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1 INTRODUCCION

La gran capacidad de adaptacion de la vid a diferentes ambientes

geograficos y la facilidad con que ésta puede ser propagada, explican en gran
medida la amplia distribucion mundial de este cultivo.

Uruguay esta comprendido entre los paralelos 30 y 35 de latitud sur, en un
clima con influencia atlantica y del estuario del Rio de la Plata.

Climaticamente Uruguay esta clasificado segun indices (Heliotérmico, de

Sequia y de Frescor Nocturno) que determinan la aptitud climatica del territorio
para el cultivo de la vid y su éptima maduracion (metodologia propuesta por
Tonietto y Carbonneau, 2004).

Supanicie de viflelos (hi )

Figura 1. Clasificacién climatica multicriterio — Indices adaptados y delimitacion de las regiones
climaticas viticolas. Distribucién de vifiedos.

Fuente: Ferrer et al. (2007)



Particularmente la zona Sur-Este (origen de las uvas utilizadas para los
ensayos) fue clasificada por Ferrer et al. (2007) como IHas, IF a2, IS a1, que
indican un clima viticola templado con noches templadas y sequia moderada.

En Uruguay, la principal variedad de Vitis vinifera cultivada con el fin de
producir vinos de calidad es Tannat, cepa que comparte su establecimiento y
evolucion a través del tiempo con la historia de la viticultura nacional.

Esta variedad de origen francés, fue introducida por Don Pascual Harriague
en 1875 en Salto, adquiriendo una gran importancia que se extiende hasta
nuestros dias (Echeverria, 2005).

A comienzos de 1990, el sector vitivinicola se encontraba en un mercado
altamente protegido de altos costos de produccidén y vinos de baja calidad,
frente al comienzo de un proceso de integracion regional, el MERCOSUR.

Ante este escenario, surgia que la vitivinicultura en un sentido amplio, tenia
muy poca capacidad de competir en un mercado abierto dado los volumenes
importantes de produccion argentinos. También se especulaba con la calidad
de los vinos chilenos.

En respuesta a tal situacion, la catedra de Vitivinicultura de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de la Republica, junto al INAVI, buscaron una
estrategia de reconversion necesaria para que el productor pudiera mantenerse
y competir. Se definid asi la necesidad de diferenciar a Uruguay de los demas
paises del MERCOSUR, no en volumenes sino en calidad (La Onda Digital,
2002).

El primer concepto fue que el pais necesitaba diferenciarse con una
variedad, que no fuese cultivada por los demas paises de la regién, surgiendo
Tannat como la cepa que podria liderar el proceso de reconversion.

Frente a la dificultad que Uruguay no contaba con importantes precedentes
de exportacion de vinos, fruto de un medio fuertemente protegido, Tannat
permitia salir con un producto tipico capaz de ser asociado con el pais (La
Onda Digital, 2002).

Tannat se convierte asi en un tema central de investigacion, ya que si bien,
contaba con mas de cien afos de produccién en Uruguay, nunca se habia
estudiado localmente su secuencia de proceso (La Onda Digital, 2002).

En tal sentido la investigaciéon se centrd tanto en aspectos productivos
como enoldgicos, con el objetivo de mejorar la calidad y explotar al maximo el
potencial de la variedad.



En este proceso fue destacable la participacion del Instituto Nacional de
Vitivinicultura (INAVI), Facultad de Agronomia, INIA Las Brujas, y los grupos
CREA.

En 1995 Uruguay organizé la 75 Asamblea Mundial de la OIV. Esta
asamblea fue de vital importancia ya que abri6 las puertas al mercado mundial
para la exportacion de vinos finos uruguayos.

Al mismo tiempo INAVI con el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca,
comenzaron un programa de reconversion de vifiedos buscando la erradicacion
de vides americanas (Vitis labrusca) y de hibridos productores directos, y la
implementacién de cepas Vitis vinifera mas adaptadas a la produccioén de vinos
de buena calidad (Gonzalez-Neves, 2005b). Si bien opiniones de expertos
internacionales ya dejaban cuenta de una mejora muy significativa de la
competitividad entre 1990 y 1996 (Echeverria, 2005).

A partir del aino 2000, INAVI igualmente impulsa un programa de
reconversion de bodegas con la premisa de modernizar los equipamientos de
las mismas y de mejorar las practicas de vinificacion (Gonzalez-Neves, 2005b).

En conjunto, las politicas institucionales, las inversiones del sector privado y
los aportes de la investigacion, han permitido una mejora importante de la
calidad de los vinos producidos asi como un mejor posicionamiento de los vinos
Tannat de Uruguay en el contexto internacional”.

La evolucién de las exportaciones en los ultimos 10 afos puede apreciarse
en la cuadro No. 1, mientras que el cuadro No. 2 resume la realidad actual del
encepado nacional y la contribucion de cada variedad a la produccion total de
uvas tintas destinadas a la vinificacion.

Cuadro 1. Exportaciones anuales de vinos de 1997 al 2007 expresadas en miles de litros.

1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007

1066 | 1107 | 3046 | 3209 | 2590 | 2226 | 1763 | 1210 | 1460 | 3591 | 9897

Fuente: adaptado de INAVI (2008a).

' Carbonneau, A. 2008. Com. personal.



Cuadro 2. Variedades tintas para vino - plantas, superficie, produccion, productividad y densidad
de plantacion, por variedad - afo 2007.

Variedades de

Vino Plantas Superficie Produccion
Descripcion Cantidad % respecto al Ha % respecto al Kilogramos % respecto al
existente total tintas vino total tintas vino total tintas vino
(con o sin
produccion)
MEZCLA (TINTA) | 345.197 1.5 86 1.3 683175 0.7
FRUTILLA 1.607.989 7.0 440 6.7 5136362 5.2
HIBRIDOS
TINTOS 2.529.530 11.0 545 8.3 5441570 5.5
TANNAT 6.008.192 26.2 1.714 26.1 27793387 28.0
FOLLE NOIR 251.595 1.1 67 1.0 327286 0.3
CABERNET
FRANC 999.496 4.4 299 46 4421819 45
CABERNET
SAUVIGNON 2.368.674 10.3 720 11.0 8267543 8.3
MERLOT 2.793.273 12.2 820 12.5 11927266 12.0
SYRAH 256.566 1.1 84 1.3 690945 0.7
MOSCATEL
HAMBURGO
(VINO) 4.944.755 21.6 1.533 23.4 31855685 32.1
NEBBIOLO 75.799 0.3 28 0.4 273365 0.3
PINOT NOIR 117.347 0.5 35 0.5 359945 0.4
COT (MALBEC) 120.825 0.5 36 0.5 462736 0.5
PETIT VERDOT 41.010 0.2 12 0.2 169067 0.2
OTRAS TINTAS
DE VINO 468.383 2.0 145 22 1352484 1.4
Total 22.928.631 100 6.564 100.0 99.162.635 100.0

Fuente: adaptado INAVI (2008Db).

Sumado al requerimiento de avanzar en el conocimiento y empleo de
nuevas variedades viniferas, permanece la continua necesidad de aumentar la
calidad de las cosechas y de perfeccionar técnicas de vinificacion para obtener
productos diferenciados y de alto valor enolégico’.

En este contexto surge la presente investigaciéon que consistié en comparar
tres técnicas alternativas a la vinificacién tradicional en tinto de uvas Tannat.



Estas son, la extraccion diferida de antocianos (EDA), la maceracién
prefermentativa en frio (MPF) y la maceracion extendida (ME), siendo las dos
primeras mencionadas, probadas por primera vez a nivel de investigacion en el
pais.

Los diferentes resultados analiticos fueron evaluados durante el desarrollo
de las maceraciones y en los vinos terminados a los tres, seis y doce meses del
descube.

En especial fue analizado al efecto de los tratamientos sobre la
composicion fendlica del mosto/vino, debido a la gran influencia de estos
compuestos en la calidad del vino y por ser Tannat una variedad de
caracteristicas excepcionales en este sentido (Gonzalez-Neves, 2005b).



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCCION

La uva a cosechar es el resultado de profundos cambios en la composicion
fisico-quimica que se profundizan en la ultima etapa de desarrollo de la misma
o maduracion.
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Figura 2. Evolucién de azicares y acidez durante la maduracién de la uva.
Fuente: Gonzalez-Neves et al. (2005a)

Los contenidos de azucares que eran bajos en la baya hasta envero
(menos al 2% vy principalmente glucosa), aumentan marcadamente durante la
maduracién, llegando a un maximo que suele coincidir con el minimo en el
contenido de acidez (figura No. 2) y que definen el punto conocido como
madurez tecnoldgica, el cual es utilizado en muchos casos como un indicador
del momento adecuado para la vendimia.

Los valores de azucares, acidez y pH generalmente encontrados en uvas
del cultivar Tannat, explican en parte su gran aptitud enoldgica.

Gonzalez-Neves (2005b) expone en ensayos realizados con Tannat,
Cabernet Sauvignon y Merlot, que las uvas del cultivar Tannat mostraron los
tenores mas elevados de acidez total y los valores mas bajos de pH para los
tres afos de estudio. Tannat también mostré los mayores contenidos de
azucares en todos los casos.

La acidez real o pH va a condicionar la mayoria de los procesos que
ocurren durante la vinificacion asi como las caracteristicas y propiedades del
vino.



