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1. RESUMEN

El presente estudio pretende evaluar la reactividad de anhidrido sulfuroso,
acetaldehido y &cido sulthidrico en 12 vinos modelo de diferente composicion fendlica y
describir los cambios quimicos ocurridos tras su incubacion a 35 °C durante 1.5 meses en
anoxia. Esta incubacion simula el proceso de envejecimiento del vino, y se llevd a cabo
luego de medir el punto inicial de todos los parametros experimentales. El vino almacenado
en condiciones andxicas experimenta una disminucién en su potencial redox, se cree que
los compuestos polifendlicos ceden electrones al vino, enriqueciendo las formas reducidas
de los pares redox presentes. Este trabajo busca determinar como la diferente composicion
fendlica influye en el vino final al interactuar con las sustancias cominmente presentes en
la bebida. Se utilizaron varias técnicas para la determinacion de los pardmetros
experimentales. La determinacién de SO; libre y combinado se llevé a cabo por el método
de Rankine, el acetaldehido total se determin6 por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) y los compuestos azufrados (H2S, MeSH, CS; y SO, activo) por cromatografia de
gases. El indice de polifenoles (IPT) y la intensidad de color fueron determinados mediante
espectrofotometria, y el potencial redox mediante voltamperometria con un medidor
portatil con electrodo de titanio y un sistema de referencia Ag/AgCl incorporado. En
términos generales, hubo un consumo de sulfuroso y acetaldehido a lo largo de la
incubacion, mientras que el sulfhidrico aument6 en vinos con potenciales iniciales altos, y
varid de manera diferente en cada muestra cuando el potencial redox de partida fue bajo.
El IPT experimentd una disminucion estadisticamente significativa al afadir sulfuroso y
acetaldehido, pero no al fortificar con sulfhidrico. El color por otro lado disminuyo
significativamente al dopar las muestras con sulfuroso y sulthidrico. Tras la incubacion,
los compuestos fenolicos reaccionaron de manera diferente con sulfuroso, acetaldehido y
sulthidrico, lo cual se relaciona con el potencial redox de la matriz en la que se trabaja, que
repercute ademas en sus propiedades organolépticas, mismas que en el vino van

transformandose a lo largo del envejecimiento.

Palabras clave: anoxia, composicion fendlica, envejecimiento, potencial redox.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to assess the reactivity of sulfur dioxide, acetaldehyde
and hydrogen sulfide in 12 model wines with different phenolic composition, by describing
the chemical changes that were presented after 1.5 months of incubation at 35°C under
anoxic conditions. This was made in order to simulate the wine ageing process that have
been accomplished by working under these conditions in previous studies. The initial point
measurement of all experimental parameters was carried out right before the incubation, so
as to evidence the changes occurred after the incubation. Wine stored under anoxic
conditions experiences a decrease on its redox potential, it is believed that polyphenols
donate electrons to the wine, enriching the reduced forms of redox pairs contained. The
following research seeks to determine how the different polyphenolic content influences
the final quality of the wine by interacting with the substances commonly present in the
beverage. Several techniques were used to determine the experimental parameters; the
determination of free and combined SO2 was carried out by the Rankine method, the total
acetaldehyde was determined by high performance liquid chromatography (HPLC) and the
sulfur compounds (H>S, MeSH, CS; and active SO,) were measured by gas
chromatography. The total polyphenol index (IPT) and the color intensity were determined
by spectrophotometry, and the redox potential was measured by voltammetry with a
portable meter with a titanium electrode and a built-in Ag/AgCl reference system. In
general terms, there was a consumption of sulfur dioxide and acetaldehyde throughout the
incubation, while hydrogen sulfide consumption increased in wines with high initial
potentials, and varied differently in each sample when the initial redox potential was low.
The IPT experienced a statistically significant decrease by adding sulfurous and
acetaldehyde, but not by fortifying with hydrogen sulfide. The color on the other hand,
experienced significant decreases when samples were fortified with sulfur dioxide and
hydrogen sulfide. After incubation, the phenolic compounds reacted differently with sulfur
dioxide, acetaldehyde and hydrogen sulfide, which is related to the redox potential of the

matrix, that affects its organoleptic properties, transformed throughout the wine ageing.

Keywords: anoxia, phenolic composition, ageing, redox potential.



3. INTRODUCCION
3.1. VINO Y MISTELA

El vino es una bebida alcohdlica obtenida del proceso de fermentacion del mosto de
uva, su calidad y longevidad estan determinadas por el contenido fenolico y aromatico de
la uva de partida, compuestos a los que se atribuye la intensidad de sensaciones en boca,
capacidad antioxidante, color, calidad e intensidad aromatica, factores que influyen
significativamente en la calidad final del vino (Flanzy, 2003).

Durante la fermentacion alcohdlica del mosto de uva, muchos componentes son
transformados, principalmente los azucares, que son los responsables del grado alcoholico
del vino. En condiciones ambientales normales la fermentaciéon se detiene
espontdneamente, cuando la graduacion alcoholica ha alcanzado los quince grados.
También se puede detener el proceso fermentativo, al afiadir alcohol vinico al mosto en
fermentacion antes de que alcance los quince grados, de esta manera se conserva el sabor
a mosto y los caracteres frutales de la uva de partida, aportando el medio etéreo del alcohol
para producir una bebida licorosa denominada mistela, cuya graduacion alcohdlica oscila
entre los 13 y 23° (Céceres y Lizarraga, 2016). Segun la Real Academia Espafiola, la mistela
es el liquido resultante de la adicion de alcohol vinico al mosto de uva en cantidades

equilibradas para impedir que tenga lugar la fermentacion (RAE, 2018).

3.1.1. EL VINO COMO ALIMENTO

El aroma y flavor de un vino son factores determinantes de su calidad y son el
resultado de una serie de equilibrios entre las sustancias aromadticas y elementos sépidos
que rigen el agrado gustativo (Peynaud, 1996). El agrado gustativo que genera el vino al
beberlo se complementa con los efectos beneficiosos que ejerce sobre la salud. En este
contexto se pueden resaltar los compuestos fendlicos, que ademas de ser los responsables
del color del vino, tienen propiedades antioxidantes, ademas son capaces de coagular

proteinas, clarificar los vinos y actiian como bactericidas (Diaz-Garcia ef al., 2013).

3.2. TIEMPO DE VIDA DEL VINO
Durante el envejecimiento, el vino atraviesa una serie de transformaciones

profundas. Los vinos tintos experimentan principalmente cambios en su color, bouquet y
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sabor. Desaparece el aroma de vino joven y se afinan caracteristicas sensoriales como la
astringencia, cuerpo y notas varietales. El tiempo durante el cual el vino experimenta estas
transformaciones, caracterizan su vejez y por ende su calidad, este tiempo fluctia en
funcién a la variedad de uva, origen y condiciones de cosecha. El contenido de compuestos
fenolicos, ha sido relacionado con la longevidad de los vinos tintos, sin embargo,
fenémenos como la oxidacion, transformacion de compuestos colorantes y sustancias

aromaticas son factores que también intervienen en su tiempo de vida (Peynaud, 1996).

3.2.1. APORTACION DE OXIiGENO AL VINO A LO LARGO DE SU VIDA

El oxigeno es un elemento que puede afectar positiva o negativamente al vino a
través de complejas interacciones. El equilibrio entre sus efectos positivos y negativos
depende de la concentracion de oxigeno disuelto, momento de la disolucion y
caracteristicas del vino. Los principales efectos del oxigeno en el vino suelen ser
modificaciones de las fracciones fendlica y aromatica del vino, aunque también puede
contribuir al crecimiento y multiplicacién de microorganismos (Vilanova et al., 2011).

Cuando los compuestos fenolicos son oxidados se evidencian fendémenos
mayoritariamente relacionados con el color del vino, como el pardeamiento. Pero también
efectos positivos en el envejecimiento del vino, pues se reduce la astringencia y se estabiliza
la fraccion fenodlica (Bridle y Timberlake, 2006).

Cuando la fraccién aromatica se oxida, el vino tiende a perder sus aromas varietales,
y evidentemente se desarrollan notas oxidativas. En las primeras etapas de vinificacion los
compuestos aromaticos volatiles se encuentran relativamente protegidos del oxigeno, pues
estdn presentes en forma de precursores, es decir, unidos a otras moléculas, siendo asi

menos sensibles a la oxidacion que en su forma libre (Zironi et al., 2009).

3.2.2. ENVEJECIMIENTO DEL VINO

El efecto del oxigeno en el vino se ve influenciado también por la presencia de
metales pesados como el cobre y el hierro, y en menor medida el Mn, que actian como
potentes catalizadores de reacciones oxidativas. Ademads, algunos productos de la
oxidacioén de compuestos fendlicos, como radicales libres y peroxidos, pueden intervenir

como compuestos oxidantes (Danilewicz, 2016).



Durante el envejecimiento, el consumo de oxigeno es menor que en la fermentacion
y mas controlado, siendo el tiempo un factor critico para que la transformacion de sus
caracteristicas organolépticas dé como resultado un vino de mayor calidad que el vino joven
de partida. Existen dos etapas del envejecimiento: la fase oxidativa que se produce en
barrica y la fase reductora que se produce en botella (Garcia, 2015).

El envejecimiento en barrica (generalmente de roble) es un proceso mediante el cual
el vino joven es microoxigenado con el fin de mejorar sus cualidades olfativas y gustativas.
Estos micro volumenes de oxigeno que atraviesan la madera por sus poros se disuelven en
el vino y se combinan con sus componentes, produciendo una oxidacién lenta, que permite
la evolucidn y estabilizacion del color del vino de un rojo - violaceo caracteristico de vinos
tintos jovenes a un rojo — teja. Ademas, las caracteristicas cromaticas del vino no son las
unicas que cambian, pues se consigue también mejorar el cuerpo y la astringencia del vino,
asi como su aroma, al incrementar las notas afrutadas y disminuir las vegetales (Gomez,
2016).

Por otro lado, durante el envejecimiento en botella el vino se encuentra en un
ambiente anoxico, es decir, en ausencia de oxigeno. Para conseguir esto, las botellas se
colocan en posicion horizontal, de tal manera que el vino entre en contacto con el corcho,
manteniéndolo hiimedo, hinchado y consecuentemente hermético. De esta manera se
consigue que los sabores y aromas adquiridos en la fase oxidativa se afinen, desarrollando
el bouquet del vino, el cual solo se manifiesta con potenciales redox bajos (Peynaud, 1996).

El vino es una matriz compleja donde coexisten numerosas especies
oxidorreductoras. Su potencial redox se ve directamente influenciado por el pH y el
oxigeno disuelto en ¢él. Durante la fermentacion este potencial se modifica, afectando
principalmente la composicion polifenolica, que se evidencia con una importante caida del
color, asociada a las formas antocidnicas que se encuentran libres. Estas especies labiles
inducen reacciones de polimerizacion, puesto que su caracter labil aumenta (Gomez, 2015).
La funcion del oxigeno en estos casos es reducir la cantidad de antocianos libres e
incrementar la condensacion entre antocianos y taninos, sin embargo, se debe tener en
cuenta que un exceso de oxigeno puede inducir el crecimiento bacteriano y aumentar la

oxidacion de compuestos fenélicos (Del Alamo et al., 2013).



Durante el envejecimiento del vino, otros compuestos altamente labiles pueden verse
afectados, mayoritariamente moléculas de naturaleza aromatica. Los mas destacables son
mercaptanos polifuncionales, cuya estructura presenta al menos un grupo —SH (tiol). En el
vino se encuentran principalmente el 4-mercapto-4-metil-2-pentanona (4MMP), acetato de
3-mercapto-hexilo (3MHA) y el 3-mercaptohexanol (3MH), responsables de las notas
tiolicas (Floch et al., 2016). También se encuentran otros tioles como el bencilmercaptano
(BM) que aporta notas aromaticas a pelo quemado o el furfuriltiol (FFT) con aroma a café
tostado que no tienen sus precursores en las uvas. La alta reactividad de estos compuestos

hace que se vean muy influenciados por envejecimiento del vino (Culleré et al., 2019)

3.3. ANTIOXIDANTES DEL VINO

Una sustancia antioxidante es aquella que en bajas concentraciones en relacion a un
sustrato oxidable retrasa significativamente o previene la oxidacion de dicho sustrato
(Halliwell, 1995). En el vino la accion antioxidante es atribuida mayoritariamente a los
compuestos fenolicos, ademas, estos son los responsables del color del vino y contribuyen
también a su astringencia (Lutz et al., 2012).

Los compuestos fenolicos se encuentran en los tejidos de la fruta y se clasifican
segun su estructura en dos grupos: flavonoides y no flavonoides (Cotea et al., 2012). Los
flavonoides son los mas estudiados y estan presentes en el hollejo, tallo y semillas de la uva
y segun su estructura molecular se dividen en antocianos, taninos, flavonoles, flavononas
y flavonas, compuestos que proporcionan pigmentos rojos, anaranjados, rosas, purpuras y
azules respectivamente (Glirbiiz et al., 2007).

Los polifenoles no flavonoides abarcan a los acidos fenolicos y estilbenos. Los
primeros se caracterizan por tener un grupo carboxilo en su estructura, y a pesar de ser
incoloros, pueden tornarse de color amarillo por procesos oxidativos (Stalikas, 2007). Los
estilbenos en cambio son sustancias no flavonoides que actian en respuesta a ataques
patdgenos y reaccionan ante factores abidticos como la luz ultravioleta (Belajova, 2012).

