diferencias significativas (p(t)<0,005) entre muestras y controles, se encontraron
125 buckets, 79 en modo negativo y 46 en positivo. De ellos, 57 y 32, se encontraron en
niveles superiores en las muestras dopadas (Dop>ND), en modos negativo y positivo,

respectivamente.
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Figura 6: Esquema del proceso de filtrado y de seleccion de los buckets sometidos a
(_aluc_:idapic')n estructural y porcentaje de sefial tentativamente identificada en cada modo de
ionizacion.

Los datos (tiempos de retencién, m/z medidas, M probable, tipo de ion, formulas
moleculares, intensidades medidas) de los 89 buckets finalmente seleccionados se
muestran en el material suplementario (anexo IV tablas S1 modo positivo y S2, modo
negativo). Como podemos observar en la tabla 6, la mayoria de ellos poseen una
intensidad baja, inferior a <10*. Tan solo 10 buckets en las muestras dopadas alcanzan un
rango de intensidad media entre 10%-10°, obtenidos 5 en positivo y 5 en negativo. Sin
embargo, en las muestras que no fueron suplementadas con los MPFs tan solo 1 bucket
en modo positivo alcanzé este rango medio. Lo que apoyaria la hipétesis de que la adicién
de 4MMP y 3MH causa la aparicion de nuevas estructuras en el vino por reacciéon con
otros componentes. Verificandose la calidad de estos resultados con el resultado obtenido
en los QC al haber aparecido 3 buckets de intensidad media en cada modo de ionizacion,
ya que esta muestra fue obtenida de la mezcla de las dos anteriores. Por lo que parece
I6gico que presente mas buckets de intensidad media que las muestras no dopadas

(VT_ND) pero menos que las muestras adicionadas con los MPFs (VT_Dop).

214



QC VT_ND VT _Dop

Intensidad Neg Pos Neg Pos Neg Pos
Baja <10* 54 29 57 31 52 27
Media 10%-10° 3 3 0 1 5 5
Alta 10°-10° 0 0 0 0 0 0
Muy alta >106 0 0 0 0 0 0

Tabla 6: Intensidad de los buckets etiquetados en los tres tipos de muestras: VT_ND
(vino no dopado con MPF); VT_Dop (vino suplementado con MPF) y QC (control de
calidad). Aquellos buckets que presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre las
muestras dopadas con MPF y sin dopar, y que se encontraron en mayor concentracion en
las muestras que habian sido suplementadas con los MPF.

Con el conjunto de datos actual, se ha conseguido proponer 11 estructuras, 7 en modo
negativo y 4 en positivo. Afortunadamente, aunque son sélo 11 de 89, los buckets para
los que se han podido proponer estructuras constituyen el 63,05% de la intensidad total
correspondiente a los 57 buckets en modo negativo y el 21,52% de la intensidad total
correspondiente a los 32 buckets en modo positivo, por lo que algunos de los buckets con

identificacion potencial figuran entre los mas intensos.

El resumen de resultados se muestra en la tabla 7, en la que se presenta el tiempo de
retencion, el tipo de ion, la masa carga medida, la férmula molecular asignada por el
programa MetaboScape Yy el porcentaje de intensidad de sefial respecto a la suma total de
las intensidades de todos aquellos buckets presentes en niveles significativamente

superiores en las muestras suplementadas con MPFs.

Tr [min] lones m/z Formula molecular  Intensidad (%)
2,78 [M+H]+ 254,08715 CoH17NOsS; 0,55
9,29 [M+H]+ 252,07264 CoH19NO3S, 11,65
9,38 [M-H]- 211,01007 CeH1204S; 0,35
13,31 [M-H]- 213,02603 CeH1404S; 16,86
15,1 [M-H]- 242,98235 CeH1204S; 9,68
18,63 [M-H]- 274,95439 CsH1204S4 1,64
18,86 [M-H]- 244,99843 CeH1404S3 27,46
19,37 [M+H]+  440,15218 C17Ha3sN30,S, 1,29
21,48 [M-H]- 276,9703 CeH140454 3,20
22,96 [M+H]+ 289,12461 C17H20028 8,03
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24,88 [M-H]-  223,10078 CoH2004S 3,86

Tabla 7: Resumen de resultados del experimento metabolomico para los 11 buckets
presentes en mayores niveles en las muestras con MPFs y para los que se ha podido
proponer una identificacion. Porcentaje de intensidad que corresponde a cada compuesto
respecto a los significativamente superiores en los dopados dentro de cada modo de
ionizacion.

El proceso de identificacion se llevo a cabo a través de varios procedimientos. En el caso
de los buckets detectados en modo negativo, se partié de las formulas moleculares mas
probables atribuidas al ion medido, que son las que se muestran en la tabla 8. A dichas
formulas, se les restaron los &tomos correspondientes a los radicales obtenidos eliminando
un H de las moléculas de 3MH y 4MMP, (también se consideraron dos radicales 3MH o
AMMP, sin resultado) lo que permitié obtener diversas estructuras sencillas que se
recogen en la tabla 8 en la columna “radical restante” y a la que se atribuye una identidad

y/o estructuras tentativas.

Férmula

Radical Radical Estructura probable del radical Estructura probable de la
molecular 1 (%) q lécul
orobable restado restante restante molécula

- SOSH e CHg
CeH1204S, 0,35 4MMP  -SOsH /m
Sulfo o=¢.
O OH
- SOsH Py
CeH1404S, 16,86 3MH  -SOsH e
Sulfo HSCWOH
- S,03H HeC CH,
CsH1204S; 9,68 4MMP -S,03H . 3 th, ©
Sulfotio s
"
- S30:H e

CeH1204S: 1,64 4MMP  -S30:H  3-hidroxi-3,3-dioxo-3lambda6- s
trisulfanil(o) S3s=0
OH on
-S,0:H O‘zio
CeH1404S; 27,46 3MH -S,03H . s~
Sulfotio W
H:C OH
- S30:H S
S
CoH1404Ss 3,20  3MH  -S3OsH  3-hidroxi-3,3-dioxo-3lambdab- o

trisulfanil(o) A N

-CH,OH-CHO-CH,0OH
C9H2004S 3,86 3MH -C3H703 / oH

1,2,3-trihidroxipropil(o) PPN

Tabla 8: Compuestos potencialmente identificados en modo de ionizacién negativo a
partir de las formulas moleculares méas probables. Porcentaje de intensidad que
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corresponde a cada compuesto respecto a los significativamente superiores en los
dopados en modo de ionizacién negativo.

Como puede observarse en la tabla 8, para las 6 primeras formulas moleculares, los
calculos asi realizados sugieren que los productos principales de la reaccion de los MPFs
en anoxia son tiosulfatos y polisulfanosulfonatos formados por reaccion entre el
mercaptano, el SOz y H>S. Estos componentes podrian constituir hasta casi el 65% de los
productos de la reaccion, por lo que son componentes mayoritarios, destacando por
abundancia los sulfanilsulfonatos de ambos mercaptanos (acido S-(1-hidroxihexan-3-
il)disulfanosulfonico y é&cido S-(2-metil-4-oxopentan-2-il)disulfanosulfonico) vy el
sulfonato del 3MH (tiosulfato de O-hidrégeno S-(1-hidroxihexan-3-ilo)). La existencia
de estos componentes ha sido postulada muy recientemente (17), pero hasta donde
sabemos, no ha sido todavia demostrada.

Dado que el experimento se realizé en anoxia estricta y con el vino en potencial redox
negativo, la presencia en el medio reactivo de H,S hubiera podido ser postulada. Sin
embargo, dado el caracter reductor del medio reactivo, nunca hubiéramos pensado que
éste hubiera reaccionado formando los sulfuros, disulfuros y trisulfuros observados (en
nomenclatura IUPAC, polisulfanos). Por otra parte, en anoxia estricta, hemos verificado
recientemente que la mayor parte de reacciones tienen como protagonista al SO> (18), lo
que es consistente con lo observado. La novedad, es que sea un derivado mayoritario de
los MPFs vy, sobre todo, que los sulfonatos formados sean capaces de incorporar las

unidades de H2S en las condiciones de almacenamiento.

Este resultado no es ciertamente el esperado, ya que parte de las observaciones previas
acerca de la reactividad de los MPFs se hicieron en reconstituidos en los que no se habia
afiadido SO, lo que nos llevé a pensar que la reaccion deberia ser mayoritariamente hacia
polifenoles o componentes derivados de los mismos. Sin descartar que en dichos medios
ese sea el caso, estos resultados parecen indicar que en presencia de SO, la formacién de

sulfonatos es abundante.
Aparte de estas estructuras, cuya presencia conjunta soporta adicionalmente su existencia,

se ha detectado un marcador cuya formula mas probable es CoH2004S y que, como se ve

en la tabla, podria ser un producto de la reaccion del 3MH con la glicerina.
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Para el resto de marcadores detectados en modo positivo se empled una estrategia similar,
pero algo mas directa y consistente en restar al m/z medido la masa molecular
correspondiente al radical 4AMMP-H o 3MH-H y buscar la formula molecular y la
identificacion mas probable para el resto obtenido con la ayuda de la base de datos

HMDB. Dichos datos se recogen en la tabla 9.