Los principales microorganismos ingresados a bodega con la vendimia son
bacterias, que son mas sensibles a la acidez que las levaduras, por lo que ésta
es un importante seleccionador microbiano predisponiendo el mosto a una
fermentacion adecuada®.

Mostos con alto pH frecuentemente resultan inestables y dan lugar a vinos
que son mas susceptibles a la oxidacidn y al deterioro microbiologico.
Particularmente, el didxido de azufre agregado al vino con tal de prevenir tales
fendmenos, debe su concentracion en estado libre, (forma activa) al pH del
medio.

Otra consecuencia de los altos niveles de pH del mosto y el vino, es un
descenso en la calidad y la estabilidad del color de los vinos tintos como
resultado de la reduccion del grado de ionizacion de los compuestos
involucrados.

2.2 POLIFENOLES
2.2.1 Introduccion

Los polifenoles son metabolitos secundarios (entendiéndose por éstos a
todos aquellos compuestos organicos sintetizados por un organismo que no
tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del mismo) que estan
presentes en todas las plantas vasculares (Stafford,1991), y su presencia se
debe a las multiples funciones fisiologicas que éstos desarrollan en las mismas.

Se citan mas de 4000 flavonoides identificados (Stafford et al., citados por
Downey et al., 2006).

La naturaleza cromdfora de la estructura en anillo de los polifenoles resulta
en la absorcion de luz tanto en el espectro visible como en el ultravioleta
(Ribéreau-Gayon et al., 1972). La absorcion en el ultravioleta protege a las
plantas de la radiacién UV, lo que ha sido propuesto como el rol ancestral de
estos compuestos (Koes et al., 1994).

Los polifenoles incluyen pigmentos que actuan tanto como atrayentes para
los polinizadores como para los agentes dispersantes de las semillas (Koes et
al., 1994).

Los flavonoides también actuan previniendo el consumo por herbivoros a
través del amargor y la astringencia natural de los flavan-3-oles, y los taninos

2 Gonzalez-Neves, G. 2005. Com. personal.



condensados (Feeny, citado por Downey et al., 2006).

Ademas, muchos flavonoides desarrollan actividad como fitoalexinas,
defendiendo a la planta contra ataques fungicos y bacterianos (Dakora y
Phillips, 2002).

Dado los objetivos de esta tesis se cree de particularidad importancia hacer
una resefa de las principales caracteristicas y consecuencias enoldgicas de la
presencia de estos compuestos en la uva el mosto y el vino. Como lo expresa
Kennedy (2006), la comprensién cientifica de los polifenoles de la uva y del vino
es un requerimiento cada vez mayor para manejar eficientemente diferentes
estilos de vinos.

2.2.2 Compuestos fendlicos en la uva y el vino

Los polifenoles son de los constituyentes mas importantes de la uva y
tienen una gran incidencia sobre la calidad del vino, a través de su influencia en
las caracteristicas quimicas, sensoriales y nutricionales (Gonzalez-Neves,
2005Db).

En los vinos tintos su importancia relativa es aun mayor. A nivel sensorial
son responsables del color, la astringencia, el amargor, y en gran medida del
cuerpo y la estructura. El tenor en polifenoles también estara determinando la
aptitud o capacidad que tendra el vino para la guarda. En adicion, se atribuye a
estos compuestos, propiedades benéficas para la salud a través de su
capacidad antioxidante (Konga 2003, Villafio et al. 2006).

La estructura de todos los compuestos fendlicos esta basada en la
sustitucion de un H por un OH en el anillo de benceno (Kennedy et al., 2006).

Las estructuras donde se da una alternancia de atomos con y sin oxigeno
son muy inestables y en las plantas se estabilizan originando compuestos
aromaticos del tipo fendlico (Seymour et al., 1993).

Pueden ser subdivididos segun sus estructuras quimicas y los principales
grupos de fenoles presentes en las uvas se muestran en la cuadro No. 3.



Cuadro 3. Principales compuestos fenolicos de la uva.

ACIDOS
BENZOICOS
NO FLAVONOIDES Acipos C6-C1
FENOLICOS
FLAVONOLES (AGLICONAS)

FLAVONOIDES

CATEQUINAS
C6-C3-C6

PRODELFINIDINAS

Fuente: Gonzalez-Neves (2005b).

p-HIDROXIBENZOICO
PROTOCATEQUICO
VAINILLICO

GALICO

SIRINGICO
GENTISICO
SALICILICO

KAEMPFEROL
QUERCETINA
MIRICETINA
ISORHAMNETINA

CATEQUINA
EPICATEQUINA
GALOCATEQUINA
EPIGALOCATEQUINA

DERIVADOS DE
GALOCATEQUINA

Y EPIGALOCATEQUINA

O



2.2.2.1 Flavonoides

Los flavonoides son la familia mas importantes de compuestos entre los
polifenoles de la uva, ya sea por su cantidad relativa como por su influencia en
la calidad. Su estructura consta de 2 grupos aromaticos poli-hidroxilados,
anillos A y B, conectados por un anillo pirano. El anillo C puede estar mas o
menos saturado, determinando el numero de dobles enlaces (insaturacion) la
clase de flavonoide. El anillo C totalmente insaturado, corresponde al
denominado cation pirilium, y es la estructura de los antocianos, el pigmento
rojo de las uvas. Con el anillo C totalmente saturado se encuentran flavanos,
una clase que incluye estructuras tanto monoméricas (las catequinas) como
poliméricas (las proantocianidinas o taninos condensados) (Fulcrand et al.,
20006).

ANTOCIANOS

Los antocianos son los pigmentos rojos de la baya, y en consecuencia, los
principales pigmentos de los vinos tintos jovenes (Gonzalez-Neves 2005b,
Harbertson y Spayd 2005, Kennedy et al. 2006).

Estan ubicados en las células externas de la hipodermis de los hollejos de
las variedades tintas, libres en las vacuolas, o en conglomerados, carentes de
membrana, denominados por algunos autores como antocianoplastos (Amrani
y Glories 1994, Amrani y Glories 1995) estando también presentes en la pulpa
de las variedades tintoreras.

Desde que Ribéreau-Gayon determind su estructura en 1959, numerosos
estudios se han llevado a cabo con el objetivo de lograr una mejor comprension
de cdmo los antocianos se comportan y evolucionan en un medio tan complejo
como el del vino.

Estos compuestos se encuentran en la uva y el vino en forma de glucésidos
(figura No. 3), con la particularidad que en las variedades de Vitis vinifera estan
en la forma 3-monoglucdsidos, mientras que en las Vitis de origen americano y
en los hibridos también se encuentran en la forma 3,5-diglucdsido (Riberéau-
Gayon et al.,1972). Por otra parte, la glucosa puede estar esterificada, hablando
en este caso de antocianos acilados. Segun la molécula de acido que participe
en la acilaciéon se encuentran los derivados p-cumarico, caféicos o acéticos.
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Figura 3. Antocianos del género Vits.

La forma aglicona es denominada antocianidina. En el genero Vitis, en
funcion de las sustituciones en el anillo B, las antocianidinas presentes son
cianidina, petunidina, peonidina, delfinidina y malvidina (cuadro No. 4)

Cuadro 4. Antocianidinas en el genero Vitis.

R'3 R’5 Antocianidina
OH H Cianidina
OCH3 H Peonidina

OH OH Delfinidina

OH OCH3 Petunidina
OCH3 OCH3 Malvidina

El tenor en antocianos de la uva es muy variable en funcién de la cepa, las
condiciones ambientales y pedoldgicas asi como de las técnicas de manejo del
vifiedo (Lepadatu et al., citados por Gonzalez-Neves, 2005b).

En este sentido numerosas investigaciones nacionales, confirman este
comportamiento para las principales variedades tintas utilizadas en la viticultura
nacional en diversas condiciones ambientales y de manejo del pais (Gonzalez-
Neves et al. 2002, Gonzalez-Neves et al. 2003a, Gonzalez-Neves 2005b).



Por el contrario, el perfil antocianico, (entendiéndose como tal a las
proporciones de las diversas formas en que se pueden encontrar los
antocianos) esta en funcion principalmente de la cepa, es decir ésta tiene la
capacidad de regular la expresién de cada tipo de antociano (Gonzalez-Neves,
2005b).

El color de los antocianos varia mucho en funcion de su estructura quimica
y de las condiciones fisico-quimicas del medio, en particular del pH (Riberéau-
Gayon et al., 1972).

En solucién acuosa coexisten cuatro formas moleculares de los antocianos:
una base quinoidal, el cation flavilium, una base hemiacetal y una chalcona. Al
pH del vino, la forma hemiacetal, que es incolora, es la forma mas importante
seguida por el cation flavilium, que es la forma roja. La hidratacion del cation
flavilium representada como AH" + H,O¢<= AOH + H" tiene una pK de 2,6 para
el antociano mayoritario en el vino, malvidina-3-glucdésido (Brouillard y Delaporte
1977a, Brouillard y Dubois 1977b). Por lo tanto a un pH mayor a 2,6, la
malvidina-3-glucésido esta mayoritariamente presente en su forma incolora
hemiacetal. Por lo que si el pH del vino se encuentra entre 3,2 y 3,6 solo del 25
al 10% de las moléculas se encontraran en su forma coloreada.

H:0

Base Cation flavilio

quinoidal ‘ .f/[/\[
«l-—"w =

Figura 4. Efecto del pH sobre el color del vino tinto.

Fuente: El color de los vinos parte Il. Pefia (2006).