Debido a la amplia gama de colores de estos compuestos, son capaces de absorber
luz a diferentes longitudes de onda, razén por la cual se emplea la espectroscopia

ultravioleta visible para su determinacion en vino (Boggia et al., 2013; Mulero et al., 2013).



3.3.1. ANHIDRIDO SULFUROSO (SO2) COMO AGENTE ANTIOXIDANTE

El SO: es un agente antioxidante adicionado al vino que no reacciona directamente
con el oxigeno. Su funcién principal es reducir los polifenoles oxidados reconstituyendo
sus formas iniciales, esto con el fin de evitar reacciones de polimerizacion, ademas impide
la produccién de acetaldehido, compuesto relacionado con el olor “a oxidado™ del vino
(Gomez, 2016). Es el compuesto quimico mas importante utilizado para prevenir la
oxidacion del vino, ademds, no solamente actia como antioxidante, pues tiene también
propiedades antibacterianas y antioxidasicas (Carrascon et al., 2018). En el vino el SO> esta
presente en estado libre y combinado con algunos constituyentes organicos, de tal manera
que el anhidrido sulfurosototal corresponde a la suma de sus fracciones libre y combinanda.

La fraccion libre se encuentra en estado salificado, en forma de sales acidas o
bisulfitos. Parte del SO, libre corresponde al sulfuroso disuelto en estado gaseoso, esta
porcion se conoce como sulfuroso activo, y ejerce una funcion antiséptica en el vino.

En el vino, el SO; se combina con sustancias pertenecientes al grupo de los aldehidos
y las cetonas, generando compuestos de diferente estabilidad. Cuando se une al
acetaldehido producido por las levaduras fermentativas se produce una combinacién muy
estable e irreversible denominada &cido aldehido-sulfuroso o etanolsulfonico. Existen
también reacciones de equilibrio cuando el SO2 se combina con compuestos como la
glucosa, el acido galacturdnico, polisacaridos y polifenoles. Este equilibrio depende mucho
de la temperatura, es asi que, si el vino es enfriado los indices de anhidrido sulfuroso
combinado aumentan, y disminuyen cuando el vino se calienta. Por lo tanto estas
combinaciones poco estables constituyen una reserva que alimenta la fraccion de SO libre

a medida que esta desciende progresivamente por oxidacioén (Peynaud, 1996).

3.4. VARIABILIDAD EN EL APORTE DE OXIGENO
El oxigeno juega un papel muy importante en la elaboracion de vino, pues sus efectos
pueden ser beneficiosos para la calidad de la bebida, o pueden causar danos irreversibles.
Como se sabe, el oxigeno puede ser introducido en las diferentes etapas de la vinificacion,
desde el macerado de la uva hasta el envejecimiento del vino, por lo cual es sumamente
importante que las interacciones oxigeno-vino sean monitorizadas permanentemente hasta

el punto final de su envejecimiento en botella (Arapitsas et al., 2016).



3.4.1. EXCESO DE OXIGENO

Una exposicion excesiva del vino al oxigeno induce el desarrollo de colores
amarillos y marrones, ademds de un deterioro aromatico. Esto se debe principalmente a la
formacion de aldehidos que aportan notas “a oxidacion” al vino.

El mecanismo de las reacciones que tienen lugar en el vino, cuando éste es expuesto
al oxigeno ha sido ampliamente estudiado, se conoce que el oxigeno disuelto en el vino es
activado por iones metalicos en su estado de oxidacion mas bajo (Fe** y Cu*), formando el
radical hidroperoxi (HO,¢) y Fe**, estos iones oxidados reaccionan con el grupo catecol de
los polifenoles del vino, generando nuevamente Fe?*. Subsecuentemente el radical (HO:¢)
reacciona con los polifenoles para formar perdxido de hidrogeno (H20z), mismo que puede
inducir a la reaccion de Fenton al reaccionar con Fe?*, formando el radical hidroxil (HO),
que es capaz de oxidar practicamente cualquier compuesto organico (Bueno et al., 2018).

El principal producto de oxidacion de Fenton es el acetaldehido, sin embargo, los
denominados aldehidos de Strecker (isobutiraldehido, 2-metilbutanal, isovaleraldehido,
metional y fenilacetaldehido) juegan también un rol muy importante en la calidad
organoléptica del vino (San Juan et al., 2012).

Los aldehidos de Strecker son formados por una peroxidaciéon de sus alcoholes
precursores, aunque también pueden formarse por degradacion de sus aminodcidos
precursores, donde el aminoacido reacciona con un a-dicarbonilo como el diacetilo, o una
o-quinona que son particularmente abundantes durante la oxidacion (Monforte et al., 2017).

Las reacciones mas relevantes de los aldehidos en vino son la formacién de aductos
reversibles con el sulfuroso y uniones irreversibles con compuestos fenélicos, pues el anillo
A de los flavonoides es un floroglucinol con diferentes posiciones nucleofilicas que pueden
reaccionar con carbonilos, especialmente con aquellos que tienen una forma -enol estable
como el acetaldehido, formando una amplia variedad de productos como las

piroantocianinas, formadas por antocianos con un anillo pirano (Marquéz et al., 2013).

3.4.2. DEFICIT DE OXiGENO
La principal consecuencia del déficit de oxigeno en el vino es la reduccion,
generandose compuestos azufrados muy voldtiles, lo cual aporta notas aromaticas

desagradables (huevos podridos, col cocida, algas en descomposicion) al vino. Estos



problemas de reduccion representan una gran preocupacion en la industria del vino, puesto
que se pueden dar después del embotellamiento, es decir, cuando ninguna accion correctiva
puede ser aplicada. Los malos olores son principalmente causados por compuestos tidlicos
(-SH), gas sulfhidrico (H2S), metanotiol (MeSH) y eventualmente por otros mercaptanos y
compuestos volatiles azufrados (VSC), que normalmente son subproductos de la
fermentacion alcohdlica, y que usualmente son purgados de manera natural por la corriente
de CO; generada también durante la fermentacion, dejando en la mayoria de los casos,
concentraciones remanentes a niveles muy por debajo del umbral de percepcion de estos
compuestos (Ferreira et al., 2018)

Sin embargo, existen diversas situaciones que pueden provocar la presencia de estos
compuestos a niveles por encima del umbral. Estos casos se pueden relacionar con mostos
con deficiencia de nitrogeno o vitamina B, cepas especificas de levadura o mostos con
concentraciones proteica o de glutation muy elevadas (Jinarek et al., 2009).

Otra de las situaciones que el vino puede experimentar a bajas concentraciones de
oxigeno, es la oxidacion catalizada por el Fe*" de los polifenoles del vino que contienen
grupos catecol o pirogalol, los cuales forman radicales semi-quinona, que se oxidan ain
mas formando o-quinonas. Estas pueden reaccionar facilmente con moléculas nucledfilas
como bisulfitos o tioles a través de la adicion de Michael reduciendo las quinonas a
catecoles irreversiblemente, lo cual podria tener efectos perjudiciales al causar la pérdida
oxidativa de compuestos aromaticos importantes, como el 3-mercaptohexanol (3MH), o un
efecto beneficioso al reaccionar con sulfuro de hidrogeno (H>S) (Krietman et al., 2016).

El reducido contacto con el oxigeno que las técnicas actuales de vinificacion
emplean, ha incrementado la frecuencia de problemas de reduccion en el vino, y por ende
la aparicion de compuestos azufrados. Con el fin de disminuir sus niveles en el vino, se
utilizan técnicas como el copper fining, que consiste en la adicion de sales de cobre, de tal

manera que los iones Cu?*

reaccionen con los compuestos azufrados para formar un
precipitado coloidal de sulfuro de cobre (CuS) (insoluble) que teéricamente es eliminado
por filtracion. La realidad es, que con las concentraciones de compuestos azufrados
volatiles (VSC) en el vino no se produce ningun precipitado. También se emplean técnicas
de aireacion y adicion de lias. Generalmente al aplicar estas acciones correctivas el efecto

es inmediato, disminuyendo la intensidad de los problemas sensoriales (Krietman et al.,
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2016). Sin embargo, cuando el potencial del vino vuelve a disminuir, las formas libres de
los VSC vuelven a aparecer, manifestandose de nuevo el mal olor, ya que los complejos
con el cobre permanecen en el vino y se van liberando poco a poco (Ferreira ef al., 2018).

Se conoce que bajo condiciones de anoxia el potencial redox del vino disminuye,
provocando con ello que algunas especies presentes en ¢l donen electrones al medio,
enriqueciéndolo en las formas reducidas de los pares redox activos presentes. La fuente de
estos electrones podria atribuirse a la accion antioxidante de los polifenoles en el vino que
pueden experimentar reacciones de condensacidon espontanea. Por lo tanto, se considera
que en ausencia de oxigeno, el vino tiende a un estado de equilibrio que depende de su
contenido polifenolico (Ferreira et al., 2018).

Los compuestos azufrados constituyen una de las fracciones aromaticas del vino mas
evidentes, presentan un umbral de percepcion bajo como se puede ver en la Tabla 1, que
disminuye segin aumenta su peso molecular. Desde el punto de vista enoldgico se dividen
en dos grupos concretos: los de contribucidon sensorial positiva, que intervienen en la
identidad varietal del vino; y los de contribucion sensorial negativa que presentan
caracteres sensoriales reductivos, y ademas ocultan las caracteristicas frutales y varietales

(Lopez, 2011).

Tabla 1. Principales compuestos azufrados ordenados segin su umbral de percepcion

. Concentracion Umbral de
Origen . . ‘s Olor
media en vino  percepcion

Disulfuro de carbono
(CS») F 2-2.5ug/L 30 ug/L -
: .. Trufa, oliva,
& grl\r/nlest;lsulfuro \Y% 0-500 pg/L 25 ng/L  esparrago, frambuesa,
g escabeche
Sulfuro de hidrégeno F 0.3-17 ug/L 1 ng/L Huevo podrido
(H2S)
. Huevo podrido / Col
_mMetanotlol (MeSH) F 0-5ug/lL 0.3 ug/L cocida
g3mercaptohexanol 001 501 0,06 pglL Pomel
é (3MH) . ug .06 ug omelo
l Furfuriltiol F/B 0-0.05 ng/L 0.4 ng/L Madera ahumada

F: Fermentativo. V: Varietal. B: Barrica (Lopez, 2011).
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4. OBJETIVO

El objetivo general de la presente investigacion serd estudiar los procesos quimicos
asociados a la maduracion del vino en anoxia, en funcidon de la composicion fendlica
proveniente de las uvas.

Para dicho fin, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la reactividad del anhidrido sulfuroso en vinos modelo elaborados a partir de
fracciones fendlicas y aromaticas (FFAs) con diferente composicion fenoélica.

2. Evaluar la reactividad del acetaldehido en vinos modelo elaborados a partir de FFAs con
diferente composicion fenolica.

3. Evaluar la reactividad del 4cido sulfhidrico en vinos modelo elaborados a partir de FFAs

con diferente composicion fendlica.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. DISOLVENTES Y REACTIVOS
Cloruro de Hierro (II) Tetrahidratado (FeCl».4H>0) Sigma-Aldrich.
Cloruro de Cobre (II) anhidro (CuCl,) Sigma-Aldrich.
Cloruro de Cobre (I) anhidro (CuCl) Sigma-Aldrich.
Cloruro de Manganeso (II) anhidro (MnCl») Sigma-Aldrich.
L-Glutation reducido >98.0% (GSH) Sigma-Aldrich.
L-Cisteina 97 % (Cys) Sigma Aldrich.
Acido Tartérico anhidro (CHOH)>(COOH); Panreac AppliChem.
Metabisulfito de potasio anhidro (K2S20s) Panreac AppliChem.
Indicador mixto (azul de metileno-rojo de metilo 1:2 en etanol al 50%) VINIKIT, Panreac
AppliChem.
Hidréxido de sodio 0.01 M VINIKIT, Panreac AppliChem.
Etil metil sulfuro (EMS) estandar analitico Sigma-Aldrich.
Acetaldehido >99.5% (CH3CHO) Sigma-Aldrich.
2,4-Dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) estandar analitico Sigma-Aldrich.
Cloruro de sodio 99.5 % anhidro (NaCl) Panreac AppliChem.
Acido L (+) ascorbico 99.0 % (C¢HsOg) Panreac AppliChem.
Sulfuro de sodio (NaxS) Sigma-Aldrich.
Glicerina pura (99.0-101.0 %), grado farma (C3HgOs3) Panreac AppliChem.
Etanol absoluto grado HPLC (C2HsOH) Scharlau.
Acido ortofosférico 85 % (H3POu) Panreac AppliChem.
Peroxido de hidrogeno 33 % p/v (H2O2) Panreac AppliChem.
Acido sulfarico 96% grado técnico (H2SO4) Panreac AppliChem.
Acido formico 98-100 % (HCOOH) Merck.
Acetonitrilo grado HPLC (CH3CN) Merck.
Acido clorhidrico 37 % (HCI) Panreac AppliChem.
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5.2. DISOLUCIONES MADRE
Solucion madre de 1000 ppm de Fe (II) a partir de FeCl,.4H>O: 35.58 mg en agua miliQ
(10 mL).
Solucion madre de 100 ppm de Cu (II) a partir de CuCl,: 21.16 mg en agua miliQ (100
mL).
Solucion madre de 200 ppm de Cu (1) a partir de CuCl: 30.93 mg en HCI al 7% (100 mL).
Solucion madre de 100 ppm de Mn (II) a partir de MnClz: 22.90 mg en agua miliQ (100
mL).
Solucion madre de 5000 ppm de GSH y Cys: 50 mg en agua miliQ (10 mL).
Solucion madre de 5000 ppm de SO» a partir de K2S>Os: 868 mg en agua miliQ (100 mL).
Solucion madre de 5000 ppm de CH3CHO en etanol absoluto grado HPLC
Solucion madre de 4ppm de EMS en etanol absoluto grado HPLC
Solucion madre de 100 ppm de H»S a partir de Na>S: 22.95 mg en medio basico (Sol. NaOH
concentrada) (100 mL).