Masa
lones m/z medida radical monoisotopica Identificacion Intensidad
restado posible tentativa (%)
compuesto
[M+H]+ 440,15218 3MH 307,082708 Glutation 1,29
[M+H]+ 289,12461 AMMP 156,056449 1-Naftaldehido 8,03
[M+H]+ 254,08715 3MH 121,018440 Cisteina 0,55
[M+H]+ 252,07264 AMMP 121,019580 Cisteina* 11,65

(*) Bucket fuera del criterio p<0,05 pero con intensidad promedio superior en el dopado.

Tabla 9: Compuestos potencialmente identificados en modo de ionizacion positivo a
través de las m/z aportadas por el programa MetaboScape y cotejadas con HMDB.
Porcentaje de intensidad que corresponde a cada compuesto respecto a los
significativamente superiores en los dopados en modo de ionizacion positivo.

Las Unicas estructuras que tienen cierto sentido en el contexto quimico que estamos, son
los derivados de la cisteina (Figura 7) y el glutation (Figura 8), con estructura disulfuro.
Para los otros marcadores no es posible, de momento, proponer identidades probables.
Como se comentd anteriormente, sigue siendo sorprendente que, en el contexto reductor,
los componentes que se formen sean disulfuros.

a) Q b) HO

/ OH

HaC S e

OH
CHs /

CH3 CHs

Figura 7: Estructura probable resultado de la union disulfuro de la cisteina con la 4AMMP
(@) y el 3MH (b).
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Figura 8: Estructura probable resultado de la union disulfuro del glutation y el 3MH.

Nuestros estudios, por tanto, no confirman de momento que sean los polifenoles los
principales reactivos de los MPFs. Esto podria deberse a que los productos de estas
reacciones se encontrarian en concentraciones muy bajas pues la familia de los
polifenoles abarca una gran multitud de compuestos con estructuras diferentes que por lo

tanto darian lugar a un amplio abanico de productos, pero en bajas concentraciones.

El elevado peso del SO. podria venir explicado por la relativamente elevada
concentracion a la que este compuesto se puede encontrar en los vinos, entre 15y 30 mg
Lt en su forma libre. Lo mismo ocurre con la cisteina y el glutation, que se pueden
encontrar en rangos entre 5 y 20 mg/L. La formacién de disulfuros entre estos
mercaptanos principales y los MPFs no es de extrafiar y ha sido ya descrita por Paris y
col. 2010 (19), Roland y col 2011 (20) y mas recientemente Dekker y col., 2020 (21);
quienes llegaron a observar la formacion por condensacion de 21 S-conjugados (figura 9)
simétricos y asimétricos en soluciones acuosas suplementadas con 3MH, 4MMP, cisteina
y glutation en presencia de Cu*?. Diecisiete de los cuales fueron encontrados en mosto y

vino.

219



Tioles (Cu?*', S) Disulfuros Trisulfuros Tetrasulfuros
OH HO.
\/Y\/ OH \/Y\/OH M
L \/\l/\/ [ f
3MH M 1 s A
3MH s 1 ,
" /\)\/\ i
/\)\/\nu OH /\)\/\OH HO/\)\/\
W W W W
4MMP 5 7 g 9 p
4MMP s o L §
\/\]/\/OH OH OH \/\/\/0H
) \/Y\/ \/Y\/ ?
3MH n } s s
4MMP s o oo i
SH o S o
et M PN '
o 5 o 0
Hon/NHz - NH, Ho)jj/NHz No)ﬁ/NNZ
Cis HS " s
3MH + $ e S
s
[ /\)\/\ S ;
/\/‘\/\OH OH /\)\/\OH /\/‘\/\OH
o o o Q
N NHZ
Ho)lj/NHz i NH, Ho)ﬁ/ H, Ho)i/
Cis e —_— . P s - 3
4MMP B | .8 o
M M M Sl i
NN N SN Wo - gl wo ‘)0‘\/: s = N/uj/"'Mm
g Y JT Y Y\JE/M YYYY T oo e
— § — s — I
3MH . S : y
= $ H i
RGN NN PN N, /\)\/\
& 0 Ny S .,
o~ A I i Wo P __on wo "M°“
Y M Wo. . N. o o Y\: \
GSH ° " ° T ™Y T\"/s/ I i Yy
4MMP . i . a
P PN PN Ji

Figura 9: Mecanismos propuestos para la cisteina (cis) y el glutation (GSH) para la
formacion de S-conjugados con 3MH y 4MMP en presencia de Cu*2. Imagen adaptada
de Drekker y col., 2020 (21).

En la presente tesis, estas estructuras disulfuro resultado de la condensacion de la cisteina
o el glutatién con el 3MH o el 4MH, en modo positivo serian los compuestos responsables

de mas del 10% de la sefial que aparece como significativamente distinta.

Con el fin de confirmar estos resultados, en aquellos compuestos tentativamente
identificados de los que se obtuvo el espectro MS/MS, se revisd su patron de
fragmentacion. En la figura 10 se muestran los espectros obtenidos de 3 de los 11
compuestos. Los fragmentos que aparecieron en cada uno de los espectros se cotejaron

con la herramienta de SmartFormula del programa MetaboScape de Bruker con el fin de
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conocer a qué férmula molecular podian corresponder con una tolerancia de 50ppm. De
todos los compuestos identificados tentativamente se consiguieron 3 espectros MSMS, 2
para en modo positivo y 1 en modo negativo. En cuanto al obtenido en modo negativo, el
espectro de MS/MS del compuesto con tiempo de retencién 18,86 y formula CsH1404S3
(figura 10a), su fragmentacion tuvo como resultado una m/z de 80,965. Esta m/z
coincidiria con la del HSOs, lo que corroboraria la estructura propuesta para dicho
compuesto. Sin embargo, en modo de ionizacidn positiva la baja intensidad de las m/z de
los precursores dificultd la obtencion de espectros concluyentes que permitan la

verificacion de las estructuras anteriormente propuestas (figuras 10b y 10c).
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4. CONCLUSIONES

En el primer experimento, en el cual se llevé a cabo el estudio de la supervivencia de los MPFs
en reconstituidos de FFA de mistelas de Tempranillo y Garnacha, podemos concluir que
habiendo consumido 20 mg L™ de oxigeno se confirma que en la variedad Tempranillo hay un
ligero pero significativo mayor consumo que en la Garnacha de MHA y 3MH tomados en
conjunto, mientras que el consumo de 4MMP fue equivalente entre variedades. Tan solo en el

3MH se observaron formas disulfuro en ambas variedades.

El segundo experimento permite concluir que los MPFs no son estables en los vinos en sus
formas libres a las concentraciones afiadidas, ni siquiera en estricta anoxia. Para la 4AMMP se
observan descensos entre 0 y 42 ug/L tras 1 mes, y para el 3MH de entre 1 y 53 ug/L. Las
mayores disminuciones se observaron en los tintos. También permite concluir que el
procedimiento de obtencién de la FFA provoca una exacerbada reactividad frente a los MPFs,
incluso en condiciones de estricta anoxia. Este efecto podria estar relacionado con los cambios
fenolicos asociados al proceso de extraccion: incremento de taninos pigmentados, disminucién

de taninos no pigmentados y mayor actividad tanica respecto a su vino de procedencia.

En el tercer experimento mediante el analisis metabolémico no dirigido, ha sido posible estudiar
la reactividad de los MPFs a través de la aparicion de nuevas estructuras y la identificacion de
los precursores de las mismas. Los resultados, contra lo esperado, han mostrado que la mayor
reactividad en condiciones anoxicas de los MPFs no es hacia polifenoles, sino hacia los
compuestos azufrados presentes habitualmente en el vino: SOz, H2S, cisteina y glutation, con
los que forman disulfuros, polisulfanos y monosulfonatos. Este resultado no excluye la
reaccién con polifenoles, pero muestra que, de haberla, tiene lugar de una manera poco
especifica, sobre muchos componentes diferentes que, a la postre, muestran variaciones mas
pequefias. Puesto que la mayor parte de los componentes identificados, incluyendo los
polisulfano-monosulfonato, parece que pueden revertir el MPF mediante el suministro de un
reductor, las estructuras identificadas no serian las formas finales de los MPFs, sino formas
intermedias en las que, muy probablemente, existen todos los mercaptanos del vino en el

momento en que coexistan con el SOa.
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El experimento deja por tanto en el aire, la elevada reactividad asociada a las FFAs y a su forma
de preparacion, asi como la dependencia varietal observada. Para ello, sera preceptivo realizar

el estudio metaboldmico sobre reconstituidos de FFAs libres de compuestos azufrados.
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CAPITULO I. Algunas observaciones acerca de la reactividad de las FFAs obtenidas de uvas.