El color es una de las primeras caracteristicas de un vino que puede ser
apreciada por el consumidor y es un atributo importante, porque puede ser
utilizado, junto con otras variables, como un indicador de calidad (Gonzalez-
Neves et al., 2003b), por lo que es evidente la importancia de conocer los
factores que lo determinan.
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TANINOS

Cuando el anillo C de los flavonoides se presenta completamente saturado,
los compuestos resultantes son los flavanos, una clase de moléculas que
incluye estructuras monoméricas, las catequinas, y poliméricas, las
proantocianidinas (por su capacidad de dar antocianidinas mediante hidrdlisis
en medio &acido), comunmente llamadas taninos o taninos condensados
(Fulcrand et al. 2005, Adams 2006).

Este es un grupo de fenoles que se encuentra en concentraciones
importantes en las uvas y que juegan un papel preponderante en la calidad del
vino, al cual confiere propiedades sensoriales (astringencia y amargor), de
estructura (contribuyen al cuerpo del vino) y participa en algunas de las
reacciones que permiten la estabilizacion del color (Vals-Fonallet 2004,
Fulcrand 2006).

Los principales flavan-3-oles de la uva son la (+)-catequina y la (-)-
epicatequina. Ellos son isémeros entre si, con las catequinas mostrando la
configuracion 2,3,-trans y las epicatequinas la forma 2,3,-cis. También puede
ser hallado el 3-galato de epicatequina y la (-)-epigalocatequina, y en
concentraciones muy inferiores el 3-galato de catequina y el 3-galato de
galocatequina (Souquet et al., 2000).

Figura 5. Representacion grafica de la estructura basica de los taninos.
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Cuadro 5. Diferentes sustituciones que admiten una unidad de catequina y sus nombres
respectivos.

R R’ R” CATEQUINA
H OH H Catequina
H H OH Epicatequina
OH OH H Galocatequina
OH H OH Epigalocatequina
H H O-GALOIL Epicatequina-3-0 Gallato

Como puede ser observado en la descripcion precedente, los flavanos de la
uva pueden estar unidos al acido galico, llamando a los taninos unidos a este
acido fendlico, taninos galoilados. Esto ultimo es relevante porque a mayor
presencia de acido galico en las estructuras de los taninos (mayor grado de
galoilacion), mayor amargor presentaran dichos compuestos. El grado de
galoilacién disminuye con la maduracion.

Entre los polimeros o proantocianidinas, se distinguen las procianidinas,
derivados de catequina y epicatequina, y las prodelfinidinas, derivados de
galocatequina y de epigalocatequinas. Las proantocianidinas de las uvas son
mayoritariamente procianidinas y sus mondmeros estan unidos por enlaces C4-
C8 y en menor proporcion por enlaces C4-C6 (Souquete et al. 2000, Vals-
Fonallet 2004).

Los polimeros constituyen la mayor parte de los flavanos con una masa
molecular y un numero de unidades constitutivas variable (Souquet et al., 2000).

La estructura de los taninos de las semillas es diferente a la de los hollejos.
Los taninos de las semillas tienen una proporcidn superior de galatos y un
grado de polimerizacion inferior a los taninos de los hollejos (Souquet et al.,
2000).

La epicatequina es el elemento monomérico mayoritario de todas las
partes de la baya (Souquet et al., 2000).

El numero de unidades que componen el tanino esta relacionado con sus
propiedades sensoriales. Desde que las catequinas no tienen la capacidad de
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flocular las proteinas (no presenta propiedades tanicas), su presencia no esta
relaciona con la astringencia.

Es frecuentemente sefialado que las proantocianidinas de alta masa
molecular (por encima de 10 subunidades) son insolubles y de este modo no
contribuirian a la astringencia (Lea y Arnold, 1978). Sin embargo
proantocianidinas aisladas de manzanas (mDP 70) y uvas (mDP 20) fueron
ambas altamente solubles en una solucion hidroalcohdlica simulando vino y
altamente astringentes (Vidal et al., citados por Cheynier et al., 2006).

De esta forma la polimerizacion de los flavanos aumenta en lugar de reducir
la astringencia. Sin embargo, los taninos también sufren reacciones de clivaje
generando moléculas de bajo peso molecular que contribuyen a la pérdida de
astringencia durante el afiejamiento del vino. Finalmente, la conversion de
taninos en copolimeros oligdbmeros taninos-antocianos reducen la astringencia
de los vinos, pero el sabor de otros polimeros como los taninos-antocianos
mediados por puente etilo, y los polimeros de taninos-piranoantocianinas aun
deben ser investigados (Cheynier et al., 2006).

Respecto al momento en que los taninos de los hollejos son formados
Harbertson et al. (2002) estudian los cambios en los niveles de taninos por baya
en Cabernet Sauvignon, Syrah y Pinot noir durante la maduracién. Los
resultados citados muestran que los taninos de la hipodermis parecen ser
formados en etapas muy tempranas del desarrollo de la baya y cambian muy
poco desde envero a cosecha. Por supuesto, su concentracién por unidad de
peso fresco disminuye durante la maduracidon en proporcion al crecimiento de
la uva durante la fase Illl (Adams, 2006).

Tales resultados estan de acuerdo con lo mencionado por Kennedy et al.
(2001) respecto a que los taninos incluyendo sus monomeros, las catequinas,
son acumulados durante el primer periodo de crecimiento.

Sin embargo este comportamiento depende de la variedad. Estudios
nacionales han mostrado que para Tannat el contenido en taninos de los
hollejos continua aumentando luego de envero en forma apreciable hasta
cosecha o préximo a cosecha.

FLAVONOLES

Los flavonoles estan presentes en los hollejos de las cepas tintas y blancas.
En forma libre pueden ser encontradas en el vino pero en la uva estan
presentes como sus correspondientes glicosidos (Adams, 2006), pudiendo estar
acilados por la glucosa, la galactosa, la xilosa o la arabinosa.
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Segun las sustituciones en el anillo B, la aglicona se denomina kaemferol,
quercetol, mircetol o isoramnosa (Cheynier y Rigaud, 1986).

Estos son los principales pigmentos amarillos de los hollejos de las uvas
negras y blancas y juegan un rol importante como co-pigmentos de los
antocianos en los mostos y los vinos tintos jovenes (Boulton 2001, Schwarz et
al. 2005)

2.2.2.2 Compuestos no flavonoides

ESTILBENOS

Los estilbenos son compuestos con una estructura C6-C2-C6. Estan
unicamente presentes en los hollejos en concentraciones muy variables segun
la cepa (Jeandet et al., 1995).

El resveratrol puede ser considerado el estilbeno de mayor importancia de
la uva. Es una fitoalexina y su sintesis esta ligada a las defensas naturales de la
vifia y a la respuesta ante ataques fungicos (Jeandet et al., 1995).

La presencia de este compuesto en las uvas y los vinos esta siendo muy
estudiado en funcién de sus propiedades antioxidantes y sus posibles efectos
en la salud humana (Jeandet et al. 1995, Adrian et al. 2000).

ACIDOS FENOLICOS

Los acidos fendlicos son del tipo benzoico y cinamico. Se encuentran en las
células de la hipodermis junto a los taninos y los antocianos asi como en las
células del mesocarpo y la placenta de la pulpa (Adams, 2006).

En los hollejos aparecen en mayor concentracion por lo que su contenido
aumenta con la maceracion (Gil-Munoz et al., 1999).

Los acidos benzoicos son de estructura C6-C1 y los representantes mas
importantes son los acidos vainillico, siringlico y salicilico, y especialmente el
acido galico que es encontrado bajo forma de éster de los flavanos (Ribéreau-
Gayon et al., 1972).

La relacion entre los acidos vainillinico y siringico puede ser utilizado para
diferenciar ciertos cepages (Di Stéfano, citado por Gonzalez-Neves, 2005b).

Los acidos cinamicos tienen una presencia mucho mayor en el vino que los
acidos benzoicos.

16



Se encuentran en forma absolutamente mayoritaria bajo la forma de
ésteres tartaricos en las vacuolas de las células del hollejo y la pulpa.

Este grupo esta compuesto por los acidos cafeico, p-cumarico y ferulico,
con una estructura C6-C3. Sus ésteres son: cafeiltartarico o caftarico, p-
cumaroil-tartarico o coutarico y feruloil-tartarico o fertarico (Ribéreau-Gayon et
al., 1972), siendo los principales componentes el acidos caftarico y coutarico, y
en concentraciones muy inferiores el acido fertarico (Gil-Mufioz et al., 1999).

Son los compuestos mas oxidables que existen en la uva, el mosto y el
vino. En este sentido, el acido cafeico es el mas reactivo siendo importante
sustrato para la enzima polifenoloxidasa.

Estan implicados ademas en la aparicion de fenoles volatiles al ser como se
hizo mencion, sustrato para algunos microorganismos (Chatonnet et al., citados
por Gonzalez-Neves, 2005b).

2.2.3 Reacciones de los polifenoles y modificaciones del color durante la
vinificacion y el anejamiento

En un medio esencialmente acuoso como el vino, los antocianos libres no
pueden permanecer estables por largo tiempo (Brouillard et al. 2003, Kennedy
et al. 2006). Por lo tanto, para que un vino tinto mantenga su color a través de
los afos, sus antocianos nativos deben evolucionar hacia nuevos cromoéforos
que continuen absorbiendo la luz en el espectro visible (Brouillard et al., 2003).