5.3. INSTRUMENTACION
Rotavapor Buchi R 2-15
Centrifuga Allegra X-22R Beckman Coulter tv
Cémara de anoxia Jacomex GPcampus.
pHmetro Crison micro pH 2002
Sistema Rankine para la determinacioén de SO libre y combinado
Cromatodgrafo de gases Agilent 7890B con detector SCD Agilent 8355
Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (HPLC) Agilent 1220 Infinity con detector UV-Vis
Ultrasonido ULTRASONS P Selecta 55644
Vortex Heidolph REAX top
Medidor de pH/ORP/ISE portatil e impermeable HANNA Instruments HI98191
Espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1700.
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5.4. OBTENCION DE MISTELAS Y FFAs

5.4.1. OBTENCION DE MISTELAS

Para elaborar las mistelas, las uvas fueron seleccionadas de distintas parcelas en
funcién de las caracteristicas de suelo y zona, partiendo de 4250 gramos de pasta de uva
despalillada y estrujada manualmente con presion leve en garrafas de 5 litros. A dicha pasta
se afiadieron 5 gramos de metabisulfito potasico por cada 100 kilogramos de uva, con el
fin de prevenir procesos oxidativos y fermentativos. Posteriormente se afiadieron 750
gramos de etanol grado HPLC para alcanzar un grado alcohoélico del 15 % (p/p). Todas las
mistelas se dejaron macerando una semana con hollejos con el fin de extraer los compuestos
de la piel de la uva. Posteriormente se separ6 la mistela de los sélidos y el liquido obtenido
desfango6 de forma natural durante 15 dias. Por tltimo se hizo un trasiego y embotellado de

las mistelas (Concejero, 2015).

5.4.2. OBTENCION DE FFAs

Como se mencionod anteriormente, la calidad y longevidad del vino estan
estrechamente relacionadas con el contenido fenolico y aromatico de la uva de partida vy,
debido a la dificultad que existe en encontrar estandares de compuestos fenolicos de vino
actualmente en el mercado, el Laboratorio de Analisis de Aroma y Enologia (LAAE) ha
desarrollado un sistema mediante el cual se puede obtener la Fraccion Fenolica y Aromatica
(FFA) de las uvas de vinificacion a partir de sus correspondientes mistelas, para lo cual
dichas mistelas pasan por un proceso de desalcoholizacion y posterior extraccion.

Durante la desalcoholizacion se extrae el 45% del volumen de la mistela, para lo cual
se toman 750 mL y se centrifuga durante 20 minutos a 4500 rpm a 10 °C, luego se trasvasa
la mistela centrifugada a un matraz esférico de 1L, y este se fija al rotavapor con una nuez,
el agua del bafio a 23 °C debe llegar hasta la mistela y la velocidad de giro debe estar entre
100 y 120 rpm. El grado alcohoélico de las mistelas se reduce de 15 a 2-3 % v/v.

La extraccion en fase solida de la FFA contenida en una mistela desalcoholizada, se
inicia con el acondicionamiento de los cartuchos de extraccion que contienen 10 g de resina
C18, para lo cual se emplean 44 mL de metanol. Seguidamente se procede a percolar la

mistela desalcoholizada, para continuar con un lavado con 88 mL de agua a pH 3.5.
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Después de esto, la resina debe secarse a maximo vacio y finalmente se eluye con
etanol hasta recoger 100 mL de eluato (sin vacio). Estos 100 mL corresponden a la fraccion
fenolica y aromatica (FFA), la cual sera utilizada para elaborar los vinos sintéticos para el

presente estudio.

5.5. ELABORACION DE VINO SINTETICO

La composicion de los 12 vinos utilizados para el presente trabajo fue 13,3 % v/v de
FFA, 5 g/L de acido tartarico, 5 g/L de glicerina, 5 mg/L de Fe II, 0.2 mg/L de Cull y 0.2
mg/L de Mn II, para lo cual se prepararon disoluciones madre de diferentes concentraciones
de los metales a partir de cloruro ferroso tetra hidratado (FeCl>.4H>O), cloruro cuproso
anhidro (CuCl,) y cloruro manganoso anhidro (MnCl,). A partir de dichas disoluciones
madre se calcularon las cantidades a afiadir de cada una al vino sintético hasta obtener las
concentraciones mencionadas. Todos los vinos fueron ajustados a un pH de 3.5 después de
tener la composicion deseada.

Las mistelas utilizadas para la elaboracion de los vinos en mencion fueron las
siguientes:
PRE-BRB-TL: Prevendimia, Bodegas Ramon Bilbao, variedad Tempranillo
PRE-BVV-GF: Prevendimia, Bodegas Vifias del Vero, variedad Garnacha
PRE-BRB-GM: Prevendimia, Bodegas Ramoén Bilbao, variedad Garnacha
POS-BRB-TD: Posvendimia, Bodegas Ramoén Bilbao, variedad Tempranillo
VEN-BI-G-F: Vendimia, Bodegas Ilurce, variedad Garnacha
POS-BRB-TL: Posvendimia, Bodegas Ramoén Bilbao, variedad Tempranillo
POS-BRB-GB: Posvendimia, Bodegas Ramoén Bilbao, variedad Tempranillo
VEN-BVV-GF: Vendimia, Bodegas Vifias del Vero, variedad Garnacha
VEN-BI-TG: Vendimia, Bodegas Ilurce, variedad Tempranillo
VEN-BVS-R1: Vendimia, Bodegas Vega Sicilia, variedad Tempranillo
PRE-BVV-GC: Prevendimia, Bodegas Vifias del Vero, variedad Garnacha
POS-BRB-TA: Posvendimia, Bodegas Ramoén Bilbao, variedad Tempranillo
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5.6. CONDICIONES DE ANOXIA
Durante el presente estudio los vinos sintéticos preparados fueron almacenados en
ausencia de oxigeno durante 24 horas, antes de ser dopados con el compuesto objeto de
estudio. Al introducir las muestras en la camara, estas fueron agitadas en la atmosfera
interior de argén, disminuyendo al maximo el contenido de oxigeno en el vino.
Para desarrollar el estudio en una atmoésfera libre de oxigeno se hizo el dopado y el
trasvase a viales estancos dentro una cdmara anoxica marca Jacomex (ver Figura 1) con

atmosfera de argdén, cuyo nivel promedio de oxigeno es inferior a 2ppm (v/v).

Figura 1. Camara de anoxia Jacomex GPcampus.

5.7. EXPERIMENTO 1: REACTIVIDAD DE ANHIDRIDO SULFUROSO

El método oficial para la determinacion de SO: libre y combinado es el método de
Rankine que consiste en desplazar el sulfuroso en medio 4cido a la forma SO; (gas) por
arrastre de aire hasta un matraz con agua oxigenada, donde por oxidacion se genera acido
sulfurico el cual es valorado con hidroxido de sodio. El volumen de base gastado permite
conocer la concentracion de sulfuroso mediante un calculo matematico simple (OIV, 2018).

Por otra parte, el SO, activo se determinard por cromatografia de gases con un
detector especifico para azufre (SCD) y se empleara una técnica de criofocalizacion con la

cual se esperan bandas mas estrechas y picos mas resueltos (Ferreira ef al., 2018).

5.7.1. DOPADO
Para el estudio se fortificaron las 12 muestras de vino sintético con 80ppm de SO,
para lo cual se prepard una soluciéon madre de 5000ppm de SO a partir de metabisulfito de

potasio (K2S,0s) siguiendo la siguiente reaccion (ecuacion 1):

K>S,0s + H,O = 2K* + 2HSO3” (ecuacion 1)
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A partir de la solucién madre se calcularon los volimenes a afiadir a cada vino

sintético en funcidn al volumen total requerido de muestra.

5.7.2. METODO RANKINE

Para la determinacion de sulfuroso libre, se colocan 10 mL de vino en el matraz
redondo con 5 mL de H3PO4 al 25%, dicho matraz se incorpora al montaje (Figura 2) y se
asegura con la pinza. Posteriormente se ponen 3 mL de H>O; al 3% y dos gotas de indicador
(mezcla azul de metileno-rojo de metilo 1:2 en etanol al 50%) en el matraz corazon,
adicionalmente se anaden unas gotas de NaOH 0.01 M de la bureta hasta que el indicador
vire de morado a verde (punto 0, pH basico) y se incorpora el matraz al montaje, asegurado
con las respectivas pinzas. Luego se abren los grifos del refrigerante y del vacio y se esperan
15 minutos, tiempo en el cual el SO; libre llega al matraz corazén y se oxida a acido
sulfurico, lo cual se evidencia al observar el viraje de verde a morado (pH 4cido). Una vez
transcurridos los 15 minutos, se apaga el refrigerante y vacio y se procede a valorar el 4cido
contenido en el matraz corazén con NaOH 0.01 M hasta que se observe nuevamente el
viraje de morado a verde. Finalmente se registra el volumen de base gastado, el cual se
multiplica por 32 para obtener la concentraciéon de SO; libre en mg/L, atendiendo a la
estequiometria 1:2 de la reaccion de neutralizacion y a la masa molar de SO».

Para determinar el sulfuroso combinado se utilizan los mismos 10 mL de vino con
SmL de H3POj4 al 25% que quedaron en el matraz redondo, y al matraz corazén se afiaden
nuevamente el H>O; al 3%, indicador e NaOH 0.01 M en las mismas proporciones, el
matraz se incorpora y asegura al sistema como se realiz6 previamente. Posteriormente se
abren las llaves del refrigerante y vacio, y esta vez se coloca una manta calefactora en la
base del matraz redondo y se espera de 15 minutos para que todo el SO, combinado pase a
libre y llegue al matraz corazon para ser oxidado a acido sulfurico. Transcurrido este tiempo
se apaga el refrigerante, vacio y manta calefactora y se procede a valorar con NaOH 0.01M.

Finalmente se registra el volumen gastado de base y se multiplica dicho volumen por
el mismo factor utilizado para obtener la concentracion de SO» libre. El valor de sulfuroso

total sera la suma de sus fracciones libre y combinada (Rankine y Pocock, 1970).
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Vacio

Figura 2. Sistema Rankine para la determinacion de SO» libre y combinado en vino.

5.7.3. SULFUROSO ACTIVO

El sulfuroso activo corresponde al SO; gaseoso disuelto y forma parte de la fraccion
libre. Su determinacion en el presente trabajo se llevara a cabo mediante cromatografia de
gases (GC) con detector de quimioluminiscencia de azufre (SCD), para lo cual se utilizard
un cromatografo de gases Agilent 7890B con autosampler Gerstel MPS, detector SCD
Agilent 8355 y una columna SPB-1Sulfur (30 m x 0.32 mm % 4.00 um). La preparacion de
muestra consiste en tomar 12 mL de vino y afadir 40 pL del estandar interno (SI) que es
una soluciéon de 4ppm de etil metil sulfuro (EMS) en etanol (EtOH). Posteriormente se
sella herméticamente el vial dentro de la cdmara de anoxia.

El programa cromatografico esta configurado de tal manera que exista una
incubacion a 30°C durante 15 minutos y posteriormente se inyecta en Split 1:2, I mL de
espacio de cabeza de vial. Durante la inyeccion y los 0.8 primeros minutos de la
cromatografia se aplica criofocalizacion a -150 °C con nitrogeno liquido para favorecer el
estrechamiento de las bandas y mejorar la resolucion de los picos. Posteriormente se aplica
el siguiente gradiente de temperatura: 35 °C durante 3.8 minutos; 10 °C/min hasta alcanzar
160 °C y 0.5 minutos a esta temperatura. En base al area del SI se calcularon las areas
relativas de SO» de cada muestra, estas areas fueron sustituidas en la ecuacion obtenida de
la recta de calibrado, construida a partir de vino sintético con diferentes concentraciones de
SO,, obtenido al disolver metabisulfito de sodio en agua (Franco-Luesma y Ferreira et al.,

2016).
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5.8. EXPERIMENTO 2: REACTIVIDAD DE ACETALDEHIDO

La determinacion de acetaldehido en el presente trabajo se llevard a cabo mediante
HPLC con detector UV, para lo cual las muestras requieren una derivatizacion con el fin
de obtener hidrazonas al hacer reaccionar aldehidos con hidrazina. El derivatizante
utilizado es Dinitrofenilhidrazina (DNPH) en medio 4cido.

Como se observa en la Figura 3, el acetaldehido se protona formando su éacido
conjugado, el cual a su vez favorece el ataque de la hidrazina por el caracter polar del
carbono carbonilo, permitiendo formar el intermedio que intercambia un proton entre el
nitrégeno y el oxigeno, transformando asi el hidroxilo en agua (buen grupo saliente) y
formando el siguiente intermedio, que pierde una molécula de agua generando una

molécula que al desprotonarse da como producto la hidrazona final (Fernandez, 2014).