El proceso de obtencion y reconstitucion de las fracciones fenolicas arométicas (FFAS) conlleva
la aparicion de formas oxidadas, capaces de transformar el Fe(ll) en Fe(lll) de manera
inmediata.

Tras haber suministrado diferentes dosis de oxigeno y condiciones de anoxia durante 1y 2
meses se ha podido comprobar que:

- Se acumula méas acetaldehido por unidad de oxigeno consumido cuando la dosis de
oxigeno aportada es menor.

- EI 67-80% de los aldehidos de Strecker formados proceden de los aminoacidos, no de
los alcoholes superiores. Con el incremento de la dosis de oxigeno se intensifica esta
diferencia.

- La composicion fendlica es determinante en la formacién de los aldehidos de Strecker.

- La tasa de acumulacion de aldehidos de Strecker es dependiente del aminoacido de
procedencia y varia con el oxigeno suministrado.

- Asumiendo que durante el segundo mes el proceso de formacion tiene un peso inferior
y la tasa de reaccion mas, el metional parece ser el menos reactivo y el isobutanal el
mas reactivo.

- Sorprendentemente, los mercaptanos polifuncionales desaparecen en su forma libre
incluso en condiciones de absoluta anoxia, dando lugar a formas disulfuros o a otras
estructuras que parecen no revertir el mercaptano. El orden de reactividad es
MHA>3MH>4MMP.

CAPITULO II1. Papel de los polifenoles extraidos de la uva en la generacion de aldehidos de
Strecker y en la estabilidad de los MPFs durante la oxidacion de vinos modelo.

La estandarizacién de la composicion metalica, pH, grado alcohdlico y composicion
aminoacidica permite obtener una estimacion de la influencia ejercida especificamente por el
perfil polifenolico sobre diversas propiedades relacionadas con el consumo de oxigeno y la

resistencia a la oxidacién de los vinos.
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Gracias a ello ha sido posible comprobar que la composicion polifendlica ejerce un potente
efecto sobre la longevidad del vino, modulando la cinética de consumo de oxigeno, su
capacidad para acumular aldehidos de Strecker y para preservar los mercaptanos
polifuncionales libres a lo largo del envejecimiento. Ello explica que la variedad de uva sea un
factor condicionante en la evolucion del vino. Siendo la variedad Tempranillo la que posee una
velocidad de consumo de oxigeno superior y una mayor reactividad frente a los MPFs en
anoxia. Y por el contrario, es la Garnacha la que destaca por su poder acumulador de aldehidos
de Strecker.

CAPITULO 1V. Estudio del efecto de distintos polifenoles sobre la tasa de consumo de
oxigeno y la acumulacion de los aldehidos de Strecker durante el envejecimiento oxidativo del

vino.

La suplementacién individualizada de los polifenoles demostré de forma inequivoca su distinta
respuesta ante el suministro de oxigeno en el vino:
- La catequina ralentiza el consumo de oxigeno mientras incrementa la tasa de
acumulacion de aldehidos de Strecker.
- La delfinidina acelera el consumo de oxigeno y por el contrario, disminuye la
acumulacion de aldehidos de Strecker.
Comprobandose asi que la resistencia del vino a oxidarse no esta unicamente relacionada con
su capacidad para consumir oxigeno o con la presencia genérica de antioxidantes, si no con la
presencia de antioxidantes que no induzcan la degradacion de Strecker o la formacion de

acetaldehido por medio de la oxidacién del etanol.

Se ha verificado que la estructura polifendlica juega un papel crucial en la velocidad y cantidad
de oxigeno consumido. EI nimero de grupos hidroxilo presente en el anillo B es determinante,
siendo los trihidroxilados los que presentan OCRs significativamente superiores, seguidos de
la malvidina. Los dos antocianos ensayados consumieron el oxigeno de manera inmediata, hasta

su completa o casi completa desaparicion, con independencia del nimero de OHs en B.
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Catequina y miricetina son los polifenoles que en términos absolutos inducen mas acumulacion
de acetaldehido, mientras que delfinidina y epigalocatequina son los que menos. Estos dos
altimos podrian reaccionar con el radical 1-HER o con el H20. impidiendo la oxidacion del
etanol, mientras que catequina y miricetina actuarian como pro-oxidantes a través de un proceso

no conocido.

Finalmente, se ha demostrado que la degradacion de Strecker transcurre con maxima eficacia
en medios sin polifenoles, y que estos, mas que inducirla tienen capacidades diferentes para
reprimirla. Delfinidina y &cido cumarico son los que la reprimen con mayor intensidad y
catequina la que menos. En términos absolutos, epigalocatequina y miricetina conllevan una

mayor acumulacion, y malvidina en el caso particular del fenilacetaldehido.

CAPITULO V. Reactividad de los MPFs en el vino.

Experimentos realizados tanto con vinos como con reconstituidos de FFAs han demostrado que
los MPFs no son, en general, estables en el vino, al menos no a las “relativamente altas”
concentraciones ensayadas. Tanto la composicion polifendlica como posiblemente, su historia
previa de oxidacidn, ejercen un claro efecto sobre la estabilidad de los MPFs en el vino. Los
reconstituidos de FFA son los mas reactivos hacia estos componentes, como consecuencia de
los cambios composicionales introducidos por la extraccion y que en capitulos previos hemos
asociado a procesos oxidativos. Por modelizacion, parece deducirse que la actividad tanica de
los vinos tintos y su contenido en taninos no pigmentados podrian estar relacionados con mayor
reactividad frente a los MPFs, al contrario que los taninos totales.

Los vinos tintos fueron significativamente mas reactivos hacia los MPFs que los rosados y
blancos. El papel de la variedad de uva no queda claro, ya que en el primer experimento se
confirmo que reconsituidos de FFAs de tempranillo eran significativamente més reactivos hacia
AMH y 3MH que los de garnacha, pero en el segundo, el vino joven de tempranillo se mostrd
menos reactivo que el de garnacha.

Finalmente, mediante un experimento de metabolémica no dirigida hemos verificado, contra lo
esperado, que los componentes con los que los MPFs primariamente reaccionan -en condiciones
de estricta anoxia, en el vino no son los polifenoles, sino SOz, H»S, cisteina y glutation, con los

cuales forman diversos tiosulfonatos, polisulfanos y disulfuros. Este sorprendente resultado
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sugiere que se trata de formas intermedias y que la reaccién con los polifenoles, de producirse,
es poco especifica y se realizaria sobre maltiples sustratos, lo que ha dificultado el aislamiento

de marcadores.
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- ANEXO I: CAPITULO |

Descripcion dispositivos de micro-oxigenacion (MOX)

El objetivo de los sistemas MOX era suministrar oxigeno de forma paulatina, controlada y medible, con
el fin de evaluar el efecto de la velocidad de suministro de oxigeno en la evolucion del vino durante su
envejecimiento. Por esto resultd necesario desarrollar un dispositivo que cumpliese dichas
caracteristicas.

Para la monitorizacion del oxigeno disuelto en las muestras, se utilizd sensores NomaSense, basados en
luminiscencia, por lo que los recipientes debian ser transparentes.

Otro de los requisitos a cumplir por estos envases debia ser la capacidad de permear oxigeno de forma
controlada. Anteriormente en nuestro laboratorio ya se habian llevado a cabo trabajos de micro-
oxigenacion (1) mediante el uso de botes de Polietilen tereftalato glicol (PETG) con espacio de cabeza.
Sin embargo, en dichos estudios, las tasas de entrada eran inferiores a las deseadas para este ensayo. Por
tanto, fue necesario un estudio para la adaptacion de los sistemas para la introduccion de las cantidades
de O, deseadas.

La estrategia inicial se baso en el incremento del espacio de cabeza con el fin de acelerar dichas tasas
probando distintos volimenes de llenado y el uso de recipientes de distinto tamafio y materiales con
distintas capacidades de permeabilidad al oxigeno.

Para dicha tarea se llevd a cabo la evaluacién de la permeabilidad de oxigeno en recipientes de distintos
materiales, capacidad y espacio de cabeza. Los materiales estudiados fueron: PETG, PC (policarbonato)
y PET (polietileno tereftalato). El experimento consistié en conocer la velocidad de entrada del oxigeno
a través de la monitorizacién de su disolucion en vino sintético. El vino sintético utilizado en este ensayo
carecia de ninglin compuesto que pudiera consumir el oxigeno, lo que permitia cuantificar la entrada

neta de oxigeno.