Una vez que los antocianos son liberados de la vacuola de los hollejos,
gquedan mucho mas expuestos a las reacciones quimicas, generando pigmentos
genuinos del vino, que no son pigmentos de la uva, aun cuando sus
precursores provengan tanto de ésta, como de las levaduras (Brouillard et al.,
2003).

Mientras los componentes de los hollejos difunden en el mosto, otras
reacciones causan la pérdida de cierta cantidad de estas sustancias al mismo
tiempo que son extraidas. Las de mayor relevancia son la oxidacion de los
antocianos, principalmente enzimatica (tirosinasa y eventualmente lacasa), la
precipitacion de polimeros de moléculas (antocianos-taninos, taninos-
polisacaridos, sustancias coloidales, sales de potasio junto con antocianos) y la
absorcion de los antocianos y taninos en las partes sodlidas de la uva y sobre las
membranas celulares de las levaduras (con un grado de absorcién que
dependera de la cepa de levadura en funcion de la hidrofilidad de sus
membranas) (Bosso et al., 2004a). Al mismo tiempo existen reacciones de
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degradacion de los antocianos que generan moléculas incoloras de bajo peso
molecular (Cheynier et al., 2006).

Una caracteristica de todas las Vitis viniferas es que sus antocianos posen
un grupo hidroxilo libre en el carbono 5 del anillo A. La existencia de este grupo
es importante para el desarrollo del color del vino durante la maduracion y el
afiejamiento ya que de el depende la formacion de pigmentos del tipo
piranoantocianos (Brouillard et al., 2003).
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Figura 6. Antociano destacando el OH en la posicién 5 la cual es una estructura comun de todos
los antocianos de las viniferas.

Fuente: Brouillard et al. (2003).

El espectro de un vino joven presenta por un lado, un maximo de absorcion
mas o menos estrecho hacia los 520 nm debida a los antocianos en sus forma
flavilium y asociado con el color rojo, y por otra parte un minimo hacia los 420
nm (Glories, 1984b) asociado con el color amarillo. A la suma de estas
absorbancias, Glories (1984b) incluye para su determinacion analitica
(intensidad colorante) la A 620 nm (azul) para incluir la medida del color de los
antociano en su forma quinoidal, al considerarlo como un componente
apreciable de los vinos jovenes.

El color del vino en el tiempo esta asegurado a través de dos procesos de
estabilizacién, la conversion de los antocianos de las uvas en otros pigmentos
(polimerizacion, formacion de piranoantocianos), y mecanismos de asociacion
colectivamente llamados copigmentacion (Brouillard et al. 2003, Cheynier et al.
2006).

La conversion de los antocianos en cromoforos mas estables a través de
reacciones quimicas, ocurre cuando la integridad celular de la uva se rompe y
los diferentes constituyentes de la baya se mezclan (Fulcrand et al., 2006).

Algunos de los productos formados a partir de antocianos en el curso del
afiejamiento han sido descritos como pigmentos poliméricos resultantes de
reacciones entre antocianos y taninos. Muchos de estos pigmentos resultan de
la reaccion directa entre estas dos especies moleculares mientras que otros
involucran también aldehidos, como el acetaldehido (Saucier et al. 1997,
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Atanasova et al. 2002a, Di Stefano y Bosso 2002, Fulcrand et al. 2006). Su
formacion en este ultimo caso es mas rapida que los pigmentos por
condensacion directa y presentan un color malva (Cano-Lépez et al., 2006).

La polimerizacion de los antocianos también puede tener lugar a través de
la asociacion directa antociano-antocianos como de su condensacién mediada
por acetaldehido produciendo tanto dimeros como oligomeros (Atanasova et al.
2002b, Vidal et al. 2004).

Los “pigmentos poliméricos” han sido definidos (Somers, citado por
Harbertson y Spayd, 2006) como la fuente de color estable en los vinos tintos,
debido a su resistencia al blanqueamiento por el bisulfito (el cual es igualmente,
el método utilizado para la determinacion analitica de “P” en el presente trabajo
segun la metodologia propuesta por Lenvenjud y Boulton, 2001) y a su
estabilidad en un amplio rango de pH.

Si bien el término color polimérico es generalmente utilizado como sindnimo
de color estable, es necesario realizar algunas puntualizaciones de forma de
lograr una mejor comprension tanto de las citas bibliograficas como de los
resultados analiticos que incluye el estudio de estos compuestos en el presente
trabajo.

En primer lugar, las reacciones de antocianos con taninos y otras
moléculas, rinden una variedad de estructuras, con un amplio rango de peso
molecular que incluyen tanto pigmentos como especies no coloreadas
(Cheynier et al., 2006).

De los pigmentos derivados, muchos son resistentes al blanqueamiento por
bisulfito pero ellos no son necesariamente poliméricos (como los muy simples
piranoantocianos, ejemplo las vitisinas).

Por otro lado, algunos pigmentos poliméricos (ejemplo los aductos
Flavanos-Antocianos) no son resistentes al blaqueamiento por bisulfito. De esta
forma, el término resistente al blanqueamiento por sulfito, deberia ser el
utilizado, en lugar de pigmentos poliméricos®.

Los polimeros resultantes de las reacciones directas entre antocianos (75 a
95% incoloros al pH del vino) y taninos se comportan exactamente como los
antocianos precursores, pero la formacion de piranoantocianos (100%
coloreados) y derivados unidos por puente etilo (50% o mas coloreados) tornan
el color del rojo al naranja o purpura e incrementan tanto la intensidad colorante

® Cheynier, V. 2008. Com. personal
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como la resistencia al cambio de pH y blanqueamiento por sulfito (Cheynier et
al., 2006).

A modo de ejemplo Atanasova et al. (2002a) se refiere directamente a la
fraccion estable como color debido a los derivados resistentes a la decoloracion

por SO..

La relacion entre los pigmentos incluidos en el término color poliméricos, el
color y su resistencia al blanqueamiento ha sido recientemente estudiada por

Versari et al. (2007).
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Figura 7. Cromatograma HPLC a 520 nm de un vino tinto utilizando una columna PLRP.
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Fuente: Versari et al. (2007).

En la figura No. 7 se ve el cromatograma de un HPLC de un vino tinto
monitoreado a 520 nm usando una columna PLRP. Donde:

A-Es una muestra sin adicion de SO, en la fase movil
B-Es una muestra con adicion de 100 mg/L de SO; en la fase movil.

El area sombreada representa el color polimérico resistente al
blanqueamiento.

Estos autores hallaron que en los vinos utilizados para el ensayo, entre un
5y 22% del pico de color polimérico fue decolorado por el SO,. Al mismo
tiempo la cantidad de color no afectado, fue estrictamente proporcional a la
cantidad total de color polimérico, independientemente del cultivar considerado.
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Igualmente observaron que al aumentar la edad del vino también lo hace la
fraccion estable, siendo la variable que produjo las mayores diferencias.

Por otra parte, algunos constituyentes del vino y metabolitos de las
levaduras reaccionan con la porcion electrofilica del cation flavilium para formar
nuevos pigmentos de mayor estabilidad. De este modo se forma un anillo pirano
adicional entre el hidroxilo unido al C5 y el C4 del antociano original, dando
lugar a la formacién de piranoantocianos (Fulcrand et al., 2006).

El acetaldehido, el piruvato asi como otros metabolitos de las levaduras
forman con los antocianos este tipo de pigmentos (Fulcrand et al., citados por
Fulcrand et al., 2006). Entre los mas estudiados se encuentran la vitisina A y la
vitisina B cuyas estructuras se observan en la figura No. 8.

COOH

vitisinAMalvidin-3-O-glucoside vitisinBMalvidin-3-O-glucoside

Figura 8. Representacion grafica de la vitisina A y la vitisina B.
Fuente: McDougall et al. (2005)

Otras estructuras mas complejas como flavanoil-piranoantocianos e
hidroxifenil piranoantocianos han sido detectadas en el vino. En todos estos
casos, la gran estabilidad de los compuestos en un amplio rango de pH, ha
originado un creciente interés en su estudio y clasificacion. No obstante queda
por aclarar su participaciéon real en el color del vino desde que suelen
encontrarse a concentraciones muy bajas.

Debe quedar claro que los cambios fendlicos durante el afiejamiento del
vino son procesos dinamicos que conducen a incrementar la diversidad
estructural pero no necesariamente a grandes polimeros (Cheynier et al., 2006).

La cantidad relativa de cada especie molecular presentada depende de
numerosos factores. El pH determina el porcentaje de cation flavilium
comparado con la forma hidratada de los antocianos, y por consiguiente el color
y la forma en que reaccionan estos compuestos. También controla algunas
otras reacciones: la formacién de quinonas y semiquinonas, la polimerizacién
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inducida por acetaldehido, y el clivaje de los enlaces entre flavanos y aquellos
mediados por puente de etilo (Fulcrand et al., 2006).

La proporcion relativa de antocianos y flavanos afectan la naturaleza y
tamano de los pigmentos y los taninos. Un exceso de antocianos incrementa
significativamente los polimeros de antocianos, los cuales son mas estables
que sus precursores. Mientras que una alta concentracidn de taninos pude
favorecer la reaccién directa entre antocianos y flavanos (Fulcrand et al., 2006).

Por otro lado el oxigeno favorece la polimerizacion oxidativa de los flavanos
y la policondesacion de antocianos y flavanos mediada por acetaldehido
(Fulcrand et al., 2006).