®

0 HiC H
/W (:?)H HAN—NH, OH (?Hz HaC\C,H Y
HJC_C\ = HJC—C\‘_/‘—_- HC—C—H == 40—C—H w—= | = |
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®

Figura 3. Mecanismo de reaccion: Formacion de hidrazonas a partir de acetaldehido.

5.8.1. DOPADO

Para el estudio se fortificaron las 12 muestras de vino sintético con 50ppm de
acetaldehido, para lo cual se prepard una soluciéon madre de 5000ppm, a partir de la cual se
calcularon los volimenes a afadir a cada vino sintético en funcion al volumen total

requerido de muestra.

5.8.2. DETERMINACION DE ACETADEHIDO TOTAL

Para la determinacion de acetaldehido en vino es importante preparar todas las
disoluciones el dia del andlisis, estas disoluciones son: SOz de 1120 ppm, 4cido sulfurico
(H2S04) al 25% y DNPH de 8g/L. Para preparar el derivatizante se deben pesar 160 mg de
DNPH, anadir | mL de H>SO4 concentrado al 96% y sonicar hasta disoluciéon completa,
posteriormente pasar ese mililitro a una mezcla de 15.6 mL de EtOH y 4.4 mL de agua
miliQ y finalmente filtrar en un vial y tapar con papel plata. Las fases moéviles a utilizar en

este método son dos, la fase A corresponde a acido formico al 0.5 % en agua miliQ y la
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fase B es acetonitrilo (ACN) puro. El flujo de fase movil es de 0.75 mL/min, con un
volumen de inyeccion de 5 pL. La columna a utilizar de marca Green Core Shell (150 % 3
mm % 2.6 um) estard acoplada a una precolumna de 1 mm (Guard Column C18 Violet
Label Supelco 51177-U). La longitud de onda del detector UV sera 365 nm.

Para la preparacion de la muestra se deben tomar 100 puL de vino, afiadir 20 pL de
SO, [1120 ppm], 20 pL de H2SO4 al 25% y 140 uL. de DNPH. Posteriormente se debe
agitar, incubar a 65°C durante 15 minutos y enfriar en bafio con hielo. Finalmente se afiaden
280 pL de fase movil al 45% de A 'y 55% de B y se filtra la mezcla por 0.45 micras antes
de inyectar. El desarrollo cromatografico se llevara a cabo utilizando el siguiente gradiente:
45%A/55%B durante 5 minutos, 5%A/95%B durante 3 minutos y 45%A/55%B durante 4
minutos. La calibracion se lleva a cabo mediante el método de patrén externo, para lo cual
se construy6 una recta de calibrado a partir de vino sintético con diferentes concentraciones

de acetaldehido (Krietman et al., 2013).

5.9. EXPERIMENTO 3: REACTIVIDAD DE ACIDO SULFHIDRICO
En el presente estudio la determinacion de los compuestos azufrados se realiza
mediante dos métodos, debido a los equilibrios que mantiene el H>S en solucion. Uno de
estos determina los compuestos azufrados libres y el otro permite determinar los
compuestos azufrados acomplejados con el cobre, para lo cual se requiere una dilucion en
salmuera (solucién de cloruro de sodio (NaCl) saturada), con el fin de romper dichos

complejos (le llamamos fraccion BR).

5.9.1. DOPADO

Para el estudio se fortificaron las 12 muestras de vino sintético con 70ppb de acido
sulthidrico, para lo cual se prepard una solucion madre de 100 ppm, a partir esta se
calcularon los volumenes a afiadir a cada vino sintético en funcidon al volumen total
requerido de muestra. Adicionalmente y a diferencia de los experimentos anteriores, los
vinos sintéticos utilizados para este experimento fueron fortificados con 10 ppm de cisteina
y glutation, para reproducir mejor el potencial redox del vino, al ser ambos compuestos

azufrados mayoritarios en el vino.
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5.9.2. ANALISIS DE LA FRACCION LIBRE

La determinacion de la fraccion libre de compuestos azufrados volatiles en el
presente trabajo se llevard a cabo con el mismo procedimiento que se emplea para
determinar el sulfuroso activo. La calibracion se realiza por el método de estandar interno
(EMS) por interpolacion de las areas relativas en la correspondiente recta de calibrado

(Franco-Luesma y Ferreira et al., 2016).

5.9.3. ANALISIS DE LA FRACCION BR (LIBRES + ACOMPLEJADOS)

Para la determinacion de la fraccion BR de acido sulfhidrico, la preparacion de
muestra consiste en afadir a 10.8 mL de salmuera (350 g/L. NaCl y 0,5g/L éc. ascérbico en
agua miliQ) a 1.2 mL de vino mas 40 pL del SI (4ppm de EMS en EtOH). Posteriormente
se sella herméticamente el vial. Este procedimiento se realiza dentro de la cdmara de anoxia
y después se procede con el andlisis cromatografico.

El programa del inyector esta configurado de tal manera que exista una incubacion
a 70 °C durante 25 minutos para proceder a la inyeccion en Split 1:15 de 1 mL de espacio
de cabeza. Posteriormente se aplica el siguiente gradiente de temperatura: 35 °C durante 3
minutos; 10 °C/min hasta alcanzar 160 °C y 0.5 minutos a la temperatura final. El célculo
de las concentraciones se hace por interpolacion de las areas relativas al estandar interno
sobre una recta de calibrado (Franco-Luesma y Ferreira ef al., 2016).

A continuacion en la Tabla 2, se indican los limites de deteccion (LD) y

cuantificacion (LC) del método empleado para la determinacion de azufrados libres y BR.

Tabla 2. Limites de deteccion y cuantificacion del método de analisis de azufrados

libres y BR.

Azufrados libres Azufrados BR
Compuesto LD LC LD LC
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
SO, 0.460 0.050* 1.800 0.170*
H:S 0.003 0.010 0.030 0.100
MeSH 0.035 0.120 0.250 0.830
CS: 0.010 0.030 0.100 0.500

*mg/L (Ontafion et al., 2019).
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5.10. DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

La espectroscopia UV-vis detecta las transiciones electronicas de la molécula y
brinda informacion sobre el tamafio y estructura de las regiones conjugadas de ésta, en base
a la absorcion de la radiacion ultravioleta visible en la region entre 200 y 780 nm del
espectro electromagnético (Sirajuddin et al., 2013). Las cubetas utilizadas son de un
material transparente a la luz ultravioleta o visible, que permite que el haz de luz pase a
través de la muestra y del blanco, de tal manera que, comparando la cantidad de luz
transmitida a través de la muestra, con la transmitida a través del blanco, se logre medir la

relacion de intensidad entre el haz de referencia y el haz de la muestra (Skoog et al., 2008)

5.10.1. iNDICE DE POLIFENOLES TOTALES

Los vinos tintos absorben considerablemente en la region ultravioleta, por lo tanto,
es necesario diluir 100 veces para tener una absorbancia del orden de 0.5. La absorbancia
maxima de un vino en el espectro ultravioleta se observa entre 280 y 282 nm, lo cual se
atribuye a la absorcion de los ciclos bencénicos. Esta medida de absorbancia a 280 nm
constituye una estimacion valida del conjunto de compuestos fendlicos de los vinos tintos.

Para llevar a cabo la determinacion el vino se diluye 100 veces con agua miliQ, dicha
disolucion se traslada a cubetas de cuarzo de 1 cm de paso Optico, homogenizando al menos
3 veces antes de medir la absorbancia frente a agua miliQ que sera utilizada para hacer el
cero del equipo. El valor de la absorbancia multiplicada por 100 corresponderd al indice de

polifenoles totales (1280) (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

5.10.2. COLOR

Para determinar la intensidad del color del vino se requiere medir la absorbancia de
las muestras sin diluir a 3 diferentes longitudes de onda (420, 520 y 620 nm). Para esto se
utilizaron cubetas de cuarzo de 1, 2 o 5 mm de paso dptico, buscando obtener absorbancias
entre 0.3 y 0.7 como lo recomienda la OIV. El volumen de vino a utilizar sera
aproximadamente 1.5 mL ya que se requiere homogenizar al menos 3 veces la cubeta. La
intensidad de color serd expresada como la suma de las absorbancias correspondientes a las
3 longitudes de onda, multiplicada por el factor necesario segun la longitud del paso dptico

de la cubeta utilizada (OIV, 2018).
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5.11. DETERMINACION DE POTENCIAL REDOX
Las determinaciones de potencial redox se realizaron con el medidor de pH/ORP/ISE
portatil e impermeable HANNA Instruments HI98191. El instrumento consta de un
microprocesador que calcula y compensa automaticamente la temperatura y los pardmetros
relevantes en relacion al pH. Tiene incorporado un electrodo de titanio y un sistema de
referencia Ag/AgCl. Las mediciones requieren de un tiempo de estabilizacion aproximado

de 35 minutos y los resultados son expresados en milivoltios (mV).

Figura 4. Medidor de pH/ORP/ISE portatil HANNA Instruments HI98191.

5.12. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos del estudio se trabajé con
Microsoft Excel 2016 (Microsoft, WA). Los resultados de las muestras control fueron
comparados con el punto inicial de todos los experimentos, para esto, y considerando que
no se realizaron réplicas de los analisis de IPT y color de las muestras analizadas, la
comparacion se lleva a cabo con el test t por parejas con un nivel de significancia (o) de
0.05. Se utiliz6 el mismo test t para comparar los resultados de IPT y color del punto inicial
del estudio con los obtenidos al mes y medio de incubacién en anoxia a 35 °C.

Para los analisis en los que se realizaron réplicas, la herramienta estadistica utilizada
fue un test ANOVA de dos factores con un a = 0.05, siendo los factores muestra y

tratamiento. Se analiz6 también la interaccidn entre ambos factores.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CONTENIDO FENOLICO DE MISTELAS

En la Figura 5 se observa una gréfica de correlacion entre los valores de absorbancia
a 280 y 520 nm de las uvas de las mistelas utilizadas para la extraccion de las FFAs, estos
valores fueron obtenidos mediante el método “Cromoenos”, el cual permite predecir la
intensidad de color del vino (IC), la calidad de los taninos (si son verdes o maduros) y el
perfil aromético del vino en funcién al Indice de Madurez Fenélica (IMF) obtenido del
andlisis. Dicho indice es la ratio entre D280/D520, que aumenta cuando las fracciones
ligadas a los polisacaridos y antocianos se condensan, esto indica que la maduracion
fenodlica esta ligada al desarrollo de los procesos de hidrolisis de los enlaces antociano-
polisacarido o antociano-tanino. Es asi que, existe una relacion inversamente proporcional
entre IMF e IC, es decir, el color del vino es mas estable cuando el IMF es menor, puesto
que los polisacaridos de la uva arrastran a los antocianos cuando precipitan en un medio
hidroalcohdlico y al liberarse pasan al vino. El punto méximo de color se alcanza cuando
el IMF se acerca a 1.5, tomando en cuenta que conforme el IMF disminuye los taninos son
menos verdes y astringentes pero mas dulces pues la uva es mas madura.

Las muestras han sido elegidas para tener una variabilidad amplia de la composicion
polifenolica. La absorbancia a 520 nm oscila entre 0.21 y 0.90; y la absorbancia a 280 nm

oscila entre 0.66 y 1.47. El IMF oscila entre 1.34 (POS-BRB-TA) y 3.33 (PRE-BVV-GF).

1

POS-BRB-TD (1.65)

0.9 VEN-BI-TG (1.41) S
< * VEN-BVS-ROJA1 (1.53)

« POS-BRB-TA (1.34) *POS-BRB-TL (1.53)
0.8

0.7

ABS 520 nm

e POS-BRB-GB (1.62) (PRE-BRB-TL (1.53)

0.5
+ PRE-BRB-GM (1.71)

« PRE-BVV-GC (2.08)

0 « VEN-BVV-GF (2.56)

* VEN-BI-GF (2.39)
03
PRE-BVV-GF (3.33)
[

0.65 0.75 0.85 0.95 1.05 1.15 1.25 1.35 1.45 1.55
ABS 280 nm

Figura 5. Parametros espectrofotométricos de las uvas utilizadas en la elaboracion de

mistelas
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6.2. MUESTRAS CONTROL SIN FORTIFICAR

Las doce muestras sin dopar se analizaron antes y después de ser incubadas en anoxia
durante 1.5 meses. Los andlisis realizados a estas muestras fueron: IPT, color, potencial
redox, azufrados libres y BR. Por experimental previo realizado en el laboratorio se conoce
que los vinos reconstituidos con FFAs no poseen ni sulfuroso ni acetaldehido, por lo que
se opto por no realizar control de esas sustancias en los vinos.

En la Tabla 3 se observa que el CS aparece tanto en la fraccion libre como BR, este
aumenta en un orden de magnitud, sin embargo, el nivel inicial era insignificante y tras 1.5
meses de incubacion en anoxia sigue siéndolo, con un valor medio de 0.37 pg/L, que al
compararlo con su umbral (30 ng/L) no llega a ser perceptible. Tres muestras destacan por
haber generado cuatro veces mas que el resto, siendo todas de garnacha: POS-BRB-GB
(0.88 pg/L), VEN-BVV-GF (0.48 ng/L) y PRE-BVV-GC (0.59 pg/L). Si se observa el
porcentaje de variacion entre muestras (% RSD), se puede ver que existe una mayor

diferencia entre los vinos tras haber transcurrido el periodo de incubacion en anoxia.