235



1600

1400
1200
¥ A PETG 650/50
= 1000
= PETG 360/50
% 800 PC 150/100
)
2 e00 PET 125/50
S PET 125/100
400 PET 125/125
200
O y F A
0 5 10 15

Tiempo (dias)

Figura S1: Monitorizacion del oxigeno disuelto (ug L) en el vino sintético contenido en los recipientes
de distinto material, capacidad(mL)/llenado(mL).

Como se observa en la figura S1, ninguno de los materiales alcanzé la velocidad de entrada deseada de
7; 20 y 50 mg L de O, disuelto. Y sorprendentemente, cuando los contenedores se llenaban con un
menor volumen de vino sintético, el oxigeno que permeaba era inferior. Por tanto, obtuvimos un
resultado opuesto al esperado, la permeabilidad del oxigeno podria estar relacionada positivamente con
la superficie del recipiente mojada por el vino. Por lo que, debido a que la cantidad de muestra para el
uso de estos dispositivos en este trabajo era bastante limitada y con ninguno de estos materiales se
alcanzaban los requisitos de dosificaciones altas de oxigeno (20, 25 6 50 mg L) se planteo una nueva
estrategia.

En este nuevo enfoque se utilizarian los recipientes del material menos permeable al oxigeno, seguin lo
estudiado el PETG y de menor tamafio disponible: 360mL. Dentro de los cuales se introduciria el
volumen de vino sintético equiparable al de muestra que se usaria posteriormente en los ensayos (50mL).
La tapa fue perforada para la obtencidn de un agujero preciso por donde se introducia una columna
capilar de dimensiones definidas (longitud y diametro); en funcién de las cuéles se modularia la
velocidad de entrada del oxigeno por difusién a través de la columna.

El llenado de los recipientes se llevaba a cabo dentro de una camara de anoxia y con vino sintético
previamente borboteado con nitrdgeno e incubado en anoxia durante 72h, previo llenado para la
minimizacion de presencia de oxigeno. Las pruebas se llevaron a cabo por duplicado. En el seguimiento
de la acumulacién de oxigeno en el vino sintético, se observd que la velocidad de disolucion de oxigeno
se ralentizaba a partir de 1 mg L (fig. S2). La concentracién de oxigeno disuelto fue parametrizada

mediante la siguiente ecuacion polinébmica de tercer grado:
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y = 0,0021x3 - 0,0856x* + 1,268x + 0,0578
R? = 0,9995

Por tanto, se considero evaluar la velocidad de entrada solo hasta este nivel de 1mg/L, teniendo en cuenta
que la FFA reconstituida ird consumiendo oxigeno a medida que le sea suministrado por lo que no se
produciria la acumulacién del mismo, y por tanto tampoco experimentaria la ralentizacién de la

velocidad de entrada.

O, disuelto (mg L)
O FRLP N WPMOUIOO N
[

S

5 10 15 20
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Figura S2: Monitorizacion de la disolucion de oxigeno (mg/L) en vino sintético con el paso del tiempo
(dias) en un recipiente de 360 mL de PETG con una columna de 7cm de longitud y 0,25mm de diametro.

Este experimento se repitié con varios grosores (0,25 y 0,51mm) y longitudes (7; 30 y 100cm) de
columna. La tabla S1 recoge las velocidades de entrada de oxigeno mensuales calculadas a partir

de la tasa de acumulacion de oxigeno experimentada por el vino sintético hasta alcanzar 1 mg

Lt disuelto.
Columna Velocidad
Didmetro  Longitud entrada

(mm) (cm) (mg L™ por mes)

100 5,63

0,25 30 18,52

7 36,05

100 12,90

0,51 30 35,87

7 56,60

Tabla S1: Velocidad de entrada de oxigeno (mg L™ por mes) segtn didmetro (mm) y longitud de
columna (cm).

Finalmente, en vista a los resultados obtenidos y para obtener los suministros de oxigeno
deseados para este trabajo, se parametrizo la velocidad de entrada del oxigeno segun el diametro
y la longitud de la columna. La tabla S2 recoge las caracteristicas de las columnas integradas
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en las tapas de los botes de 360mL de PETG utilizadas para este trabajo, segun la tasa de

suministro de oxigeno deseada.

Velocidad Columna
entrada (m . .
|-t po(r 9 Diametro  Longitud
mes) (mm) (cm)
4 0,25 124
7 0,25 90
10 0,25 71
20 0,25 37
25 0,25 25
50 0,51 11

Tabla S2: Dimensiones de las columnas segun la tasa de suministro de oxigeno mensual
deseada.

Al usar estos sistemas con FFAs reconstituidas, cuyo poder de consumo de oxigeno fue muy alto,
pudimos observar que la entrada de oxigeno se producia de dos formas secuenciadas:

1. Por succién. Durante el tiempo en el que la muestra es capaz de consumir el oxigeno que se le
ha suministrado se produce una disminucién de la presién de oxigeno en el espacio de cabeza
del sistema lo que provoca una aceleracion en la entrada de Oa.

2. Difusién a través del capilar. Cuando el poder consumidor ha sido agotado el oxigeno entra
como se esperaba en funcién de la longitud y el didmetro de la columna.

Aunque las medidas de acumulacion del oxigeno monitorizadas en estas FFAs no eran las esperadas,
los resultados de los distintos compuestos propios de la oxidacion nos han permitido esclarecer este
efecto. Los resultados después del envejecimiento en MOX se presentan en las tablas S3-7. No
fue posible establecer diferencias entre un suministro instantaneo (WIT) y un suministro paulatino
(MOX), dado que en los MOX tuvo lugar un suministro continuado de oxigeno modulado por la

capacidad de consumo de la FFA.
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Tabla S3: Niveles de aldehidos encontrados en las FFASs reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1 y 2 meses a distintas dosis de
oxigeno en los sistemas MOX.

2-metilpentanal (ugL™) 3-metilpentanal (ugL™) 4-metiltiobutanal (ugL™?)

02 (mg L)/ FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA3 FFA 1 FFA 2 FFA3

Tiempo (mes)
0/M1 520 + 0,00 569 * 005 663 * 041 1996 * 0,09 2215 * 0,25 22,44 + 0,00 0,36 + 0,01 0,44 £ 0,02 0,48 + 0,07
71/ M1 546 + 087 635 + 125 535 + 0,14 32,10 + 2,65 2957 * 658 31,77 * 0,26 0,65 = 0,07 0,88 = 0,05 0,73 = 0,06
20/ M1 6,03 + 058 525 + 093 503 + 025 3591 + 389 3318 + 641 31,34 *+ 1,19 0,61 + 0,01 0,82 + 0,05 0,79 + 0,04
50/ M1 521 + 108 59 + 160 546 * 0,19 3260 * 575 36,88 * 7,60 34,20 + 1,52 0,63 + 0,04 0,85 + 0,02 0,84 + 0,04
0/M2 513 + 0,01 526 + 0,02 564 + 0,00 1392 + 0,13 1599 + 1,09 14,73 += 0,45 0,51 + 0,01 0,61 = 0,04 0,53 = 0,02
71 M2 945 + 0,15 893 + 0,01 7,72 £ 057 5565 + 0,01 4811 + 0,02 42,67 * 7,21 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
20/ M2 839 + 030 740 £ 030 629 £ 232 52,73 + 054 48,01 + 506 37,30 + 13,10 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
50/ M2 560 + 0,23 685 + 025 766 * 0,09 3569 + 244 4081 + 1,75 46,02 + 3,89 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00

4-metilfeniletanal (ugL™) Fenilacetaldehido (ugL™?) Metional (ugL™)

ﬁérggg (Lmlgsl) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 232 +£ 009 1,72 + 1,18 3,04 + 0,28 1440 + 0,05 9,03 + 0,03 11,03 + 0,06 453 + 0,23 3,97 + 0,09 469 + 0,02
7/ M1 260 + 088 282 + 0,23 246 + 0,73 10306 * 105 9263 * 159 8921 + 0,27 3850 = 195 36,63 * 256 3327 * 153
20/ M1 223 + 115 227 + 111 142 *+ 0,10 14432 *+ 0,69 109,21 + 0,03 111,46 *+ 0,23 62,08 £+ 294 4505 + 1,89 4643 *+ 2,16
50/ M1 384 + 220 320 + 182 276 + 130 15182 + 185 117,46 + 0,70 128,43 + 2,68 65,65 + 3,32 49,09 = 0,06 56,43 + 4,05
0/ M2 187 + 016 189 + 0,05 207 + 0,15 6,06 + 0,01 3,46 + 0,03 4,03 + 0,00 519 + 0,20 4,33 + 0,00 4,79 + 0,06
71 M2 474 + 0,02 305 + 0,10 298 + 0,53 82,05 + 0,04 7100 + 0,13 8049 + 1188 8840 = 0,31 74,08 = 1,14 84,91 *+ 14,62
20/ M2 329 + 015 233 +£ 001 289 + 040 9248 + 019 8058 + 0,16 8595 + 254 106,30 + 3,16 87,26 + 2,75 90,25 * 6,06
50/ M2 2,13 + 003 192 + 0,15 231 + 0,05 10242 *+ 0,15 8563 = 0,14 96,96 *+ 059 144,27 + 094 11448 + 7,38 11525 + 3,50
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Tabla S3 (continuacion): Niveles de aldehidos encontrados en las FFAs reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1y 2 meses a distintas

dosis de oxigeno en los sistemas MOX.