La importancia relativa, asi como la estructura de los productos finales
formados depende por consiguiente, no solo de la composicion inicial del vino
sino también de la presencia de metabolitos de levaduras y de la exposicién al
oxigeno (Cano-Lépez et al., 2006).

Finalmente debe ser enfatizado que la estabilidad quimica y el color de los
pigmentos no estan necesariamente relacionados (Cheynier et al., 2006).

Por otra parte, la estabilizacion del color también puede tener lugar a través
de la copigmentaciéon (Cheynier et al., 2006), definida por Boulton (2001) como
un fendmeno en el cual pigmentos y otros compuestos organicos no coloreados
forman asociaciones o complejos que generalmente resultan en el incremento
de la absorbancia (efecto hipercromico) y en algunos casos en un cambio en la
longitud de onda maxima absorbida (efecto batocromico). Debido a esto ultimo
la copigmentacion provee al mismo tiempo de estabilizacion y variacion del
color (Brouillard et al., 2003).

Los antocianos coloreados (flavilium rojo, o base quinonoidal azul) son
estructuras planares. Este disefio espacial de la molécula y la hidrofobicidad
conferida por los anillos aromaticos favorecen el apilamiento vertical de las
formas coloreadas de los antocianos entre ellos (auto asociacion), o con otras
estructuras planas (copigmentacion propiamente dicha), o con un residuo
aromatico conectado al pigmento (copigmentacion-intramolecular) (Boulton
2001, Fulcrand et al. 2006).

Mirabel et al. (1999) sefala que las fuerzas que permiten la formacion de
apilamientos de copigmento-pigmento esta gobernado por interacciones como
las de Van der Waals y efectos de solvatacion.

De esta forma el i6n flavilium es atrapado y protegido de la hidratacion vy el
equilibrio de hidratacién es desplazado desde la forma incolora hidratada hacia
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las formas rojas del catién flavilium (responsable del efecto hipercrémico segun
Schwazer et al., 2005) y azules de la base quinonoidal (Boulton 2001, Brouillard
et al. 2003, Cheynier et al. 2006).

Esto es importante al pH del vino donde las formas hidratadas normalmente
predominan. Las formas antocianicas que mas afectan su color son aquellas
mas sensibles a la hidratacién, por el efecto de proteccion descrito
anteriormente (Cheynier et al., 2006).

Segun Boulton (2001) estas asociaciones causan que los pigmentos
exhiban una intensidad colorante varias veces superior que la esperada a partir
de su concentracidon (tipicamente entre 4 y 6 veces), lo que se observa
analiticamente como una desviacién de la ley de Beer. Este incremento
depende principalmente de la naturaleza del pigmento, del cofactor, de la
relacion cofactor-pigmento y del pH.

Entre los compuestos citados comunmente como cofactores se incluyen
acidos fendlicos, flavonoides y en particular, derivados de los flavonoles.

El complejo que forma la copigmentacion es no obstante faciimente
disgregado por dilucion o por solventes organicos como el etanol, y es
actualmente reconocido que su contribucion al color también es susceptible de
blanqueamiento por el SO, (Boulton, 2001.)

Figura 9. Formacion de un complejo de copigmentacion a partir de un pigmento (antociano
mondmero en su forma de cation flavilio) y de un copigmento (flavonol).

Fuente: Gutiérrez (2007)

Los niveles de copigmento en los vinos tintos son al menos tan importantes
como los niveles de antocianos determinando el color. Esto es particularmente
importante en los vinos jovenes donde la copigmentacion puede ser
responsable del 30 a 50% del color rojo total (Schwarz et al., 2005).

23



Diferentes estudios se han realizado respecto a la eficiencia de los distintos
cofactores actuando como copigmentos (Asen et al., citados por Boulton 2001,
Boulton 2001, Schwarz et al. 2005).

En general estos estudios realizados con soluciones modelo analizan la
eficiencia de un compuesto o grupos de compuestos incrementando el color.
Pero es fundamental tener en cuenta la abundancia en que tales compuestos
son encontrados en la uva y el vino, de forma de considerar no solo la eficiencia
de una unidad de cofactor aumentando el color del vino sino también su
concentracion. Si bien esto dependera de la variedad con la cual se trabaje, el
siguiente cuadro es un ejemplo de la importancia relativa de los diferentes
compuestos fendlicos en la uva.

Cuadro 6. Distribucién de los polifenoles en el grano de uva (expresado en mg por kg de uva).

PULPA HOLLEJOS | SEMILLAS
ACIDOS FENOLICOS | 20-170 50 - 200 0
ANTOCIANOS 0 500 - 3000 0
TANINOS (] 100 -500 |1000 - 6000
FLAVONOLES 0 10 - 100 0

Fuente: adaptado de Souquet et al. (2000).

En resumen, el espectro de absorbancia en el rango de luz visible que
determina el color, depende directamente de la estructura molecular y mas
especificamente del alcance de la deslocalizacion electrénica dentro de una
molécula.

La familia de los flavonoides exhibe una gran diversidad de colores, desde
los flavanos incoloros, a través de los flavonoles y chalconas amarillas, a las
formas rojas y azules de los antocianos.

Los pigmentos derivados de los antocianos exhiben un amplio rango de
colores, desde el naranja al azul. Los aductos de taninos con antocianos son
rojos como sus precursores los antocianos. Otros productos de reaccion
incluyen los piranoantocianos que son naranjas, especies purpuras unidas por
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puente de etilo e incluso estructuras azules que son las flavanil-vinil-
piranoantocianos (Cheynier et al., 2006).

No todas estas nuevas estructuras poseen mejores propiedades colorantes
que los antocianos originales y algunas también pueden cambiar su color con
las variaciones de pH.

Como resultado el color de los vinos tintos cambia continuamente durante
la vinificacion y la guarda (Gil-Mufioz et al., 1999), y los cambios mas rapidos
ocurren durante el primer afio de almacenamiento (Somers y Evans, citados por
Gbmez-Plaza et al., 2001).

Como los nuevos compuestos formados con frecuencia exhiben diferentes
propiedades sensoriales a los de sus precursores, sus cambios estructurales
cambian la calidad del vino (Cheynier et al. 2006, Kennedy et al. 2006).

2.2.4 Localizacion en la uva de antocianos vy taninos

2.2.4.1 Introduccion

Durante la vinificacidbn en tinto, la maceracion es una de las etapas
esenciales para la obtencion de un vino tinto porque es en el curso de este
periodo que los compuestos fendlicos de los hollejos y las semillas son
extraidos (Vivas et al., citados por Amrani y Glories, 1994).

Sin embargo, la extraccidon de estos compuestos no esta en relacion
directa con su abundancia en la baya ya que uvas ricas en compuestos
fendlicos no conducen necesariamente a vinos muy coloreados y viceversa
(Amrani y Glories, 1995). En este sentido, Gonzalez-Neves (2005b) muestra
que el contenido en compuestos fendlicos de los vinos realizados con uva de la
variedad Tannat puede ser excepcional, pero menor al que podria ser esperado
teniendo encuentra el potencial en éstos de sus uvas.

Por lo tanto dos cosas son indispensables para la comprension de estos
fendmenos; por un lado la localizacion de los compuestos fendlicos en las uvas
y por otro, los fendmenos que afectan su extractibilidad.
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2.2.4.2 Hollejos

Dos tipos de células pueden ser distinguidos en los hollejos de las uvas:
una capa simple de células epidérmicas en el exterior del fruto y bajo ésta la
hipodermis formada por cinco o seis capas de células, dependiendo el numero
exacto de la variedad y caracterizada por tener la pared celular engrosada
(Amrani y Glories 1995, Adams 2006). En éstas, los antocianos estan co-
localizados con los taninos.

La hipodermis comienza a formarse en el envero, a partir de las células
mas externas del mesocarpio.

Estas células mantienen un tamafo reducido, con paredes gruesas y
contienen una gran vacuola, que ocupa la mayor parte del volumen celular
(Adams, 2006).

Dos tipos de células pueden ser diferenciadas en la hipodermis,: aquellas
desprovistas de precipitados tanicos y aquellas células con precipitados
granulosos o células tanicas (Rajaei, citado por Amrani y Glories, 1995). Dentro
de estas ultimas los compuestos fendlicos aparecen bajo forma de precipitados
groseramente y finamente granulados formando un gradiente centrifugo dentro
de la baya. El tamafio de los granulos aumenta y su numero disminuye a
medida que se aproximan a la epidermis. Las vacuolas de las células
epidérmicas contienen igualmente estos precipitados bajo forma de cumulos
condensados (Amrani y Glories, 1995).

Por otra parte los taninos son igualmente observados en contacto estrecho
con la fase interna del tonoplasto (membrana vacuolar). Estos se presentan con
mayor frecuencia bajo la forma de un depdsito continuo pero pueden estar
presentes como unidades granulares. Estos taninos presentan una conexién
especifica y relativamente fuerte con el tonoplasto. Dado que éste es proteo-
fosfolipidoco y considerando la gran afinidad de los taninos por las proteinas, se
puede concluir que la union de los taninos con el tonoplasto se da mediante la
intermediacion de las proteinas de membrana. Finalmente existen
proantocianidinas ligadas a la pared celular. Estos taninos estan unidos a los
polisacaridos principalmente mediante esterificaciones. Estos complejos tanino-
polisacaridos tienen una incidencia importante en las cualidades organolépticas
del vino al ser asociados con atributos de calidad (Amrani y Glories, 1995).