Tabla 3. Azufrados libres en muestras control antes y después de la incubacion en

anoxia.
FFA Punto Inicial Mes y Medio

H.S (ng/L) CS: (ng/L) H.S (ng/L) CS: (ng/L)
PRE-BRB-TL <LD 0.02+0.04 <LD 0.19+0.00
PRE-BVV-GF <LD 0.03+0.00 <LD 0.14+0.00
PRE-BRB-GM <LD 0.02+0.00 <LD 0.16+0.01
POS-BRB-TD <LD 0.02+0.04 <LD 0.12+0.01
VEN-BI-GF <LD 0.02+0.00 <LD 0.16+0.00
POS-BRB-TL <LD 0.02+0.00 <LD 0.20+0.01
POS-BRB-GB <LD 0.02+0.04 <LD 0.88+0.08
VEN-BVV-GF <LD 0.03+0.00 <LD 0.48+0.04
VEN-BI-TG <LD 0.02+0.04 <LD 0.06+0.00
VEN-BVS-R1 <LD 0.06+0.00 <LD 0.10+0.01
PRE-BVV-GC <LD 0.02+0.04 <LD 0.59+0.00
POS-BRB-TA <LD 0.02+0.04 <LD 0.14+0.00

X 0.03 0.27

% RSD 46.52 93.42
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En la Tabla 4 se observa que los valores de H>S aparecen solamente en el analisis de
la fraccion BR, puesto que se encuentra reversiblemente combinado con los metales del
vino. Inicialmente ronda el umbral (1 pg/L) con una media de 0.88 pg/L y tras el periodo
de incubacidn en anoxia sus valores oscilan entre 2.12 y 19.55 pg/L. Se puede ver ademas,
que tras 1.5 meses de incubacion en anoxia el H>S acomplejado con metales aumenta en
todos los casos, pues sus valores iniciales se encontraban entre 0.22 y 1.70 pg/L. Los 3
vinos que tienen mas sulthidrico acomplejado coinciden con los que tenian méas CSz: POS-
BRB-GB (18.46 ng/L), VEN-BVV-GF (19.55 pg/L) y PRE-BVV-GC (19.41 pg/L).

Al observar los % RSD tanto en el punto inicial como a los 1.5 meses de incubacion,
se refleja una diferencia evidente entre muestras, siendo mas marcada en los resultados de

CS2 (76.54 %) tras haber transcurrido el periodo de incubacion en anoxia.

Tabla 4. Azufrados BR en las muestras control antes y después de la incubacion en

anoxia.
Punto Inicial Mes y Medio
FFA H,S CS:2 MeSH H,S CS: MeSH
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

PRE-BRB-TL 1.79+0.04 <LD 0.71£0.09  2.95+0.06 <LD <LD
PRE-BVV-GF 0.42+0.01 <LD <LD 8.32+0.14 <LD <LD
PRE-BRB-GM  (.80+0.03 <LD  0.83+0.10 10.08+0.79 0.27+£0.01 <LD
POS-BRB-TD 0.87+0.01 <LD <LD 4.83+0.32  0.26+0.00 <LD
VEN-BI-GF 0.90+0.02 <LD  0.29+0.31 2.12+0.13  0.17+£0.01 <LD
POS-BRB-TL 1.29+0.00 <LD  0.37+0.31 5.79+0.53  0.24+0.01 <LD
POS-BRB-GB 0.84+0.04 <LD  1.00+0.31 18.46+1.16 0.92+0.02 <LD
VEN-BVV-GF 1.61+0.11 <LD  0.34+0.31 19.55+£1.09 0.59+0.02 <LD
VEN-BI-TG 0.63+0.04 <LD 0.47+0.31 8.52+0.54 0.12+0.01 <LD
VEN-BVS-R1 0.42+0.01 <LD  0.25+0.31 16.84+0.18 0.16+0.01 <LD
PRE-BVV-GC 0.73£0.17 <LD <LD 19.41£0.23  0.70+£0.01 <LD
POS-BRB-TA 0.22+0.17 <LD  0.51+0.31 16.64+0.70 0.27+0.02 <LD

X 0.88 0.42 11.13 0.37

% RSD 53.89 69.72 59.87 76.54




27

El MeSH acomplejado con metales por el contrario, disminuye tras el periodo de
incubacidn en anoxia como se ve en la Tabla 4. Su umbral es bajo, por lo cual su presencia
es perceptible a bajas concentraciones; aparece frecuentemente en ausencia de oxigeno
formando complejos no volatiles con el Cu (II). Estos complejos son reversibles por lo que
la dilucion simple del vino con salmuera los libera (Clark et al, 2015).

Como se observa en la Tabla 5, los potenciales redox de las muestras control se
mantuvieron practicamente iguales tras la incubacion, lo cual se explica al no haber sido
fortificadas con ninguna sustancia que pudiese disminuir su potencial, sin embargo la ligera
disminucion de potencial apreciada de una media de 167.92 a 160.42 mV se debe al calor
aplicado (35°C) durante el tratamiento. El potencial inicial fue considerablemente mayor
que el que un tinto joven suele tener, esto debe posiblemente a la existencia de compuestos
oxidados en la FFA, dado que por las condiciones de trabajo (anoxia) se descarta que pueda
deberse al efecto del oxigeno. Cabe recalcar que todas las muestras estuvieron durante 24

horas en la cdmara de anoxia con una atmosfera de argon.

Tabla 5. Potencial redox, IPT e intensidad de color en las muestras control.

FFA Potencial Redox (mV) IPT (1280) Intensidad de color
PI 1.5M PI 1.5M PI 1.5M
PRE-BRB-TL 177.20 173.70 41.20 44.30 14.95 12.73
PRE-BVV-GF - - 33.20 34.90 10.81 9.10
PRE-BRB-GM 161.50 156.10 33.50 35.10 10.94 10.28
POS-BRB-TD 180.80 165.00 45.50 49.60 2243 20.26
VEN-BI-GF 163.00 158.60 27.10 28.10 8.70 7.63
POS-BRB-TL - - 46.00 44.70 20.13 17.90
POS-BRB-GB - - 38.90 34.50 15.25 10.97
VEN-BVV-GF - - 37.20 36.20 11.10 8.43
VEN-BI-TG - - 45.50 39.60 19.69 14.62
VEN-BVS-R1 164.90 158.00 46.90 42.60 22.71 17.41
PRE-BVV-GC - - 43.50 39.40 14.10 10.40
POS-BRB-TA 160.10 151.10 47.30 44.40 19.11 14.63
X 167.92 160.42 40.48 39.45 15.83 12.86

% RSD 5.24 4.93 16.19 15.13 30.81 31.84




28

Los resultados de IPT se mantienen tras la incubacion en anoxia a 35 °C, pero existe
una ligera degradacion en el color, de una media inicial de 15.83 a un valor de 12.86, esto
se relaciona con la susceptibilidad del vino al calor. Tras un test t por parejas se puede decir
que las muestras control no varian significativamente en IPT, pero si tienen una
disminucion significativa del color (p = 1.97 x 107), entre el punto inicial y después de la
incubacidn en anoxia.

Se realizé un anélisis de correlaciones de la variacion de potencial redox tras 1.5
meses de anoxia con parametros iniciales del contenido fenolico y variaciones de otros
compuestos quimicos. Lo mas interesante de lo encontrado fue:

- Correlaciones significativas con:

Intensidad de color de muestras control (R=0.56 p=0.06).

Intensidad de color de muestras dopadas con SO (R=0.68 p=0.02).

Intensidad de color de muestras dopadas con acetaldehido (R=0.63 p=0.03).

Intensidad de color de muestras dopadas con H>S (R=0.62 p=0.03).

Absorbancia a 280 nm en extracto de uva (R=0.56 p=0.06).

6.1. EXPERIMENTO 1: REACTIVIDAD DE ANHIDRIDO SULFUROSO
En la Tabla 6 se puede ver que en el punto inicial casi todo el SO; estd en forma
libre, el porcentaje de sulfuroso combinado oscila entre un 2 y 10% para los vinos POS-
BRB-TA y POS-BRB-TD, respectivamente. Esto se debe a que en la matriz no hay
concentraciones elevadas de compuestos carbonilicos, que son los principales aglutinantes
de SO». Tedricamente, el acetaldehido establece una combinacidn estable con el sulfuroso
(ecuacion 2), disminuyendo los niveles de SO; libre y retardando la reaccién con las

quinonas (Danilewicz ef al., 2008).
HSO;  + CH;CHO « CH3;CH(OH)SO:; (ecuacion 2)

El SO, combinado corresponde a reacciones de equilibrio con compuestos como la
glucosa, el acido galacturonico, polisacaridos y polifenoles. Estas son combinaciones poco
estables, que constituyen una reserva que alimenta la fraccion de SO» libre a medida que
esta desciende progresivamente durante el envejecimiento, ya que en funcion al pH y la

temperatura se van presentando las distintas formas combinadas. El SO> combinado se

encuentra mayoritariamente como bisulfito (HSO;3") y en menor porcentaje como sulfito
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(SO57) (Peynaud, 1996). Es asi que se explica la disminucion drastica del SO; libre de una
media de 71.47 a 21.73 mg/L y el aumento considerable de la fraccion combinada al mes
y medio de incubacion de 5.00 a 17.73 mg/L. Esto se contrastdé mediante un test t por
parejas, donde p fue menor a 0.05, corroborando asi que las diferencias entre el punto
inicial y final del estudio son estadisticamente significativas, tanto de SO» libre como de
combinado.

El sulfuroso activo también se reporta en la Tabla 6; teéricamente deberia ser
parecido al libre o menor (ver ecuacion 3), pues el sulfuroso activo corresponde a la forma
molecular gaseosa del SO> con propiedades antioxidantes, antisépticas y antioxidasicas,
que junto con los iones sulfito y bisulfito constituyen el SO» libre (Peynaud, 1996). Esto

se cumple tanto en el punto inicial, como al mes y medio de incubacion.

SOz tibre = | H2SO3 | + +]S0; | (ecuacion 3)

Gas I SOz act

Teodricamente, cuanto menor sea el pH del vino mayor serd la concentracion de la
forma activa del SO.. Si comparamos entonces los valores de sulfuroso activo y libre
podemos ver que existe una mayor diferencia entre estos valores en el punto inicial, es
decir, las combinaciones que se rompen por el pH acido requerido para las determinaciones
por Rankine estdn en mayor proporcion al inicio y disminuyen con el envejecimiento en
anoxia (Guerrero et al., 2015).

Las mayores diferencias entre el SO activo y libre estan en el vino POS-BRB-GB,
en el punto inicial del experimento, pues los 18.97 mg/L de sulfuroso activo corresponden
solo al 27.57 % del libre, es decir, la mayoria del sulfuroso libre participa de uniones que
se rompen al pH acido que requiere el método Rankine; sin embargo, vinos como el PRE-
BVV-GF no tienen ninguna de estas uniones susceptibles al pH, pues sus valores de
sulfuroso libre y activo coinciden. Si se observa ademas la disminucion del SO> activo en
el vino PRE-BVV-GC tras la incubacién en anoxia, se puede ver que coincide con el libre.

Por otro lado si se comparan los valores de SO total del punto inicial y final, se
evidencia un consumo entre el 24 y 67%, lo cual se debe a que los polifenoles de la FFA se
combinan con el SO,. Esta disminucién es estadisticamente significativa, pues el valor de

p obtenido del test t (4 x 10°®) es considerablemente menor que o.
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Se aprecia también un claro aumento del sulfuroso combinado tras el periodo de

incubacion en anoxia (p = 0.01). En el vino POS-BRB-TA el porcentaje de SO> combinado

asciende de un 2% a un 77.4%. Sin embargo, hay muestras como la PRE-BRB-GM que

tras la anoxia tiene el sulfuroso al 90% en su forma libre y el 10% restante combinado.

Finalmente al analizar los resultados de sulfuroso libre se evidencia una disminucion

estadisticamente significativa (p = 1 x 10) tras la anoxia en valor absoluto y porcentaje,

de valores iniciales que oscilan entre 90 y 98% a valores entre el 22.6 y 90 % del total.

Cabe mencionar que al realizar los test t para comparar los resultados de sulfuroso

total al inicio con los del final del experimento, p es considerablemente pequefio (4 x 10°%),

se dice entonces que la confiabilidad es superior al 95%. Esto ocurre también al comparar

los resultados de sulfuroso libre (p = 1 x 10°).

Tabla 6. SO libre, combinado y activo en muestras dopadas con 80 mg/L de sulfuroso.