Isobutiraldehido (ugL™) 2-metilbutanal (pugL™?) 3-metilbutanal (ugL™)

Toiérggg E‘mlg S/) FFA 1 FFA 2 FFA FFA 1 FFA 2 FFA FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 2,17 + 0,00 2,01 + 0,01 2,70 £ 0,15 3,28 * 0,04 2,89 = 0,02 401 + 005 508 + 0,80 441 * 0,05 574 %= 0,07
71/ M1 1547 + 124 1795 + 2,02 17,20 £ 0,70 1595 + 1,27 1592 + 133 1505 * 098 30,79 + 152 31,74 + 3,36 30,00 £ 1,12
20/ M1 2711 £ 450 1702 + 1,87 2286 + 2,14 27,19 + 3,10 1585 + 3,00 19,72 + 1,07 54,19 + 6,11 3298 *+ 6,62 40,04 + 234
50/ M1 26,96 + 0,28 2132 + 069 24,13 £ 225 2656 + 200 1950 + 143 21,06 * 156 5386 * 416 40,79 = 2,12 4391 + 3,08
0/M2 0,49 += 0,04 0,44 = 0,00 061 + 0,00 141 #+ 0,15 1,33 + 0,12 1,73 + 0,10 1,45 % 0,05 1,19 + 0,03 1,46 + 0,02
71 M2 9,69 + 0,02 8,87 + 0,00 760 + 185 16,38 + 0,02 1444 + 0,01 1197 + 287 2241 + 0,15 1997 + 0,07 16,78 + 381
20/ M2 1301 + 0,04 12,01 + 1,27 1158 +# 0,06 21,15 + 0,29 1783 * 133 1763 *+ 0,14 29,10 + 0,19 2532 + 143 2506 * 0,86
50/ M2 1281 + 0,18 10,97 + 0,02 13,37 + 0,77 2368 *+ 0,08 1966 = 0,15 2145 + 0,76 33,83 + 0,27 2858 + 0,71 31,00 = 1,04
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Tabla S4: Niveles de mercaptanos polifuncionales en su forma libre remanentes en las FFAs reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1
y 2 meses a distintas dosis de oxigeno en los sistemas MOX.

4AMMP_libre (ugL™)

MHA_libre (ugL™)

3MH Libre (ugL™)

Tolér(nrgg E-mlg S/) FFA 1 FFA 2 FFA FFA 1 FFA 2 FFA3 FFA FFA 2 FFA3
0/M1 5192 + 553 89,57 + 7,57 5497 + 044 555 + 107 847 + 005 653 £ 003 2010 + 1,63 2523 + 1,09 1495 + 2,86
7/M1 31,31 + 2,13 3366 + 003 3078 + 029 089 * 008 177 + 006 165 + 001 408 * 026 524 + 014 295 + 0,05
20/ M1 2237 + 035 31,70 + 2,35 27,07 + 139 091 + 011 214 + 059 172 + 006 250 + 011 212 + 022 169 + 0,13
50/ M1 20,88 + 188 2662 + 0,73 2312 + 299 101 + 008 095 + 021 134 + 120 246 + 010 167 + 007 136 + 0,06
0/M2 602 + 015 2888 * 003 2449 = 226 160 * 014 2,63 + 005 457 * 090 239 + 041 1150 *+ 1,08 971 * 1,33
7/ M2 612 + 034 1107 + 090 852 + 027 122 + 003 234 + 001 091 + 009 316 + 007 240 + 007 187 #* 001
20/ M2 465 + 007 1021 + 183 7,29 + 049 085 * 002 1,66 + 016 076 + 007 217 + 005 399 * 018 1,00 = 0,01
50 / M2 372 + 064 729 *# 102 510 + 027 062 *+ 010 057 + 002 076 * 010 169 *+ 009 181 * 009 1,93 * 0,02

Tabla S5: Niveles de mercaptanos polifuncionales totales remanentes en las FFAS reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1y 2 meses a
distintas dosis de oxigeno en los sistemas MOX.

4MMP_Total (ugL™)

MHA_Total (ugL™?)

3MH_Total (ugL™)

Tcl)érggg E‘mlg S/) FFA 1 FFA 2 FFA FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA3
0/M1 60,00 7746 + 16,65 58,61 + 2,05 24,00 16,07 + 1,38 1931 * 2,27 65,00 46,72 + 146 5236 + 4,43
7/M1 51,86 + 133 4429 + 030 4217 + 261 1320 + 034 849 + 001 1217 + 0,17 2814 + 691 1895 + 238 9,85 + 0,18
20/ M1 41,92 + 080 4598 + 172 40,89 + 385 1120 + 0,35 830 + 067 1095 * 018 2479 + 009 1476 + 036 11,16 * 0,07
50/ M1 39,88 + 0,87 4252 + 298 3749 # 3,55 11,37 + 041 827 + 009 1049 + 061 2356 + 089 1974 + 1,44 1064 + 0,03
0/M2 2824 + 146 4992 + 1102 4427 + 332 1856 + 2,16 12,93 + 160 19,02 + 1,90 2522 + 1,12 2981 + 357 31,11 # 0,13
7/ M2 21,43 + 0,03 2097 * 044 1987 + 000 745 * 009 585 + 031 660 *+ 001 2085 + 0,21 10,10 * 0,75 12,83 + 0,03
20/ M2 1867 + 1,03 2347 + 477 1681 + 112 656 + 010 618 + 1,79 531 + 005 1525 # 015 19,63 + 1,85 19,06 + 532
50/ M2 1348 + 002 2606 + 0,75 1464 + 037 476 + 050 698 + 092 515 + 0,78 1630 + 055 20,62 + 091 1152 + 058
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Tabla S6: Niveles de aromas labiles y concentracion de acetaldehido presentes en las FFAS reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1y

2 meses a distintas dosis de oxigeno en los sistemas MOX.

Linalool (a.u.) TDN (a.u.) Acetaldehido (mgL™)

T?;ggg z‘mlg S/) FFA1 FFA 2 FFA3 FFA1 FFA2 FFA3 FFA1 FFA 2 FFA3
0/M1 11292,43 + 45,05 1655,28 *+ 68,34 6176,06 = 138,38 4080,14 * 122,44 1050,36 = 476,52 2963,75 * 1559,10 403 +* 000 1090 = 151 10,14 * 1,06
7/ M1 8952,88 + 187,98 1793,85 + 346,36 3991,30 * 513,19 1031,23 * 88,34 590,83 = 50,64 742,34 + 37,98 3855 £ 0,77 3129 = 431 3328 % 1,553
20/ M1 9964,29 + 673,35 210848 + 396,51 3750,87 + 253,41 126588 * 163,96 446,31 + 11,14 648,64 = 40,74 4147 + 503 3616 * 1,97 37,85 * 3,99
50/ M1 973797 = 43050 177943 + 5,79 3635,25 + 313,90 120490 + 79,42 474,18 + 18,68 644,19 = 3,01 3768 £ 8,08 40,73 £ 153 3921 % 3,01
0/M2 9756,47 = 103,25 154248 + 33,65 4532,88 + 272,39 8879,69 + 718925 390365 = 61,21 5314,31 = 501,28 329 = 0,20 3,41 £ 0,05 3,44 £ 0,03
71M2 5401,02 + 390,50 1162,24 + 21,60 3678,12 + 14532 759,32 + 233,25 571,05 = 23,65 749,89 + 114,63 30,69 £ 0,01 3769 * 0,20 5577 * 2,85
20/ M2 5432,44 *+ 352,45 1209,36 + 190,95 3296,65 * 36510 1687,12 * 146,68 57150 *= 13597 988,99 + 7248 50,01 £ 0,09 6061 = 087 5694 * 2,36
50/ M2 6062,94 + 522,79 142297 % 15,550 329497 + 484,16 1512,34 * 610,13 395,97 = 43,78 936,74 + 145,20 6490 + 241 6840 + 280 60,26 + 0,20

a.u.: unidades de &rea (&rea relativa frente al estandar interno 2-octanol)
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Tabla S7: indices polifendlicos medidos en las FFAs reconstituidas después de su proceso de envejecimiento durante 1y 2 meses a distintas dosis de oxigeno
en los sistemas MOX.