En definitiva, se pueden determinar tres grandes grupos de taninos en los
hollejos (cuyas caracteristicas tendran influencia en su extractibilidad): taninos
ligados a la pared celular, taninos ligados a las membrana vacuolar y taninos
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libres en la vacuola, con estos ultimos pudiendo estar bajo forma de
apilamientos mas o menos condensados (Amrani y Glories, 1995).

Las importantes diferencias entre las células hipodérmicas y las que forman
la pulpa quedan de manifiesto en un estudio realizado sobre la variedad
Traminer. Se observo que para la hipodermis (piel) y mesocarpo (pulpa) de ésta
variedad a la cosecha las células del mesocarpo tenian un radio casi 10 veces
mayor que el de las células hipodérmicas. Al mismo tiempo estas ultimas,
presentaron paredes celulares casi 20 veces mas espesas que aquellas de las
células del mesocarpo (Hardie et al., citados por Adams, 2006). Adams (2006)
estima a partir de la informacion precedente que el volumen de las células del
mesocarpo, es 75 veces superior al de las células de pared engrosada de la
hipodérmis.

Esta presentacion del pericarpo de las bayas en su madurez, es importante
por dos razones. Primero, esos dos tejidos tienen marcadas diferencias en la
composicion fendlica a cosecha, y segundo, la diferencia en el tamano celular, y
en particular la diferencia en el grosor de las paredes celulares, es crucial para
comprender la pregunta de cdmo son extraidos los compuestos presentes en
estos tejidos durante la vinificacion (Adams, 2006) y la importancia de la
maceracion en la obtencién de un vino tinto.

2.2.4.3 Semillas

Durante el desarrollo inicial de la semilla, los polifenoles se acumulan en su
interior junto con el peso fresco y ambos alcanzan un maximo entorno al envero
(Adams, 2006).

El tejido clave respecto a estos compuestos es la cubierta de la semilla o
testa. En ésta hay dos capas muy diferentes, ambas derivadas del tegumento
exterior del ovulo durante el desarrollo inicial de la semilla. Desde el punto de
vista de los polifenoles, ambas capas no pueden ser mas diferentes. La capa
interior sufre una serie de divisiones periclinales (paralelas a la superficie de la
semilla) que resulta en células que son delgadas hacia el interior de la semilla
pero mucho mas gruesas hacia el exterior. Préximo al envero, cuando la semilla
aun luce amarilla, las células mas internas del tegumento se lignifican. Las
células en el exterior de las capas lignificadas retienen su pared primaria
delgada, excepto por las mas externas, cuyas paredes aumentan su espesor
para formar la cuticula en la superficie de la semilla. Las células de pared
delgada, entre la cuticula y las capas interiores lignificadas, son quizas las mas
importantes en términos fendlicos porque son quienes contienen la casi
totalidad de los fenoles solubles de las semillas (Adams, 2006).
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El pardeamiento comunmente observado en las semillas que acompania la
maduracion del fruto luego de envero, se piensa que es el resultado de la
oxidacion de los taninos y flavanos-3-oles en esta ultima capa (Adams, 2006).

2.2.5 Elementos que intervienen en la extraccion de compuestos fendlicos

2.2.5.1 Antocianos y taninos

Las paredes celulares y las membranas vacuolares juegan un rol de barrera
mas bien fisica que quimica obstaculizando la difusion de los polifenoles al vino.
De ahi la importancia de los procesos de degradacion de las membranas vy
paredes celulares para la vinificacion (Amrani y Glories,1994).

Las paredes celulares que cumplen en la célula vegetal la funcién de
representar una proteccion contra la presion osmatica y por otra parte contra
ciertos agentes patdgenos, constituyen evidentemente una barrera a la
migracion de ciertas moléculas (Amrani y Glories, 1994).

Sacchi et al. (2005) expresa que la limitante para la liberacion de los
antocianos es una barrera fisica, como consecuencia de su ubicacion en las
vacuolas de las células hipodérmicas. De esta forma la extraccién requiere que
los componentes abandonen tanto la membrana de la vacuola como la célula
en si. De tal forma, para liberar los componentes internos es importante que
esas membranas sean degradadas mas que solo colapsadas, ya que la
estructura resultante de una membrana colapsada puede atrapar componentes
internamente.

Durante una maceracion tradicional en presencia de hollejos, el contenido
de alcohol, el dioxido de carbono y dioxido de azufre, junto con el calor de la
fermentacién, incrementan la permeabilidad de estas células y membranas.
Otros tratamientos que destruyen las membranas celulares también
incrementan la liberacion de estos pigmentos (Sacchi et al., 2005).

Para un determinado cepaje, los hollejos de una uva madura contienen
menos pectinas que los de una uva verde (Amrani y Glories, 1994).

Como resultado éste es un elemento que contribuye a facilitar la extraccion
de la materia colorante durante la vinificacion (Amrani y Glories, 1994).

Sendos estudios de la correspondencia entre la madurez tecnoldgica de la
uva, el contenido maximo en antocianos y la extractibilidad de los mismos,
fueron realizados con las principales uvas tintas del pais por Gonzalez-Neves
durante el 2001, 2002 y 2003 y publicadas por el mismo autor en el 2005b.
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De tales resultados se concluye con claridad que no existe una
correspondencia clara y reproducible entre el grado de madurez tecnoldgica de
la uva, el contenido maximo de antocianos y su correspondiente extractibilidad.

En el citado trabajo se expresa que en la mayoria de las parcelas
evaluadas, las concentraciones maximas de antocianos totales y antocianos
extraibles se obtienen antes que las concentraciones maximas de azucar,
mientras que el seguimiento del indice de extractibilidad de antocianos (EA%),
mostro en la mayoria de los casos una disminucion de la proporcién de
antocianos extraibles con la maduracion, particularmente evidente en Tannat.

Estos indices en consecuencia también deparan una utilidad practica muy
importante, desde que sus valores en cosecha, constituyen un dato muy valioso
para la definicion de las condiciones de vinificacion que permitan explotar de la
mejor manera el potencial cualitativo de la uva (Glories, Saint Criq et al., citados
por Gonzalez-Neves, 2005b).

De este modo, la vinificacion de uvas que hayan alcanzado menores
valores de los indices de extractibilidad y madurez de semillas, segun los
criterios propuestos por Glories y Augustin (1993) permiten una buena
extraccion que se corresponde con la realizacion de remontajes menos
frecuentes y menos intensos con una duracion del encubado mas corto y
temperaturas de maceracion moderadas.

En contraposicion, si las uvas son pobres en antocianos, en la vinificacion
se puede aumentar la dosis de dioxido de azufre y efectuar remontajes mas
numerosos (trabajando con uva sana). O también se puede recurrir a técnicas
de vinificacion que mejoren la extraccion (Glories, citados por Gonzalez-Neves,
2005Db).

Si las uvas son ricas en antocianos pero de pobre extraccién, también
pueden ser empleadas mayores dosis de didxido de azufre, junto a remontajes
mas intensos y numerosos al comienzo de la vinificacion a fin de permitir la
extraccion de los pigmentos de dificil difusion (Glories, Saint Criq et al., citados
por Gonzalez-Neves, 2005b).

Cuando la uva tiene una concentracién importante de taninos de semillas,
los remontajes de final de fermentacion deben ser limitados y las temperaturas
durante la etapa de maceracién post-fermentativa, deben ser mantenidas
proximas a los 30°C, para favorecer las asociaciones de los taninos y obtener
una reduccion de la astringencia. Por el contrario si la uva es pobre en taninos
de semilla, es necesario realizar remontajes importantes, con temperaturas
elevadas en medio y fin de la fermentacion alcohdlica, para obtener una buena

30



estructura polifendlica del vino (Saint Criq et al., Glories, citados por Gonzalez-
Neves, 2005b).

Teniendo lo precedente en consideracién, Gonzéalez-Neves (2005b)
concluye que el conocimiento de la riqueza fendlica de la uva y de la
extractibilidad de estos compuestos, permite un mejor control de la vinificacion,
a partir de diferentes técnicas, del numero e intensidad de los remontajes, del
control de las temperaturas y el largo del encubado.

Como puede ser apreciado, tales variables son particularmente las que
definen las diferencias entre las técnicas de vinificacion empleadas en los
ensayos de la presente tesis.

2.2.6 Maceraciéon

Durante la maceracion se da la extraccion de polifenoles desde las partes
solidas de la uva, fenbmeno que evoluciona principalmente en funcion de la
composicion de la baya, la capacidad de ésta de ceder tales compuestos al
medio y de la técnica de vinificacion (que desde esta optica podria ser vista
como la capacidad de la técnica en aprovechar las dos primeras caracteristicas
definidas).

Dicha extraccién es el resultado de los fendbmenos de solubilizacion y
difusion de los compuestos de la uva en el mosto (Amrani y Glories, 1994).

Bosso et al. (2004a) definen la maceracion en tinto como el proceso donde
se extraen de la parte sdlida de la uva sustancias polifendlicas, sales minerales
y eventualmente, sustancias aromaticas o sus precursores que intervienen en
las caracteristicas organolépticas finales del vino. La eleccion de las técnicas y
de las intervenciones a efectuar, resulta en que esta fase determina la calidad
del vino a consumo.

Los cambios fendlicos asociados con la vinificacion comienzan con la
extraccion selectiva de los constituyentes de la uva en el mosto durante el
proceso de maceracion. La difusién de antocianos y proantocianidinas de los
hollejos es mas rapida que la extraccidon de proantocianidinas desde las
semillas, los cuales requieren de una mayor concentracién de alcohol y
temperatura (Amrani y Glories 1994, Cheynier et al. 2006).