FFA

PRE-BRB-TL
PRE-BVV-GF
PRE-BRB-GM
POS-BRB-TD
VEN-BI-GF
POS-BRB-TL
POS-BRB-GB
VEN-BVV-GF
VEN-BI-TG
VEN-BVS-R1
PRE-BVV-GC
POS-BRB-TA

X

% RSD

Libre Combinado Total Activo
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L))

PI 1.5M PI 1.5M PI 1.5M PI 1.5M
68.80 14.40 5.60 16.00 74.40 30.40 53.56x1.68 11.15+0.24
72.00 20.80 6.40 480 78.40 25.60 80.69+0.03 17.15+0.12
70.40 27.20 4.80 320 7520 30.40 54.80£0.70 11.57+0.14
70.40 3040 8.00 8.00 78.40 38.40 24.83£0.10 9.15+0.25
70.40 28.80 4.80 640 7520 3520 62.59£0.90 14.26+0.22
68.80 24.00 4.80 32.00 73.60 56.00 22.67£1.68 10.00+0.34
68.80 33.60 5.60 640 74.40 40.00 18.97+1.68 18.01+0.39
70.40 2560 480 640 7520 32.00 58.88%1.70 14.96+0.02
72.00 14.40 320 41.60 7520 56.00 23.24+4.25 10.08+0.22
70.40 14.04 7.20 2720 77.60 41.60 32.28+1.63 11.98+0.35
76.80 16.00 3.20 2240 80.00 38.40 60.03+0.29 17.05+0.15
78.40 11.20 1.60 3840 80.00 49.60 27.27£0.69 9.15+0.18
71.47 2173 5.00 17.73 76.47 39.47 43.32 12.88

431 34.60 3553 79.26 297 25.19 47.57 25.39

En la Tabla 7 se incluyen los resultados de IPT y color, donde se evidencia que los

valores de IPT disminuyen al adicionar sulfuroso. Para corroborar esto se hizo un test t por
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parejas para comparar los IPT iniciales con el control, donde p (0.02) fue menor que a.,
confirmando que la disminucion de IPT fue estadisticamente significativa al adicionar los
80 mg/L de sulfuroso. Tras la incubacion en anoxia estos valores aumentan en la mayoria
de casos, pero en el vino PRE-BRB-TL disminuye y se mantiene en la muestra VEN-BVS-
R1. Estas diferencias entre muestras se comprobaron al realizar un test t por parejas de dos
colas, con un p de 0.04, indicando en efecto que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras.

La intensidad de color de igual manera, aumenta significativamente (p = 0.01), esto
se debe a que el SO; ralentiza los procesos de polimerizacion de los polifenoles en el vino
durante el envejecimiento y por ende evita la degradacion de su color. Sin embargo cabe
recalcar que los valores de intensidad de color, al compararlos con el control, se reducen a
la mitad cuando se anade sulfuroso, lo cual se debe a que los polifenoles de la FFA se
combinan con el SO formando antocianos decolorados. Esta evidente reduccion es

estadisticamente significativa (p =3 x 10°%).

Tabla 7. IPT, intensidad de color y CS: en muestras dopadas con 80 mg/L de SO..

FFA IPT (1280) Intensidad de color CS: (ng/L)

PI 1.5M PI 1.5M 1.5M
PRE-BRB-TL 44.40 41.60 6.63 6.37 0.34+0.01
PRE-BVV-GF 30.40 33.10 4.56 6.19 0.35+0.00
PRE-BRB-GM 30.60 33.90 5.00 5.81 0.39+0.01
POS-BRB-TD 53.50 49.90 17.65 15.88 0.52+0.00
VEN-BI-GF 22.70 29.70 2.73 5.47 0.34+0.01
POS-BRB-TL 33.70 45.80 15.10 15.24 0.61+0.02
POS-BRB-GB 29.80 35.00 5.64 7.22 0.74+0.03
VEN-BVV-GF 32.50 37.20 4.21 6.46 0.65+0.01
VEN-BI-TG 40.90 43.00 10.07 10.36 0.69+0.03
VEN-BVS-R1 44.60 44.60 12.31 12.21 2.17+£0.06
PRE-BVV-GC 34.30 38.70 5.29 7.37 1.86+0.06
POS-BRB-TA 43.80 42.60 8.66 11.71 0.69+0.01

X 36.8 39.6 8.2 9.2 0.78

% RSD 23.55 15.13 57.80 40.85 76.88
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El CS; aparece al mes y medio de incubacion en forma libre, pero a niveles muy
bajos similares al control incubado (ver Tabla 5), sin embargo el test t nos indica que estas
diferencias con el respecto al control son estadisticamente significativas (p = 0.01).
Destacan las mayores concentraciones de 2.17 y 1.86 ug/L en los vinos VEN-BVS-R1 y
PRE-BVV-GC respectivamente. La concentracion de CS; no supera los 2,17 pg/L, por lo
tanto no aporta significativamente a la calidad sensorial del vino, ya que como se indica en
la Tabla 1, su umbral de percepcion es mucho mas alto (30 pg/L).

También se realiz6 un analisis de correlaciones del consumo de SO; total tras mes y
medio de incubacién en anoxia con parametros iniciales del contenido fenolico y
variaciones de otros compuestos quimicos. Lo mds interesante de lo encontrado fue:

- Ausencia de correlacion con taninos en uva.
- Correlaciones significativas con:

IPT de muestras control (R=0.59 p=0.04).

IC de muestras control (R=0.61 p=0.03).

IC al dopar con sulfuroso (R=0.53 p=0.07).

Diferencia entre sulfuroso libre y activo al dopar con sulfuroso, punto inicial de la

experiencia (R=0.79 p=0.004)

Absorbancia a 280 nm en extracto de uva (R=0.60 p=0.04)

Absorbancia a 520 nm en extracto de uva (R=0.73 p=0.01)

IMF en uva (R=0.66 p=0.02).

Antocianos en uva (R=0.65 p=0.02).

En el anexo se representa graficamente dos de las mencionadas correlaciones
significativas en este experimento. La grafica 1 muestra la correlacion significativa entre
la variacioén de SO total tras la incubacion en anoxia a 35 °C y la diferencia entre sulfuroso
libre y activo al dopar con el sulfuroso (en el punto inicial del analisis). La grafica 2 muestra
como esa variacion de SOz se correlaciona con la absorbancia a 520 nm del extracto de uva.
Parte de los complejos oxidados se rompen al pH 4&cido del método Rankine, esto se
corresponde con el contenido polifendlico de 1a FFA medido a 520 nm, siendo aquellos que
se rompen al pH experimental los valorados como libres y el resto se combinan con el

sulfuroso de manera reversible.
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6.2. EXPERIMENTO 2: REACTIVIDAD DE ACETALDEHIDO

Después de dopar las 12 muestras con 50 mg/L de acetaldehido, se determind la
concentracion del mismo, en el punto inicial y tras 1.5 meses de incubacion en anoxia.

En cuanto a las concentraciones iniciales de acetaldehido tras el dopado con 50 mg/L
de este, se encontr6 aproximadamente esa concentracion, excepto para el vino PRE-BVV-
GF cuya concentracion inicial fue de 20.59 mg/L, por lo cual puede deberse a un error
puntual en el dopado.

Como se observa en la Tabla 8, la concentracion de acetaldehido disminuye entre 0
y 15.82 mg/L al comparar los valores del punto inicial y al mes y medio de incubacion.
Esto se relaciona con la concentracion de polifenoles reactivos con aldehidos (ARPs), que
reaccionan irreversiblemente con el acetaldehido, en vino son principalmente antocianos y
taninos, mismos que al ser consumidos permiten evidenciar concentraciones mayores de
acetaldehido. Entonces, los vinos que consumieron mas acetaldehido en anoxia serian los
que teéricamente tienen una mayor concentracion de ARPs (Bueno et al., 2018).

La cantidad de acetaldehido que ha disminuido en las muestras es variado. En la
muestra POS-BRB-TL por ejemplo, la concentracion de acetaldehido no ha variado tras la
incubaciodn en anoxia, lo cual indica que su contenido de ARPs es bajo o nulo. Por otro lado
muestras como la PRE-BRB-GM y PRE-BVV-GF se ha evidenciado un aumento en la
concentracion de acetaldehido de 1.66 y 6.14 mg/L respectivamente, por lo cual se asume
que el contenido de ARPs es nulo. En la muestra VEN-BVS-R1 por el contrario, ha
reaccionado el 34.4 % del valor afiadido, con un consumo de 14.83 mg/L de acetaldehido.

Tomando en cuenta lo expuesto se explica porque las muestras POS-BRB-TA y
VEN-BVS-R1 con un consumo de acetaldehido de 15.82 y 14.83 mg/L respectivamente
tienen un mayor contenido fendlico, pues se ubican en la region superior del grafico que
correlaciona las absorbancias a 520 y 280 nm. Se puede observar también que los vinos
POS-BRB-GB y PRE-BVV-GC que se ubican en la parte central del grafico, tuvieron un
consumo menor de acetaldehido durante el mes y medio de incubacion con una reduccion
de la concentracion de acetaldehido de 10.16 y 7.05 mg/L respectivamente. Finalmente la
muestra PRE-BVV-GF que tuvo un aumento de 6.14 mg/L en la concentracion de
acetaldehido tras el envejecimiento en anoxia, se ubica consecuentemente en la parte

inferior del grafico, es decir, la region que representa un contenido de polifenoles inferior.
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Con la adicion de acetaldehido, el IPT disminuye con respecto al control (ver Tabla
5) de un valor medio de 40.48 a 33.37, esta disminucion es estadisticamente significativa
(p =1x 10%). Sin embargo, se mantiene igual tras el periodo de incubacion en anoxia. Esto
lo corrobora el test t por parejas realizado (p = 0.37), ademas sus valores medios son muy
proximos entre ellos: 33.37 y 33.63.

La adicion de acetaldehido no modifica significativamente el color de los vinos (p =
0.17) con respecto al control. Pero si experimenta una ligera degradacion tras la anoxia,
pues disminuye de un valor promedio de 16.74 a 14.69, esto se atribuye a la susceptibilidad

del vino al calor (35 °C). Estadisticamente esta disminucion es significativa (p = 0.03).

Tabla 8. Acetaldehido total, IPT e Intensidad de Color en muestras dopadas con 50
mg/L de acetaldehido

FFA [Acetaldehido] (mg/L) IPT (1280) Intensidad de color
PI 1.5M PI 1.5M PI 1.5M
PRE-BRB-TL 39.24+0.28 31.72+0.54  38.10  35.30 14.49 13.54
PRE-BVV-GF 20.594+0.15 26.73+0.02  29.10  30.60 10.48 11.51
PRE-BRB-GM 41.52+0.52 43.18+0.81 29.80  30.30 12.02 11.34
POS-BRB-TD 39.67+0.52 35.04£0.27 4570  41.70 29.01 21.94
VEN-BI-GF 39.13+0.34 31.93+£0.79  22.60  26.70 8.07 9.37
POS-BRB-TL 34.73+0.03 34.83+0.27  43.60  38.80 27.15 18.92
POS-BRB-GB 41.51+£0.21 31.3520.90 29.00 30.00 12.11 13.05
VEN-BVV-GF 42.10£0.19 36.05+1.34 2430  26.80 9.65 10.01
VEN-BI-TG 38.87£0.08 29.11+0.57  33.70  33.40 21.12 16.65
VEN-BVS-R1 43.01+0.11 28.184+0.93 37.00  37.90 22.11 18.37
PRE-BVV-GC 43.74+0.04 35.69£1.09  31.50  34.00 12.22 13.16
POS-BRB-TA 46.80+0.16 30.99+0.24  36.00  38.10 22.43 18.46
X 39.24 32.90 33.37  33.63 16.74 14.69
% RSD 16.81 13.44 21.21 14.49 43.13 27.53

Como parte del tratamiento estadistico de los datos, se realizo un test ANOVA de
dos factores, con el fin de ver si tras el envejecimiento en anoxia existen diferencias
significativas con respecto al punto inicial, entre muestras, y lo mas importante, si el

tratamiento afecta de manera diferente segin la muestra. Para ello se analizaron los valores
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p obtenidos del test estadistico, ratificando que hay diferencias significativas entre el punto
inicial y final del experimento (p = 3.29 x 10°%?), entre muestras (p = 4.43 x 102%) y que
ademads existe una interaccion entre el factor incubacion y el factor muestra, con evidentes
diferencias estadisticamente significativas (p = 1.27 x 107'%). La incubacidén en anoxia
afectd de manera diferente a cada muestra, con respecto al contenido de acetaldehido.
También se realiz6 un analisis de correlaciones de la disminucién de acetaldehido
tras 1.5 meses de anoxia con parametros iniciales del contenido fendlico y variaciones de
otros compuestos quimicos. Lo mas interesante de lo encontrado fue:
- Ausencia de correlacion con:
IPT de muestras control.
Concentracion de antocianos y taninos en uva.
- Correlaciones positivas y significativas con:
IMF en uva (R=0.59 p=0.04).
Absorbancia a 520 nm en extracto de uva (R=0.52 p=0.08).
Diferencia entre sulfuroso libre y activo al dopar con sulfuroso (R=0.53 p=0.07).

Aumento de H>S BR tras incubacién en anoxia (1* incubacion) (R=0.60 p=0.04).

En el Anexo (grafica 3) se representa graficamente la correlacion entre la variacion
de acetaldehido y el indice de maduracion fenolica. Con esto se explica como el IMF puede
estar correlacionado con el contenido de ARPs. Estos ARPs reaccionan irreversiblemente
con el acetaldehido a lo largo de la incubacién en anoxia a 35 °C. En el vino son
principalmente antocianos y taninos, por lo cual la ausencia de correlacién con antocianos

y taninos en uva es curiosa.

6.3. EXPERIMENTO 3: REACTIVIDAD DE ACIDO SULFHIDRICO
Los resultados de los vinos fortificados con 70 ppb de H2S exhiben que tanto la
fraccion libre como BR reflejan concentraciones muy inferiores al valor afiadido, si bien
aparecieron otros compuestos azufrados (MeSH y CS»), su concentracion fue aun mas baja
que la de sulthidrico. Esto se atribuye enteramente al valor de potencial redox de los vinos
en el punto inicial del experimento, pues estos valores oscilan entre 123.00 y 139.40 mV

(ver Tabla 11), lo que provoca que la mayor parte de H>S se dimerice o pase a formas
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oxidadas. Esto se corrobora al observar los resultados tras mes y medio de incubacién en
anoxia, donde la concentracion de H2S subi6 considerablemente con valores entre 35.71 y
100.31 pg/L (ver Tabla 10), lo cual se contrasta al observar la drastica disminucion de
potencial con valores negativos entre -3.90 y -33.00 mV como se reporta en la Tabla 11,
estos valores ademas se van aproximando al potencial redox promedio de un vino crianza
(-65 mV).