Actividad tanica (pegajosidad) (u.a.) Taninos Totales (mgL™) Taninos Pigmentados (mgL™)

Tolén(q’gg z-mlg s/) FFA 1 FFA 2 FFA3 FFA 1 FFA 2 FFA3 FFA 1 FFA 2 FFA3
0/M1 544521 + 14,99 349957 + 250,85 454555 + 23286 164221 + 881 2131,40 + 40,66 2617,12 + 0,64 370,06 + 7,07 76757 + 1242 710,73 + 4,89
7/ M1 7853,78 + 277,54 487051 + 130,86 5689,02 + 56,20 2059,56 + 9,44 2336,84 + 84,37 2570,79 + 12,62 347,35 + 1921 623,55 + 20,58 576,27 + 2,76
20/ M1 777484 + 28,10 453491 + 306,58 5779,19 + 53,20 1959,32 + 8,30 2261,35 + 14,82 2480,61 + 14,58 299,93 + 4,99 566,30 + 17,33 517,03 + 5,84
50/ M1 7376,64 + 90,59 467305 + 74,78 5788,12 + 66,90 1868,70 + 57,99 2252,94 + 12,18 243155 + 4582 282,99 + 1306 552,19 + 7,11 489,07 + 24,58
0/M2 2071,18 + 90,18 152520 + 3,88 230597 + 93,71 986,60 + 13573  1549,53 + 23,96 1808,20 + 43,94 23045 + 3355 586,88 + 1327 526,72 + 13,40
71 M2 4290,19 + 123268 2805,06 + 94591 625159 + 20,28 954,71 + 159,63  1322,79 + 28151 1412,37 + 179,04 14979 + 57,04 37135 + 15956 263,49 + 62,00
20/ M2 5686,69 + 446,44 432494 + 53357 6822,05 + 79,60 789,76 + 12,38 1080,85 + 12,72 1309,16 + 12,64 99,46 * 6,06 232,78 + 1,95 218,08 + 19,58
50/ M2 5503,41 + 217,99 4246,29 + 132,27 6783,81 + 282 672,07 + 56,93 1003,79 + 20,24 124526 + 19,45 8391 + 517 227,66 + 6,16 201,30 + 0,62

u.a.: Unidades de area
IPT indice de Color Potencial (mV frente a Ag/AgCI(s) )

'I('Dlér;n;;g z_mlgzs/) FFA 1 FFA 2 FFA 3 FFA 1 FFA 2 FFA FFA 1 FFA 2 FFA 3
0/M1 22450 + 148 323,00 £ 0,09 34050 + 137 7,18 + 0,00 1510 + 0,00 13,14 + 0,00 48,20 = 2135 4590 + 990 61,80 *+ 13,86
7/ M1 253,33 + 0,20 337,17 + 0,39 34450 = 0,76 7,85 +* 0,00 17,14 + 0,00 1259 + 0,00 21450 + 3,25 203,05 *+ 4,60 204,10 *+ 4,38
20/ M1 249,00 + 0,11 311,17 = 0,75 341,00 + 0,44 764 + 000 1529 + 0,02 1108 + 0,02 21650 *+ 16,97 20545 * 290 204,80 * 3,25
50/ M1 246,67 + 0,05 318,00 + 1,28 337,00 + 0,44 766 + 000 1321 + 0,07 11,39 + 0,02 227,30 + 4,10 21520 *+ 6,36 21540 *+ 1,98
0/ M2 259,00 + 0,11 308,17 + 0,20 338,50 = 0,05 7,08 + 0,00 13,64 * 0,00 1220 + 0,00 4535 + 1,20 27,40 + 552 42,30 + 0,42
71 M2 231,00 + 0,00 301,00 £ 0,10 386,33 + 0,26 7,74 + 0,01 16,80 + 0,02 10,03 + 0,02 180,15 + 092 188,60 *+ 32,95 221,05 * 247
20/ M2 22333 + 0,29 280,83 + 043 37567 = 0,05 6,85 + 0,00 12,82 + 0,24 866 + 0,01 20500 + 693 20510 *+ 2,83 22750 + 1,27
50/ M2 208,50 + 0,12 258,17 + 0,35 357,50 = 0,71 6,61 + 0,00 8,48 + 0,00 8,39 + 0,00 218,555 + 573 21450 + 156 233,00 + 8,77
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- ANNEX II: CHAPTER Il
SUPPLEMENTARY MATERIAL

Chemical characterization of the PAFs: analytical conditions
Characterization of tannins

The analyses were carried out with an Ultra High Pressure Liquid Chromatography system
(Shimadzu Nexera, KIOTO, JAPAN) coupled to a Photodiode Array Detector - SPD-M30A from
Shimadzu (KIOTO, JAPAN). It was operated with Labsolutions software, using a PLRP-S 100 A
3um, 2.1 x 50 mm column (Agilent) protected with a PLRP-S 100A 3p x 5 mm guard column
(Agilent). The samples were run at four column temperatures (30, 35, 40, and 45 °C). Tannin
activity, also called stickiness, calculated as specific enthalpy of interaction between tannins and
a hydrophobic surface (polystyrene divinylbenzene HPLC column), as proposed by Revelette et
al. (1) was quantified. The concentration of tannin and pigmented tannins were also determined,

and were reported in (-)-epicatechin equivalents.

Mean degree of polymerization by phloroglucinol reaction

The protocol was made according to a previously described method of Arapitsas et al. (2). Briefly,
a solution of 0.1 N HCI in MeOH, containing 100 g L-1 phloroglucinol and 20 g L™ ascorbic acid
was prepared. Then, 100 puL of the samples were reacted individually with 100 pL of the
phloroglucinol solution at 50 °C for 30 min. In order to stop the reaction 1 mL of 40 mM aqueous
sodium acetate was added. Samples were filtered by 0.22 um before injection. Calibration curves
were prepared with (+)-catechin, (—)-epicatechin (EC), (-)-gallocatechin (GC), (-)-
epigallocatechin (EGC), (—)-epicatechin gallate (ECG), procyanidin B1, procyanidin B2,
epicatechin 4-phloroglucinol, epicatechin-gallate 4-phloroglucinol and epigallocatechin 4-
phloroglucinol for the quantification before the reaction and with the corresponding
phloroglucinol adducts after reaction.

The quantification was carried out with an Acquity Ultra Performance Liquid Chromatographic
system (Waters, MA, USA) coupled to a Xevo TQ MS System (Waters, UK) operating under
MassLynx XS software, using a Waters Acquity HSS T3, 1.8 um, 2.1 x 150 mm column (Waters),
at 40 °C. The compound detection was based on specific MS transitions in Multiple Reaction
Monitoring (MRM) mode. The injection volume of 2 uL was employed for both the standard
solutions and the samples. The chromatographic separation method used was that described by

Arapitsas et al. (2).
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UHPLC-MS/MS determination of anthocyanins
The samples were analyzed with an Acquity Ultra Performance Liquid Chromatographic system
(Waters, MA, USA) coupled to a Xevo TQ MS System (Waters, UK) operating under MassLynx
XS software. A reverse phase (RP) Acquity UPLC BEH C18, 1.7 ym, 2.1 x 150 mm column
(Waters), protected with an Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 2.1 x 5 mm precolumn (Waters)

was employed. The quantification was carried out using the method described by Arapitsas et al.

@3).

UHPLC-MS/MS determination of polyphenols
Samples were analyzed with an Acquity Ultra Performance Liquid Chromatographic system
(Waters, MA, USA) coupled to a Xevo TQ MS System (Waters, UK) operating under MassLynx
XS software. The chromatographic separation of the phenolic compounds was carried out in a
Waters Acquity HSS T3 column, 1.8 um, 2.1 x 150 mm (Waters). The method described by
Vrhovsek et al. (4) was employed.
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Complete tables of results

Table S1: Basic polyphenolic indexes measured in the wine models after aging.