Las cantidades de antocianos y taninos extraidas, son mas elevadas en
medio hidroalcohdlico que en acuoso. Este efecto si bien no tan trascendente
para los antocianos es mucho mas importante en el caso de los taninos. Los
maximos de extraccion de estas moléculas son obtenidos en tiempos de
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maceracion mas largos cuando los hollejos se maceran en presencia de etanol.
Al mismo tiempo la disminucion en la concentracion de antocianos es mas débil
y comienza mas tarde en medio hidroalcohdlico. En tanto las concentraciones
de taninos en medio alcohdlico permanecen estables, sufriendo una importante
disminucién si el medio es acuoso (Amrani y Glories, 1994).

Las semillas en relacion a la cutinizacion que las cubre, tienen un contenido
mucho mas dificilmente extraible que aquel en los hollejos. Una maceracién
larga en presencia de alcohol, es necesaria para disolver la capa lipidica de la
cuticula y asi favorecer la difusién de los taninos.

En los hollejos, la dificultad de extraccion de éstos compuestos esta en
relacion directa con su naturaleza y su localizacion (Amrani y Glories, 1995).

El etanol actua sobre las membranas celulares y vacuolares de las células
de los hollejos y ayuda a desorganizar las estructuras creando orificios que
permiten a las moléculas situadas en las vacuolas atravesar las paredes
celulares. Este pasaje depende del tamafo molecular de los compuestos
(Amrani y Glories, 1994).

En consecuencia, los antocianos y los taninos libres menos polimerizados
son extraidos al comienzo de la vinificacion, las moléculas de estructuras mas
complejas y un peso molecular mas elevado migran poco a poco al exterior de
la célula (Amrani y Glories, 1994).

Amrani y Glories (1994), estudiando los potenciales y tiempos de difusién
de los polifenoles de las uvas en soluciones modelo, observaron que éstos
varian segun su origen. Presentaron que la extracciéon desde las semillas fue
lenta y limitada (menos del 50 % del potencial extraible) en los hollejos éste
proceso se dio rapidamente y en forma mas completa, alcanzando el 80% de su
potencial.

En el mismo estudio estos autores mostraron que la concentracion en el
medio de antocianos y taninos liberados de los hollejos disminuyé regularmente
luego de un maximo, contrariamente a lo que sucedié con los taninos de las
semillas, donde la maxima concentracion permanecié estable en el tiempo
considerado (9 dias en soluciones modelo).

La disminucidn de la concentracion de compuestos fendlicos de los
extractos de hollejos en el curso de la maceracion muestra que hay dos
acciones por parte de estos hollejos. Por una lado la liberacién de compuestos
de las células vegetales, y por otro su adsorcién en las partes solidas (paredes
celulares, membranas). Para los hollejos la adsorcion de los compuestos
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liberados sobre las partes sélidas prevalece sobre la liberacion de los
remanentes luego de poco tiempo (18 horas en el estudio citado), mientras que
en el caso de las semillas se alcanza un equilibrio (Amrani y Glories, 1994).

De todos modos, es de esperar que en condiciones de bodega donde las
semillas y los hollejos estan juntos en el medio, estos ultimos sean una
importante causa de adsorcion de polifenoles de ambos origenes, con otros
elementos participando como ser la retencion en las levaduras.

Romero-Cascales et al. (2005) trabajando con uva de la variedad
Monastrell, expusieron que el maximo nivel de antocianos en el mosto se
observé durante los primeros dias de maceracién, a pesar del hecho que entre
el 30 y el 40 % de los antocianos permanecieron en los hollejos.

Igualmente Nagel y Wulf (1979) citan en sus ensayos que el maximo
contenido de antocianos fue registrado al tercer dia de maceracion.

Sin embargo y para el caso de los antocianos, Cheynier et al. (2006)
formulan que la concentracion de antocianos comienza a decrecer luego de
pocos dias de maceracion, cuando su tasa de conversion en otras especies
moleculares es mayor a la de su extraccion. Y expresan que si bien, algunos
antocianos son reabsorbidos en las partes sélidas de las uvas y las levaduras,
los antocianos recuperados luego del prensado usualmente no compensan las
pérdidas medidas de la uva al vino.

En el mismo sentido Sacchi et al. (2005) expresan que el pico temprano en
la concentracion de antocianos y subsiguiente descenso durante la
fermentacion es inconsistente con que la solubilidad sea el factor limitante que
explique tal evolucion de estos compuestos en el mosto, y que en su lugar
refleja su inestabilidad una vez liberados.

Vinculando la extraccidn con las caracteristicas y ubicacion de las reservas
de taninos en las uvas, Amrani y Glories (1994) expresan que los taninos por su
unidn con las proteinas de las membranas vacuolares y los polisacaridos de las
paredes celulares son dificilmente extraibles en ausencia de etanol y son los
mas dependientes para su extraccion de la degradacion de la pared celular.
Ademas, la presencia de apilamientos de taninos no solubles por el alcohol
hacen su extraccién aun mas dificil.

Mientras tanto Sacchi et al. (2005) exponen que la extraccion de los taninos
parece estar limitada por la solubilidad de estos compuestos.

Basan tal afirmacién en la saturacion generalmente observada durante los
seguimientos de sus contenidos en los mostos a través del tiempo de
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maceracion (Watson et al.,, 1995). Tal afirmacibn no es necesariamente
contradictoria con lo expresado por Amrani y Glories (1994), ya que Sacchi et
al. (2005) se refieren particularmente a la limitante para la continuidad de su
acumulacion (una vez que las barreras fisicas han sido afectadas debidamente)
mientras que Amrani y Glories (1994) se refieren a los requerimientos para su
extraccion.

Queda claro que respecto a la cinética de difusion, los antocianos estan
poco obstaculizados a difundir en relacién a los taninos.

2.3 TECNICAS DE VINIFICACION
2.3.1 Introduccion

Las practicas de vinificacion ayudan a determinar la extraccion de
compuestos fendlicos y sus subsecuentes reacciones en el vino. Las
condiciones de maceracion afectan en gran medida la proporcion relativa de
antocianos y flavanos que difunden al vino (Fulcrand et al., 2006).

Las técnicas de maceracion que buscan aumentar la cantidad y calidad de
polifenoles en el vino y conservarlos en el tiempo deben tener en cuenta tanto
los fendbmenos de extraccidn como los de pérdida y evolucion de dichos
compuestos.

La vinificacion en tinto tradicional comprende el desarrollo simultaneo de la
maceracion y la fermentacion alcohodlica (Gonzalez-Neves et al.,, 2007). La
maceracion consiste en extraer de la parte sdlida de la uva sustancias
polifendlicas, sales minerales, sustancias aromaticas o sus precursores, que
intervienen sobre la caracteristica organoléptica final del vino.

El tipo de tecnologia y las intervenciones utilizadas en esta fase resultan
determinantes de la calidad final del vino (Bosso et al., 2004a).

La maceracidn es también donde se inician las reacciones de combinacion
y de condensacion entre antocianos y taninos asi como el englobado de los
taninos astringentes por los polisacaridos de la uva y de las levaduras (Vivas,
citado por Sacchi et al., 2005).

De acuerdo a la coincidencia entre el proceso de maceracion y el de
fermentacién, la maceracibn puede ser prefermentativa, fermentativa o
postfermentativa. La presencia de etanol en el medio y las temperaturas
predominantes en cada fase inducen la extraccion selectiva de los antocianos y
de los taninos de los hollejos y semillas. En las maceraciones cortas se prioriza
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la extraccidn de los antocianos, frente a la de los taninos. En las maceraciones
largas (postfermentivas) se promueven las combinaciones entre antocianos vy
catequinas, aumentando el grado de polimerizacion de los taninos (Gonzalez-
Neves et al.,, 2007). De esta forma se favorecen las reacciones de
condensacién y polimerizacion indispensables para la estabilizacion del
contenido fendlico del vino (Vivas, citado por Sacchi et al., 2005).

Como alternativa a la vinificacion tradicional, se han propuesto técnicas que
consideran los principios sehalados precedentemente.

Como lo expresan Cheynier et al. (2006) la composicion fendlica del vino
depende de la uva utilizada y de los procesos de vinificacion que determinan su
extraccion en el mosto y reacciones subsiguientes.

Las condiciones de maceracion afectan en forma importante la proporcion
de antocianos y flavanos que difunden hacia el vino, mientras que tal relacion
afecta la naturaleza y el tamano de los pigmentos y taninos del vino (Fulcrand et
al., 2006).

Debido a la gran influencia de los compuestos fendlicos en la calidad de
los vinos tintos, numerosas técnicas han sido desarrolladas para influir la
extraccion de estos compuestos durante la vinificacion y la mayoria ha estado
dirigida hacia aumentar su extraccion (Sacchi et al., 2005).

Es comun encontrar en la bibliografia consultada respuestas contradictorias
en cuanto al resultado obtenido al aplicar una determinada tecnologia de
vinificacién. Si bien esto es esperable y en ocasiones es consecuencia de las
diferencias en las condiciones en que son desarrollados los ensayos (volumen
empleado, tiempos utilizados, estado de la materia prima empleada, etc), en
otras puede ser atribuido a la interaccion de la técnica con la variedad y aun
mas especificamente, con la uva obtenida en una determinada region.