En la Tabla 9 se puede ver que los valores de CS; aumentan en la fraccion libre de
una media de 0.04 a 2.30 pg/L, sin embargo, los valores reportados al mes y medio de
incubacion no llegan a 6 pg/L, sin acercarse al umbral de olfaccion y por lo tanto sin interés
sensorial. Se puede observar también que la pequena fraccion libre de H>S que habia en el

punto inicial, se ha combinado en su totalidad tras la incubacion en anoxia.

Tabla 9. Azufrados libres en muestras dopadas con 70 pg/L de H:S

FFA Punto Inicial Mes y Medio

H.S (ug/L) CS: (ng/L) H,S (ng/L) CS: (ng/L)
PRE-BRB-TL 0.26+0.00 0.03+0.05 <LD 1.29+0.02
PRE-BVV-GF 0.25+0.01 0.03+0.00 <LD 2.37+0.05
PRE-BRB-GM 0.18+0.02 0.03+0.01 <LD 0.82+0.02
POS-BRB-TD 0.06+0.09 0.15+0.01 <LD 1.38+0.03
VEN-BI-GF 0.26+0.01 0.03+0.04 <LD 0.81+0.02
POS-BRB-TL 0.26+0.01 0.02+0.04 <LD 2.15+0.07
POS-BRB-GB 0.23+0.01 0.02+0.00 <LD 1.39+0.04
VEN-BVV-GF 0.1620.01 0.03+0.01 <LD 3.31+0.06
VEN-BI-TG 0.28+0.02 0.03+0.00 <LD 1.63+0.05
VEN-BVS-R1 0.22+0.01 0.05+0.01 <LD 2.24+0.06
PRE-BVV-GC 0.22+0.01 0.01+0.04 <LD 4.20+0.09
POS-BRB-TA 0.29+0.00 0.02+0.00 <LD 5.98+0.14

X 0.22 0.04 2.30

% RSD 28.90 99.77 69.06

Al observar la Tabla 10 se evidencia que, si bien la concentracion de fortificacion
fue 70 ppb de H»S, es posible que en los vinos en los que se encontraron valores superiores

a este, como lo es el caso del vino VEN-BVS-R1, las moléculas de cisteina y glutation
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hayan sido precursores de HaS tras 1.5 meses a 35 °C. Por otro lado, la muestra con menor
concentracion de sulthidrico acomplejado al inicio y tras 1.5 meses de anoxia ha sido VEN-
BI-GF (més formas oxidadas).

En la Tabla 10 se puede ver también que el MeSH aparece en el punto inicial como
parte de la fraccion BR, lo cual indica que se encontraba formando complejos con el Cu
(IT), que se rompieron al diluir la muestra con salmuera. Sin embargo, tras el mes y medio
de incubacion estos complejos se han roto por efecto de la temperatura y la reduccion de

potencial redox. Pueden llegar a consumirse 0.66 pug/L.

Tabla 10. Azufrados BR en muestras dopadas con 70 pg/L. de H2S

Punto Inicial Mes y Medio
FFA
H.S CS; MeSH H.S CS; MeSH
(ng/L)  (ng/lL) (ng/L) (ng/L) (ng/L)  (ng/L)

PRE-BRB-TL  10.39+0.69 <LD 0.49+0.16 48.96+4.77 1.00+0.04 <LD
PRE-BVV-GF  6.99+0.69 <LD 0.32+0.16 45.98+4.51 1.20+0.14 <LD
PRE-BRB-GM  5.73+0.49 <LD 0.55£0.04 57.07£2.37 0.27£0.00 <LD
POS-BRB-TD 6.16+£0.33  <LD <LD 44.64+2.28 0.28+0.02 <LD
VEN-BI-GF 436+043 <LD 0.42+0.16 35.71+1.39 0.83+£0.05 <LD
POS-BRB-TL 4.62+0.77 <LD 0.42+0.16 38.71+1.75 1.70+£0.01 <LD
POS-BRB-GB 8.38+0.77 <LD 0.66+0.16 78.46+£2.05 0.19+0.14 <LD
VEN-BVV-GF  5.70+0.30 <LD 0.29+0.04 73.41+1.54 0.83+0.14 <LD
VEN-BI-TG 11.63+£1.07 <LD 0.44+0.16 90.39+2.21 0.39+0.02 <LD
VEN-BVS-R1 13.37+1.24 <LD 0.54+0.16 100.31+0.64 1.03+0.01 <LD
PRE-BVV-GC  4.84+0.04 <LD <LD 68.34+0.34  0.28+0.01 <LD
POS-BRB-TA 4.54+0.77 <LD <LD 62.69+5.39  0.48+0.01 <LD

X 7.23 0.37 62.06 0.71

% RSD 42.18 51.66 33.31 66.21

Por otro lado al igual que en el analisis de la fraccion libre, el CS: esta presente al
mes y medio de incubacidn, sin embargo su concentracion es minima y muy por debajo del
umbral de percepcion, por tanto no repercute en la calidad sensorial del vino. Es importante
mencionar que al comparar los valores de CS; libre y combinado se observa una

inconsistente diferencia, siendo que los valores mas altos aparecen en la fraccion libre.



38

Enla Tabla 11 se reportan los valores de IPT que han variado de una media de 40.43
a 42.93 tras la incubacidn en anoxia, este aumento es significativo (p = 8 x 10°). Por el
contrario al comparar los resultados con el control, no se encontraron diferencias
significativas (p = 0.48), lo cual nos dice que al agregar sulthidrico el IPT no se ve afectado.

Por otro lado la intensidad de color experimenta una disminucion tras la incubacion,
lo cual como se ha explicado tiene relacion con la susceptibilidad del vino al exceso de
calor, y en este caso particular, al ser el 4cido sulthidrico un compuesto altamente reductor,
interviene también en la degradacion del color de la bebida. Esta disminucion es
estadisticamente significativa segin el valor p (1 x 10-) obtenido del test t, de igual manera
al comparar los resultados de color con el control se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.01).

Tabla 11. Potencial Redox, IPT e Intensidad de color en muestras dopadas con 70

pg/L de HaS

FFA Potencial Redox (mV) IPT (1280) Intensidad de color
PI 1.5M PI 1.5M PI 1.5M
PRE-BRB-TL 136.90 -6.10 40.40 46.50 15.25 13.29
PRE-BVV-GF - -9.70 35.30 37.80 11.90 9.38
PRE-BRB-GM  139.40 -15.20 37.50 38.30 13.26 10.52
POS-BRB-TD 130.00 -33.00 49.20 54.40 28.10 23.04
VEN-BI-GF 137.00 -27.90 28.20 30.30 10.13 7.96
POS-BRB-TL - -33.60 46.60 48.50 25.63 19.26
POS-BRB-GB - -8.10 36.40 39.00 14.89 11.73
VEN-BVV-GF - -3.90 38.00 40.20 13.02 10.39
VEN-BI-TG - -17.50 46.30 46.70 18.92 15.81
VEN-BVS-R1 129.10 -26.90 46.90 45.20 26.55 18.86
PRE-BVV-GC - -6.90 39.20 41.40 13.19 10.25
POS-BRB-TA 123.00 -52.30 41.20 46.90 22.18 15.56
X 132.57 -20.09 40.43 42.93 17.75 13.84
% RSD 52.32 73.64 14.92 14.78 35.54 33.83

En este experimento se empled como herramienta estadistica un test ANOVA de dos

factores, este test permitid conocer si la incubacion en anoxia durante 1.5 meses tuvo efecto
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diferente segun el vino analizado, y si hubo diferencias estadisticamente significativas en
los valores de sulthidrico obtenidos tras la incubacidon en anoxia con respecto al punto
inicial y entre muestras. Para llevar a cabo todo ello se analizaron los p obtenidos del test,
con lo cual se comprobo que existen diferencias significativas entre el punto inicial y final
del experimento (p = 3.87 x 107!%), entre muestras (p = 6.94 x 102) y que ademas existe
una interaccion entre el efecto muestra y tratamiento (p = 3.99 x 1071%). La incubacion en
anoxia a 35 °C afecta de forma diferente las muestras en cuanto al aumento de H»S.
También se realizé un analisis de correlaciones del aumento de sulthidrico tras 1.5
meses de anoxia con parametros iniciales del contenido fenolico y variaciones de otros
compuestos quimicos. Lo mas interesante de lo encontrado fue:
- Ausencia de correlacion con cualquier parametro espectrofotométrico medido en uva
0 muestras.
- Correlaciones significativas con:

Consumo de acetaldehido tras incubacion en anoxia (R=0.60 p=0.04).

La grafica 4 del anexo representa la correlacion entre le consumo de acetaldehido y
aumento de H>S debido a la disminucion de potencial. Esta correlacion explica como las
FFAs con pocos ARPs tienen un consumo menor de CH3CHO, y son aquellas que tras la
incubacidn en anoxia tienen potenciales redox mas altos, por lo cual también exhiben un

menor incremento de H>S (mantienen todavia formas oxidadas que no analizamos).

6.4. EXPERIMENTO 3: REACTIVIDAD DE H:S (2* INCUBACION)

Este apartado del documento refleja los resultados de la repeticion del experimento
de la evaluacion de reactividad de HaS, pues como se menciond, los potenciales redox en
el punto inicial del andlisis fueron muy altos. Para corregir este problema, 6 de los 12 vinos
previamente utilizados fueron preparados para someterlos a una reduccion acelerada
durante 2 semanas, esto se logr6 incubando dichos vinos a 50 °C, luego de haber sido
empacados herméticamente en bolsas al vacio y dentro de la camara de anoxia, de tal
manera que el oxigeno no entre en contacto con las muestras. Como era de esperarse, tras
las 2 semanas bajo estas condiciones los potenciales redox fueron considerablemente

inferiores a los que se tuvieron en el punto inicial del experimento anterior, y bajaron aun
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mas cuando se realiz6 la fortificacion con sulfhidrico; estos valores oscilaron entre -42.50
y -80.70 mV (sin dopar), como se puede observar en la Tabla 14.

En este segundo experimento, dado que el potencial redox es bajo (ver Tabla 14),
predominan las formas BR. Ademas, la concentracion de metales es alta, por tanto la mayor
parte de HoS estd acomplejado con metales, aunque hay diferencias entre muestras. En
algunas como PRE-BRB-GM, solo el 4.2 % esta como libre, pero otras como la POS-BRB-
TA tiene un 74% del sulfhidrico como libre (ver tablas 12 y 13).

Al observar los resultados de H»S libre en la Tabla 12 se evidencia una disminucion
estadisticamente significativa (p = 0.01) de una media de 14.24 a 1.32 pg/L al comparar
los puntos inicial y final del experimento mediante un test t por parejas. Esto quiere decir
que la mayor parte de sulfhidrico libre se combiné con los metales del vino. Por otro lado,
se puede ver que el MeSH aparece solamente en los resultados de la fraccion libre, esto se
debe a que el LD para la determinacion de azufrados BR es 0.25 pg/L para este compuesto
(ver Tabla 2). Cabe recalcar ademas que entre el punto inicial y final no existe una

diferencia significativa (p = 0.32) en la concentraciéon de MeSH libre.

Tabla 12. Azufrados libres en muestras de menor potencial dopadas con 70 pg/L de

H>S

Punto Inicial Mes y Medio
FFA H.,S MeSH CS; H.S MeSH CS:
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

PRE-BRB-TL  7.69+0.69 0.15+0.01 0.11+£0.00 1.29+0.12 0.16+0.00 0.34+0.03
PRE-BRB-GM  2.48+0.57 0.10+0.40 0.12+0.08 0.65+0.06 0.15+0.01 0.41+0.00
VEN-BI-GF 11.57+£0.02 0.17+£0.01 0.10£0.00 0.52+0.03 0.13+£0.00 0.41+0.01
VEN-BVS-R1  11.90+0.24 0.14+0.00 0.09+0.01 1.20+0.01 0.15+0.00 0.39+0.00
POS-BRB-TD  19.33+0.24 0.23+0.01 0.15+0.01 2.90+0.24 0.14+0.00 0.42+0.10
POS-BRB-TA  32.53+0.42 0.13+0.01 0.11£0.01 1.34+0.24 0.13£0.00 0.44+0.10

X 14.24 0.15 0.11 1.32 0.14 0.40

% RSD 73.90 28.12 19.07 64.45 8.45 8.54

Por el contrario, al observar los resultados de CS; reportados en la Tabla 12, se puede
ver un aumento estadisticamente significativo (p =2.72 x 10°) entre el punto inicial y final

del experimento. Es importante mencionar que al comparar los valores de CS; libre y
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combinado se observa una inconsistente diferencia, siendo que los valores mas altos
aparecen en la fraccion libre.

Al analizar los resultados de la Tabla 13 correspondientes a los azufrados BR, se
vieron diferencias muy marcadas entre muestras. Fue la primera vez que se observo esto en
el presente estudio. 3 muestras aumentaron su concentracion y 3 disminuyeron. Los vinos
PRE-BRB-GM, VEN-BI-GF y VEN-BVS-R1 experimentaron una disminucion de HaS tras
la incubacion en anoxia. Esto se debe a una reaccion de oxidacion de los polifenoles del
vino, catalizada por el Fe**. Los grupos catecol o pirogalol forman quinonas que reaccionan
con los grupos tioles (moléculas nucleéfilas) a través de la adicion de Michael.