TPI Tannin activity (Stickiness) Total tannins (mgL™?) Pigmented tannins (mgL %) Color (CI)
PAF Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation
1 433 = 01 38.0 = 19 2345 + 60 3528 + 33 2590 + 69 2834 + 11 801 + 22 705 %= 5 187 £ 02 161 = 0.0
2 286 = 0.1 278 £ 0.2 3303 = 94 4599 + 59 1922 + 49 2145 + 19 461 £ 17 399 + 9 86 £ 01 85 + 00
3 204 £+ 01 202 £ 01 1200 = 58 2832 + 58 1298 + 6 1447 + 4 347 £ 8 273 £ 6 69 £+ 02 71 + 0.0
4 377 £ 05 341 + 03 2631 + 58 3945 + 98 2395 + 15 2558 + 8 698 + 11 556 + 14 125 * 04 156 + 0.0
5 356 £ 05 331 £ 05 3026 + 113 4903 + 292 2513 + 21 2605 + 115 585 #+ 17 469 + 32 120 = 0.1 10.7 £ 0.0
6 355 £+ 01 338 £ 1.2 3409 + 39 4281 + 260 2565 = 19 2503 + 49 630 £ 8 530 £ 25 115 + 00 119 + 01
7 282 + 15 28.0 =+ 0.7 3969 + 88 3627 + 246 1959 + 24 2054 + 47 484 + 11 409 £ 14 105 £ 00 95 % 00
8 204 £ 01 206 £ 01 2651 + 27 2807 x 72 1382 + 27 1422 + 321 £ 5 272 £ 5 64 + 01 65 = 00
9 322 £ 06 28.7 £ 2.2 2980 = 33 4336 + 121 2454 + 20 2433 + 579 + 489 + 10 102 £ 00 98 £ 0.0
10 187 + 04 183 £ 0.2 3063 + 167 3929 + 33 1420 + 1342 + 11 299 + 240 + 8 57 £ 00 6.1 % 0.0
11 273 + 04 263 £ 01 3915 + 32 5118 + 123 2103 =+ 1949 + 10 370 + 353 + 42 73 £ 01 72 + 00
12 410 + 01 385 + 04 2863 + 26 3344 + 129 2906 + 37 2944 + 43 840 + 16 705 + 16 171 + 01 170 + 0.1
13 36.1 =+ 08 33.7 £ 01 2308 + 60 2936 + 175 2384 + 6 2481 + 30 738 £ 7 621 + 11 162 = 01 141 * 0.0
14 26.1 + 038 258 = 038 3835 + 277 6055 + 300 1974 + 68 2063 *+ 61 376 + 346 + 17 69 £+ 00 76 + 00
15 247 £ 01 240 £ 03 2573 + 24 3868 + 295 1887 + 3 1813 + 15 397 £ 4 330 + 4 74 £ 03 75 % 0.0
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Table S2: OCRs measured in the experiment, redox potential and acetaldehyde found in the wine models after the aging processes.

OCR (mgL* per

Potential (mV)

Acetaldehyde (mgL™?)

day)

PAF Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation

1 898 + 1.08 -20.5 = 10.0 529 * 6.1 138 + 0.13 11.61 + 0.94
2 793 = 014 3.2 + 6.7 122.1 + 205 129 + 0.03 1256 * 1.75
3 575 + 1.48 3.1 £ 127 198.7 + 14 260 + 086 1259 + 0.34
4 897 + 086 -176 + 95 748 + 45 160 + 029 1213 + 0.17
5 1330 £ 092 471 + 29 64.0 = 43 129 + 019 1312 + 1.27
6 1133 + 216 -146 + 438 494 + 128 153 + 006 1382 *+ 3.34
7 563 + 032 -380 + 14 1206 + 7.7 145 + 023 1486 * 1.85
8 6.47 + 062 -31.3 + 185 1824 + 238 1.00 £ 0.10 1519 + 0.14
9 923 + 113 -104 + 138 732 = 85 143 + 011 1431 + 0.82
10 6.00 £ 125 -278 + 46 1869 + 5.7 116 + 0.17 1414 + 097
11 8.33 = 0.65 33 £ 17.6 150.3 + 109 152 + 055 1470 = 0.77
12 1363 + 133 -277 + 56 506 + 4.9 152 + 012 15.04 = 0.71
13 1199 + 1.04 -289 + 3.0 58.3 + 45 131 + 020 15.72 + 0.66
14 599 + 033 -134 + 6.0 1647 £ 1.0 146 + 0.10 1466 + 0.19
15 586 + 019 -19.0 + 159 169.3 + 4.2 136 + 0.15 1574 + 0.18
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Table S3: Levels of Strecker aldehydes found in the wine models after the aging processes

Isobutyraldehyde (ugL™) 2-methylbutanal (ugL™) 3-methylbutanal (ugL™?) Methional (ugL™) Phenilacetaldehyde (ugL™)
PAF Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation
1 0.70 = 0.18 21.04 £ 276 0.00 + 000 2378 + 269 106 * 011 3030 +* 339 187 = 010 71.72 *+ 1.85 377 £ 025 8420 = 3.72
2 0.89 + 0.04 3941 + 8.16 0.00 £ 0.00 4133 + 656 180 * 047 5336 + 10.28 2.07 + 0.08 130.38 + 11.15| 6.94 + 0.07 159.60 + 11.49
3 3.12 + 0.61 3053 + 470 0.00 £ 0.00 36.18 + 3.73 344 *+ 060 5777 + 449 354 + 0.16 176.66 + 3.03 |28.73 + 0.47 208.16 + 1.99
4 0.70 = 0.27 2437 + 189 0.00 £ 0.00 2957 + 108 1.06 * 025 39.32 £ 200 201 * 0.07 102.87 *+ 8.09 468 + 039 117.75 + 11.28
5 112 + 0.07 2746 + 436 0.00 £ 000 3163 £ 533 161 + 006 4271 + 714 247 + 0.07 11449 + 1477 | 757 + 0.05 14164 *+ 19.34
6 0.78 + 0.11 2488 + 585 0.00 £ 000 2882 + 564 127 + 009 4043 +* 734 183 + 0.04 9691 + 1619 | 461 + 040 11992 + 2235
7 0.51 + 0.05 2165 + 133 0.00 £ 000 28.09 + 093 197 + 156 3995 + 0.87 187 + 0.11 12486 + 3.33 559 + 0.25 157.36 + 3.22
8 143 + 0.35 3447 + 178 0.00 £ 000 38.02 + 190 140 + 033 6046 = 265 165 + 0.08 146.86 *+ 3.33 6.01 + 047 188.36 * 547
9 129 + 0.66 2632 + 444 0.00 + 000 3065 + 483 232 + 116 4279 + 730 464 + 418 10855 + 1297 | 979 + 643 13496 + 16.67
10 0.62 = 0.02 3383 + 087 0.00 £ 000 4156 * 116 113 + 0.09 6025 + 181 175 * 0.05 161.68 + 9.22 8.28 = 0.09 195.66 * 9.42
11 114 + 0.25 3472 + 344 0.00 £ 000 4204 + 280 272 + 121 5930 * 536 197 + 025 14650 + 7.09 6.95 + 0.39 17543 *+ 6.48
12 0.89 + 0.07 2440 + 153 0.00 + 000 2949 + 195 140 #+ 0.03 36.10 + 282 261 + 024 9469 + 3.46 576 + 0.10 109.26 + 5.11
13 0.66 = 0.05 2528 + 226 0.00 £ 0.00 3013 + 224 119 *+ 002 39.12 + 354 233 + 0.17 106.66 * 5.77 6.21 + 0.23 157.87 + 37.71
14 0.87 + 0.07 4055 + 597 0.00 + 0.00 4828 + 587 339 + 3.03 66.07 £ 506 6.07 £ 031 164.44 *+ 0.56 798 + 051 18541 + 1.32
15 210 + 0.02 50.74 + 967 0.00 + 0.00 56.95 + 838 447 + 000 86.44 + 1093 453 + 0.27 18326 + 392 |29.45 + 042 20891 + 281
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Table S4: Levels of varietal aroma compounds found in the wine models after the aging processes

Linalool (a.u.) TDN (a.u.) Geraniol (a.u.)

PAF Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation

1 1680 = 202 1599 + 148 2086 + 223 2186 + 500 27812 + 2932 29466 + 384
2 8634 + 450 8936 + 590 2994 + 650 2552 + 243 34000 + 2544 36926 + 3399
3 1868 + 89 1977 + 162 2191 + 316 1742 + 325 31868 + 348 33817 £ 850
4 1728 + 110 1552 + 87 2099 + 321 1716 £+ 212 31169 £ 594 33298 + 643
5 1748 + 154 1749 + 34 2178 + 346 1806 + 222 33591 + 1273 29547 + 4841
6 1903 + 24 1800 + 36 1143 + 318 871 + 23 29447 + 5107 30120 + 8156
7 7122 + 209 6941 + 263 5293 + 183 3127 £ 272 38061 + 2337 39791 + 321
8 1164 + 31 1206 + 128 1442 + 344 1065 + 220 31569 + 192 32026 + 669
9 1242 + 35 1158 + 64 1609 + 248 1111 + 94 32454 + 1122 32739 + 595
10 11304 + 553 11023 + 444 2383 + 628 1654 + 115 38449 + 3407 37039 + 895
11 12225 + 151 12263 + 314 3542 + 315 2481 + 511 37921 + 271 39190 + 758
12 1670 + 22 1525 + 103 1161 + 206 954 + 109 30598 + 401 31953 + 748
13 1351 + 34 1428 + 101 1177 + 203 950 + 101 28912 + 984 32636 + 1514
14 15080 + 1575 10302 + 333 4974 + 268 2578 + 352 54315 + 2056 39756 *+ 1923
15 20103 + 3148 21601 + 1905 2526 + 426 2158 + 232 53390 + 7737 61799 + 5470
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Table S5: Levels of free polyfunctional mercaptans found in the wine models after the aging processes

AMMP free (ugL™) MHA free (ugL™?) 3MH free (ugL™?)

PAF Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation

1 61.75 + 9.27 8.72 + 2.38 1592 £ 4.02 279 £ 0.80 7117 + 2823 941 £ 272
2 75.77 + 16.82 1042 + 284 1568 £ 297 170 £ 0.22 61.07 = 1063 7.06 £ 1.37
3 55.57 + 9.91 8.66 + 4.95 16.84 + 251 161 + 0.29 80.80 + 6.94 8.49 + 2.17
4 4226 + 1082 7.54 + 3.65 1234 + 216 201 + 0.04 65.81 + 17.27 1192 + 3.04
5 66.17 + 17.30 9.60 + 1.20 17.04 + 593 215 + 0.32 62.06 + 117 1027 + 4.27
6 46.18 + 3.33 1053 + 232 1230 + 127 279 + 0.69 4840 + 3.34 11.25 + 4.08
7 79.61 + 1870 514 + 2.80 2411 + 466 1.70 £ 0.29 90.53 + 1354 7.94 £+ 0.67
8 69.25 + 856 10.79 + 4.15 2271 + 329 169 + 0.23 88.32 £ 5.60 7.42 + 0.89
9 60.50 + 1.69 9.27 + 6.56 1357 + 024 205 + 021 50.03 + 439 1047 + 0.64
10 108.41 + 29.96 1822 + 1.72 2544 + 450 245 £+ 023 10384 + 802 1161 + 0.94
11 100.80 + 18.65 1991 *+ 1.06 2297 + 393 186 + 0.10 88.70 + 936  10.79 £ 0.63
12 106.14 + 1527 14.06 + 2.59 2454 + 049 302 + 001 80.50 + 091 1456 + 1.06
13 100.42 + 20.41 15.68 * 5.97 2461 + 491 311 + 0.23 8495 + 4.74 1517 + 131
14 96.60 + 11.75 23.30 + 581 2122 + 397 421 + 051 98.06 + 19.17 1252 + 1.73
15 96.14 + 1996 16.02 + 1053 2151 + 316 201 *+ 0.64 81.73 + 6.14 1131 + 4.15
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Table S6: Levels of free polyfunctional mercaptans found in the wine models after the aging processes

4MMP_Total (ugL™)

MHA_Total (ugL™)

3MH_Total (ugL™)

PAF Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation Anoxic Oxidation

1 7101 + 6.09 1277 + 6.73 33.07 + 052 949 + 129 9565 + 3.76 19.93 * 6.65
2 77.70 + 9.37 802 + 448 3912 + 322 426 + 032 101.62 + 1987 943 + 234
3 59.83 + 13.01 1924 + 989 3970 + 339 7.71 + 1.07 7440 + 16.37 16.10 *+ 5.66
4 68.13 + 8.85 924 + 060 2461 + 044 766 = 019 69.71 = 865 2219 + 6.30
5 103.18 + 12.08 1457 + 535 2527 = 203 871 * 043 9263 + 479 1943 + 1.10
6 75.06 + 1982 1756 + 154 1831 + 406 869 + 111 101.11 + 2.06 26.73 *+ 7.15
7 120.63 + 2296 2356 + 444 4373 + 285 1228 + 040 13430 + 40.75 33.80 + 8.70
8 9250 + 2586 32.47 + 1537 5082 + 255 12,67 + 119 11001 + 6.29 4870 = 3.77
9 8754 + 1925 2091 + 6.00 30.89 + 244 1063 + 030 68.01 + 1502 28.86 *+ 1.01
10 12942 + 3266 2315 + 532 3360 = 072 871 + 128 121.79 + 27.44 29.23 + 4.46
11 11724 + 2171 2754 + 048 3433 = 075 834 + 082 9433 + 2485 2621 + 217
12 11096 + 20.23 1643 + 343 3431 + 682 919 + 021 9290 *+ 1440 2026 + 564
13 111.00 + 30.23 1634 + 532 3218 + 117 980 + 031 9175 + 24.02 2724 + 193
14 10150 + 3353 26.65 + 451 2426 + 894 7.76 + 054 91.16 + 3475 3586 + 19.84
15 106.89 + 9.81 2150 + 1185 3324 + 113 888 + 157 9980 + 952 30.02 + 10.62
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- ANEXO II1: CAPITULO IV

Tabla S1: Caracterizacion polifendlica de las FFAs.

FFA (variedad)
Tempranillo Garnacha
Delfinidina 3-glucésido 22,28 4,54
Cianidina 3-glucésido 13,22 2,35
Petunidinaa 3-glucésido 37,76 9,24
Peonidina 3-glucésido 42,68 25,24
Pelargonidin 3-glucésido 0,42 0,10
Malvidina 3-glucésido 168,13 117,42
Delfinidina 3-(6"-acetil)-glucésido 1,90 0,07
Cianidina 3-(6"-acetil)-glucdsido 0,76 0,01
Petunidina 3-(6"-acetil)-glucosido 3,93 0,34
Peonidina 3-(6"-acetil)-glucésido 2,41 0,82
7, Malvidina 3-(6"-acetil)-glucésido 22,97 7,66
g Delfinidina 3-(6"-p-cumaril)-glucésido 6,00 0,24
% Cianidina 3-(6"-p-cumaril)-glucésido 3,55 0,26
8 Petunidina 3-(6"-p-cumaril)-glucésido 1,46 011
< Peonidina 3-(6"-p-cumaril)-glucosido 8,28 345
Malvidina 3-(6"-p-cumaril)-glucésido 58,78 20,41
Delfinidina 3,5-diglucésido 0,52 0,61
Petunidina 3,5-diglucosido 0,16 0,11
Peonidina 3,5-diglucésido 0,07 0,16
Malvidina 3,5-diglucésido 0,23 0,20
Carboxypyrano Malvidina 3-glucésido (Vitisina A) 0,55 0,59
Malvidina 3-(6"-caffeoyl)-glucésido 1,07 0,80
Malvidina 3-glucésido (epi)-catequina 0,19 0,30
Malvidina 3-glucésido 8-ethyl-(epi)-catequina 0,11 0,51
Malvidina 3-(6"-p-cumaril)-glucésido (epi)-catequina 0,16 0,02
- Acido Caftarico 1,42 1,83
‘:’- Acido Fertéarico 0,73 1,96
;ig Acido p-Cumérico 1,05 0,43
g Acido Cafeico 0,20 1,24
% Acido t-Cutérico 1,86 0,95
< Acido Ferlico 0,77 1,03

a.u: unidades arbitrarias
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Tabla S1 (Continuacion): Caracterizacion polifendlica de las FFAs.

FFA (variedad)
Tempranillo Garnacha
Kampferolo 1,20 0,22
Quercetina-3-Glucurénido 0,80 0,68
Quercetina 0,80 0,46
Quercetin-3-Glucésido 1,86 0,30
S Kampferolo-3-Glucurdnido 0,96 0,48
‘g’ Isoramnetina 0,58 0,61
g Siringetina 0,54 0,51
= Siringetina-3-Glucésido 1,07 0,96
Isoramnetina-3-Glucésido 1,20 0,85
Miricetina 0,92 0,40
Laricitrina 0,67 0,40
Quercetin-3-Galactésido 0,95 0,41
o Catequina 0,42 4,38
;E»I Epicatequina 0,50 2,86
8 Galocatequina 0,18 0,37
§ Epigalocatequina 0,09 0,28
E Epicatequina-galato 0,06 0,04
é Grado medio Polimerizacién 32,11 16,65
% %Procianidinas 73,56 73,90
g %Galoilados 6,38 7,31
% %Prodelfinidinas 20,06 18,79

a.u: unidades arbitrarias
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- ANEXO IV: CAPITULO V

Las tablas S1y S2 del material suplementario correspondiente al capitulo V se encuentran
en el archivo Excel embebido a continuacion.

[

3

Tabla
suplementarias S1y

255



	TUZ_2539_Bueno_estudio.pdf
	2539_Bueno Aventin TESIS REDUCIDA