En la tabla 13 se puede observar también que las muestras PRE-BRB-TL, POS-
BRB-TD y POS-BRB-TA tuvieron un aumento significativo de 20.33, 52.52 y 64.79 ng/L
de Hz2S BR respectivamente. Este aumento es atribuido a la presencia de cisteina y glutation,

y ademads a que posiblemente las FFAs tenian menos quinonas que reaccionen.

Tabla 13. Azufrados BR en muestras de menor potencial dopadas con 70 pg/L de H>S

Punto Inicial Mes y Medio
e H:S (ng/L) CS; (ng/L) H:S (ng/L)  CS: (ng/L)
PRE-BRB-TL 56.56+1.94 0.10+0.00 76.89+7.24 <LD
PRE-BRB-GM 59.09+0.21 0.1240.01 44.62+2.16 <LD
VEN-BI-GF 71.59+3.53 0.10£0.01 42.89+0.75 <LD
VEN-BVS-R1 62.51+£0.48 0.1540.00 44.54+3.52 <LD
POS-BRB-TD 46.58+1.47 0.11+0.01 99.10+6.19 <LD
POS-BRB-TA 43.98+0.23 0.12+0.01 108.77+6.73 <LD
X 56.72 0.12 69.47
% RSD 18.0726 15.9835 42.81

Por otro lado los valores de CS; de la fraccion BR reportados en la Tabla 13, no

permiten visualizar diferencias, pues en todas las muestras analizadas tras la incubacion
durante 1.5 meses, la concentracion de CS; fue inferior al limite de deteccion. Esto como
se menciond es algo inquietante, pues los valores de este compuesto en la fraccion libre son

mayores que en la BR, y deberian ser similares. Cabe mencionar que, tanto en la fraccion
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libre como BR, la concentracion de CS> se encuentra muy por debajo del umbral de
percepcion (ver Tabla 1), por lo tanto no tiene importancia sensorial.

En la Tabla 14 se reportan los valores de IPT tras la incubacion en anoxia, mismos
que al compararlos con el punto inicial del experimento no indican diferencias
significativas (p = 0.29). También se compararon estos resultados con el control, donde
tampoco se evidencié una variacion significativa (p = 0.19). El color por el contrario, si
experimentd una disminucion estadisticamente significativa (p = 0.001), de una media de
13.21 a 11.42. Esta disminucion es atribuida a la susceptibilidad del vino al calor aplicado
durante la experimentacion (35 °C).

El potencial redox por otro lado, ha disminuido significativamente (p = 0.007). Sin
embargo, esta disminucion es considerablemente menor que la que se observoé en el primer
experimento con H>S, lo cual evidentemente se debe a que para la segunda incubacion, los
valores de potencial redox eran bajos ya, pues habian estado en reduccion acelerada (50 °C)
durante 2 semanas. Esto explica la diferencia de comportamientos entre un experimento y
otro, donde se observa claramente que al partir de potenciales altos, el aumento de

sulthidrico se dispara tras la incubacion.

Tabla 14. Potencial Redox, IPT e Intensidad de color en muestras de menor potencial

dopadas con 70 pg/L de H,S

POTENCIAL REDOX IPT Intensidad de
FFA (mV) (1280) color
PI Pldop 1.5M PI 1.5M PI 1.5M

PRE-BRB-TL -68.10  -78.80 -89.9 43.00 43.6 14.43 12.44
PRE-BRB-GM  -42.50  -64.20 -70.6  36.00  37.9 9.73 8.41
VEN-BI-GF -80.70  -92.20 -93.2  30.00 305 7.02 6.54
VEN-BVS-R1 -79.90  -89.90 -93.8 4430 449 15.61 13.37
POS-BRB-TD -79.70  -89.50 974 4620  43.1 17.10 14.67
POS-BRB-TA -79.00  -82.60 -97.8 46.10 423 15.34 13.06
X -71.65 -82.87  -90.45 4093  40.38 13.21 11.42
% RSD 20.99 12.61 11.23 1598 13.37 29.78 27.97




43

Se realizd también un test ANOVA de dos factores, que permitié6 conocer si la
incubacidn en anoxia durante 1.5 meses tuvo efecto diferente segun el vino analizado. Los
valores p permitieron corroborar que existen diferencias significativas entre el punto inicial
y final del experimento (p = 2.24 x 10°°), entre muestras (p = 2.77 x 10°°) y que ademas la
incubacion afecta de forma diferente a las 6 muestras, con diferencias estadisticamente
significativas (p = 1.51 x 10). De hecho 3 muestras sufrieron un aumento y otras 3 un
descenso del H>S BR.

También se realizé un analisis de correlaciones de la variacion de H»S tras 1.5 meses
de anoxia con parametros iniciales del contenido fendlico y variaciones de otros
compuestos quimicos. Lo mas interesante de lo encontrado fue:

- Ausencia de correlacion con: IPT de muestras control y concentracion de antocianos

y taninos en uva.

- Correlaciones significativas con:

IPT de muestras dopadas con H»S y bajo potencial redox (R=0.76 p=0.08).

Disminucion de HoS libre tras 1.5 meses de incubacion y dos semanas de reduccion

acelerada (R=0.74 p=0.09).

Consumo de acetaldehido tras incubacion en anoxia (R=0.86 p=0.03).

En el anexo, las graficas 5, 6 y 7 representan las tres correlaciones significativas
encontradas con respecto a la variacion de sulthidrico tras la incubacién en anoxia. De
nuevo se observa la correlacion del consumo de acetaldehido y la variacion del contenido

de H>S BR tras la incubacion en anoxia, atribuido a la concentracion de ARPs en el vino.
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7. CONCLUSIONES

Primera.- Las muestras control presentaron una concentracion media de HS inicial
de 0.88 pg/L, valor por debajo del umbral de percepcion de ese compuesto en vino (1 pg/L).
El compuesto fue detectado tnicamente en la fraccion BR, es decir, todo el HoS se
encuentra reversiblemente combinado con los metales del vino. Después de 1.5 meses de
incubacién en anoxia a 35 °C, este valor experimenta un aumento estadisticamente
significativo a una concentracion promedio de 11.13 pg/L. Por experimental previo
realizado en el laboratorio se conoce que los vinos reconstituidos con FFAs no poseen ni
sulfuroso ni acetaldehido, por lo que se optd por no realizar control de esas sustancias en
los vinos.

Segunda.- Los compuestos carbonilicos, principales aglutinantes de SO>, no estaban
en los vinos sintéticos preparados. Consecuentemente en el punto inicial del andlisis, tras
doparlos con 80 mg/L de SO», entre el 90 y 98% del sulfuroso total se encontraba en su
forma libre. Esta fraccion libre disminuyd significativamente a porcentajes entre el 22.6 y
90% (21.73 y 71.47 mg/L) a lo largo de la incubacién en anoxia formando combinaciones
con los polifenoles de la uva. Esta variacion se contrastd con el aumento de la concentracion
media de SO, combinado de 35.53 a 79.26 mg/L. El descenso del sulfuroso total tras el mes
y medio de incubacion (entre el 24 y 67%) fue estadisticamente significativo y diferente
entre muestras, se correlaciona ademas con parametros espectrofotométricos iniciales como
IPT e IC del control y absorbancia a 280 y 520 nm del extracto de la uva de partida.

Tercera.- El sulfuroso activo presentd una mayor diferencia con respecto al libre en
el punto inicial del andlisis, tras dopar con 80 mg/L de SO.. Es decir, las combinaciones
que se rompen por efecto del pH acido del método Rankine estuvieron en mayor proporcion
al inicio y disminuyeron tras la incubacion en anoxia a 35 °C. Las mayores diferencias entre
el SO; activo y libre estuvieron en el vino POS-BRB-GB en el punto inicial del
experimento, correspondiendo solamente el 27.57 % de la fraccion libre de esa muestra a
sulfuroso activo. El vino PRE-BVV-GF no tuvo uniones susceptibles al pH como parte de

la fraccion libre, pues su valor coincidi6 con el sulfuroso activo.
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Cuarta.- Tras el dopado de los vinos sintéticos con 50 mg/L. de acetaldehido, la
concentracion de acetaldehido disminuyo entre 0 y 15.82 mg/L tras la incubacion en anoxia,
atribuyendo este descenso a la presencia de ARPs. Las muestras de la variedad garnacha
fueron las que menos acetaldehido consumieron en anoxia. La muestra VEN-BVS-R1
destacd por un consumo de 14.83 mg/L de acetaldehido. La variacion de acetaldehido
mostr6 una correlacion con el IMF de las uvas de partida y con la variacion de HS tras la
primera incubacion.

Quinta.- Los potenciales redox iniciales de los vinos reconstituidos oscilaron entre
123 y 139.40 mV, esto provocd que la mayor parte de H>S adicionado en la primera
incubacion se dimerizase u oxidase, de tal manera que los valores iniciales tras el dopado
fueron significativamente menores de 70 ng/L, tanto en el analisis de libres como BR. Estos
valores aumentaron consecuentemente tras el mes y medio de incubacién en anoxia a
concentraciones entre 35.71 y 100.31 pug/LL como formas BR, debido al descenso del
potencial y en algn caso por el rol de la cisteina y glutatiéon adicionado como especies
precursoras.

Sexta.- Se considerd conveniente repetir el experimento con sulthidrico partiendo
de potenciales mas bajos, conseguidos al someter las muestras a una reduccién acelerada
durante dos semanas. Los resultados iniciales obtenidos tras dopar con 70 pg/L de H>S
confirmaron que el potencial redox es determinante para evaluar la reactividad de este
compuesto en el vino. Estos resultados oscilaron entre 43.78 y 71.59 pug/L de H2S BR. Fue
la primera vez que se observaron comportamientos con diferencias tan marcadas en el
presente estudio tras anoxia: 3 muestras aumentaron su concentracion y 3 disminuyeron.
Los vinos PRE-BRB-GM, VEN-BI-GM y VEN-BVS-R1 experimentaron una disminucion
de 14.47,28.70 y 17.97 ng/L respectivamente. Las muestras PRE-BRB-TL, POS-BRB-TD
y POS-BRB-TA tuvieron un aumento significativo de 20.33, 52.52 y 64.79 png/L
respectivamente, atribuido a la presencia de cisteina y glutation.

Séptima.- El IPT experimentd una disminucion estadisticamente significativa al
afiadir sulfuroso y acetaldehido, pero no al fortificar con sulthidrico. Al analizar este
paradmetro tras haber transcurrido el periodo de incubacion en anoxia a 35 °C, el IPT no se
modifica de manera general, sin embargo, aumenta de forma significativa en las muestras

dopadas con SO> y HzS (1* incubacion).
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Octava.- El color experimenta disminuciones estadisticamente significativas al
compararlo con el control en todos los experimentos a excepcion de las muestras
fortificadas con acetaldehido. Tras la incubacion se presentaron comportamientos distintos
en cada experimento. El sulfuroso ralentizd los procesos de polimerizacion de los
polifenoles en el vino durante el envejecimiento, por lo que se evidencid un aumento
significativo en el color tras la incubacion. El acetaldehido provocd una disminucion
estadisticamente significativa en el color tras la anoxia. Finalmente el dopado con H»S,
provocd una disminucion estadisticamente significativa tras la anoxia, la cual fue mayor en
las muestras que se fortificaron partiendo de potenciales redox menores (2* incubacion).

Novena.- Durante el andlisis de azufrados libres y BR se detectaron otros
compuestos diferentes al sulfhidrico, estos fueron CS; y MeSH, sin embargo sus
concentraciones fueron muy bajas. En el caso del MeSH, la mayoria se encontraron por
debajo del limite de cuantificacion, mientras que las concentraciones de CS: encontradas
en los vinos fueron muy inferiores al umbral de percepcion de este compuesto en el vino,
sin representar un importancia sensorial.

Décima.- Las variaciones de potencial que tienen lugar en la incubacidn en anoxia,
tanto en las muestras control como en las dopadas con H»S estan correlacionadas con el
IPT y la intensidad de color, que experimenté cambios significativos en todos los
experimentos, ya sea al afladir las sustancias empleadas para fortificar las muestras, o tras

haber transcurrido el proceso de incubacion en anoxia a 35 °C.
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9. ANEXO

Grafica 1. Correlacion entre el consumo sulfuroso tras la incubacion y la diferencia

entre el SO; activo y libre en el punto inicial
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Grafica 2. Correlacion entre el consumo SO; total en anoxia y la absorbancia a 520

nm del extracto de las uvas de partida.

ASO2/ Abs 520 nm

1. ‘. ®
.
0 e
0'
0'3

0.2
15 25 35 45 55

R?=0.5395

Grafica 3. Correlacion entre el consumo de acetaldehido tras la incubacion e IMF de

las uvas de partida.
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Grafica 4. Correlacion entre el consumo de CH;CHO en anoxia y el aumento de H2S

tras la incubacion en anoxia (1* incubacion).
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Grafica 5. Correlacion entre la variacion de H>S e IPT en el punto inicial (2*

incubacion).
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Grafica 6. Correlacion entre la variacion de HzS y disminucion de la fraccion libre (2°
incubacion).
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Grafica 7. Correlacion entre la variacion de HS BR (2% incubacion) y el consumo de
°CH3;CHO.
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