Como fue expuesto por Bosso et al. (2004b), “a causa de la especificidad
de las diversas variedades en su composicidn en sustancias polifendlicas y
eventualmente volatiles o sus precursores, la respuesta a un misma
intervencion tecnoldgica no resulta siempre univoca para todos los vinos”.

De ahi la importancia de desarrollar investigacion nacional repitiendo los
ensayos en varios afios para obtener informacion de aplicacién local.
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2.3.2 Maceracion prefermentativa en frio

Como su nombre lo indica, esta técnica consiste en postergar el comienzo
de la fermentacién alcohdlica mediante el empleo de alguna tecnologia que
permita mantener el mosto a baja temperatura, con el objetivo de prolongar el
tiempo de maceracién en medio acuoso.

De esta forma se genera una etapa de extraccion en ausencia de alcohol,
que implica la solubilizacion preferencial de los compuestos mas hidrosolubles
de los hollejos, favoreciendo la extraccidon selectiva de antocianos, y taninos de
bajo peso molecular (Sacchi et al. 2005, Alvarez et al. 2006).

De esta forma se mejora la relacién entre antocianos y taninos en las
etapas iniciales de la vinificacion que lleva a mejorar la estabilidad de estos
compuestos y del color (Gonzalez-Neves et al., 2007). El aumento de la relacion
entre antocianos/taninos incrementa significativamente los polimeros de
antocianos, los cuales son mas estables que sus precursores (Fulcrand et al.,
2006), mientras que el medio acuoso favorece los fenomenos de
copigmentaciéon (Boulton, 2001).

Al mismo tiempo al no formarse un sombrero de hollejos en la etapa
prefermentativa, se obtiene un mayor contacto de éstos con el mosto.

Adicionalmente, la ausencia inicial de etanol en el medio solvente, limita la
extraccion de los taninos mas astringentes de las semillas, produciendo vinos
mas equilibrados y suaves al paladar (Zinnai et al., 2006).

La etapa del tratamiento de frio es un tiempo de maceracion al resguardo
de las bajas temperaturas (medio protectivo, moderadamente extractivo,
Casassa et al., 2008). Estas a su vez son responsables de alterar
completamente:

e Los proceso microbianos.

e Las reacciones enzimaticas, oxidativas, de adicion, de
polimerizacién, etc.

e La cinética de todos los procesos que intervienen; fisico-quimicos y
bioldgicos.

e La solubilidad de los compuestos.

e La evolucidon de éstos una vez extraidos.

36



e Y en conjunto, el medio de maceracion y el ambiente al que estan
expuestos los elementos extraidos.

Antes de continuar resulta importante recordar de los apartados anteriores
que tanto la extraccion de antocianos como la de taninos es mayor en medio
hidro-alcohdlico que en medio acuoso. Pero mientas los antocianos igualmente
difunden con facilidad en ausencia de alcohol, la extraccién de taninos tiene una
dependencia mucho mayor de cierto contenido de etanol en el medio.

A esto se puede agregar que la fase acuosa favorece los fenémenos de
adsorcion de ambos compuestos en los elementos solidos del medio, procesos
que se dan en forma mas lenta en presencia de etanol (Amrani y Glories, 1994).

Por lo tanto, el aumentar el tiempo de maceracién en medio acuoso, tiene
como uno de sus objetivos, el valerse de tal diferencia relativa para favorecer la
extraccion de unos compuestos frente a otros (antocianos sobre taninos), y no
el de crear un medio donde la difusibn de antocianos se vea favorecida en
términos absolutos.

En una prospeccién de los trabajos de investigacion en maceracién pre
fermentativa, pueden encontrarse diferentes formas en la aplicacion de la
técnica, como ser:

» la forma de lograr el enfriamiento del mosto (estado prefermentativo).
v' Extraccion de calor sin la incorporacion de refrigerantes al mosto
e Tanques en camara de frio a temperatura controlada
e Uso de tanques con camisa refrigerante
¢ Enfriamiento de la vendimia previo a la molienda
e Oftros métodos
v" Utilizando un criégeno que entra en contacto con el mosto.
o COZ(S)
e En forma de bloque

e Como nieve carbdnica (desagregado)

° N2 (L)-
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» Las temperaturas a la que se mantiene el mosto en la etapa
prefermentaria.

v" En general entre 3y 10° C
v Ensayos con temperaturas cercanas a 0°C
v' Ensayos con temperaturas entre 10 y 15°C
» Duracion de la maceracion prefermentativa
e Engeneral de 3 a 10 dias
e Mientras dure el efecto de la refrigeracion inicial del mosto
» Tiempo total de encubado
e Mayor al de los tratamientos testigos
e |gual al de los tratamientos testigos

Y distintas variantes como ser el momento en que se inoculan las levaduras
y se agrega el S0, (previo o posterior al tratamiento de frio, fraccionado, etc), al
igual que la combinacion con otras técnicas como encubado en atmosfera
inertizada (con N2 o CO03), uso de enzimas pectoliticas, maceracion sulfitica y
delastage prefermentario, entre otros.

Si la maceracion prefermentativa es llevada a cabo con el agregado de un
cribgeno, no solo se alteran los elementos enumerados con anterioridad y se
da un retraso en el comienzo de la fermentacion, sino que también se produce
un congelamiento parcial de la masa de mosto y hollejos.

Esto provoca la lisis y desorganizacion de las células de los hollejos y asi,
de las estructuras que son los principales contenedores de los polifenoles de
mayor interés enologico.

El congelamiento incrementa el volumen de los liquidos intracelulares y de
este modo distorsiona las membranas y provee de una difusion facilitada de los
compuestos aromaticos y fendlicos (Sacchi et al. 2005, Alvarez et al. 2006,
Parenti et al. 2006).

Como fue observado precedentemente por Amrani y Glories (1995) en

pruebas con enzimas pectoliticas, la distorsion de las paredes y membranas
celulares favorece la liberacion de taninos ligados a los polisacaridos y a las
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membranas vacuolares asi como las moléculas de taninos libres
intravacuolarmente. Mientras que la extractibilidad de los antocianos tiene
mayor independencia de la degradacion de la pared celular (Amrani y Glories,
1995).

También se agrega el efecto de sublimacion (figura No. 11) o ebullicidon
(segun el cribgeno de eleccion) que provoca, mientras haya refrigerante
remanente, una continua liberacién de gas a continuacion del contacto mosto-
cribgeno que permite limitar la absorcién de oxigeno al interior de la masa
liquida y proteger de esta forma, la oxidacién de los compuestos fendlicos y
aromaticos que son liberados.

Figura 11. Tanque de MPF mostrando la sublimacién del COys).

Alvarez et al. (2005) expresan que los procesos de vinificacién deben
extraer altas cantidades de color y taninos para dar estructura al vino y
estabilidad al color sin tornarse demasiados agresivos y astringentes La
maceracion prefermentativa ha sido propuesta por algunos autores como una
respuesta tecnologica a tales objetivos, particularmente en variedades de alto
potencial polifendlico pero de dificil extracciéon, como es el caso de Tannat
(Gonzalez-Neves, 2005b).

Al mismo tiempo ha sido objeto de numerosas investigaciones en cultivares
con baja relacion antocianos/taninos, o con alta proporcién de antocianos
disustituidos (Pinot noir y Sangiovese respectivamente) donde su extraccion
pretende ser mejorada y posteriormente conservada.

Con menor frecuencia se encuentran trabajos que aplican la técnica en
variedades tales como Cabernet Sauvignon, Merlot y Malbec, Nebbiolo,
Monastrell etc, no habiendo registros de ensayos previos realizados con
Tannat.
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Con base en lo anteriormente expuesto, los efectos esperados de quienes
aplican esta técnica pueden en primera instancia resumirse en lo expresado por
los siguientes autores:

se busca obtener vinos con mayor color y cuerpo, provistos de una mejor
capacidad para la crianza y dotados de un perfil aromatico mas intenso y
complejo (Llaudy et al. 2005, Parenti et al. 2006). Dotados de una mayor
expresion varietal (Feuillat 1997, Marais 2003, Catania et al. 2007). Este ultimo
aspecto es particularmente detallado por Cuenat et al., citados por Zinnai et al.
(2006) quienes formulan que la criomaceracion representa, una técnica
enologica que permite poner en evidencia la caracterizacion quimico-
composicional y organoléptica de la uva empleada.

Se obtienen a su vez vinos mas complejos, equilibrados y de mayor aroma
frutal y fineza (Flanzy, 2003).

Zinnai et al. (2006) sostiene que el potencial de la técnica, tiende a
favorecer la actual demanda del consumidor, que prefiere un vino facilmente
identificable y fuertemente ligado a la zona de produccion.

El origen de la maceracién prefermentativa como técnica dirigida hacia una
mejora de la extraccion polifendlica, procede de la Borgofia (Delteil, Zamora,
citados por Llaudy et al., 2005). Como consecuencia de las bajas temperaturas
habituales en la regién, era usual que la vendimia llegara muy fria y que el
comienzo de la fermentacion se retardara unos cuantos dias. Los borgofieses
apreciaron rapidamente las ventajas de este retraso y empezaron a buscar
sistemas que les permitieran alargar mas aun el comienzo de la fermentacion.
En esa época aun no existian los equipos de frio, por lo que la unica solucién
era aumentar las dosis de dioxido de azufre, lo que es completamente
inadmisible hoy en dia (Llaudy et al., 2005).

Como alternativa para conseguir alargar la fase prefermentativa de
maceracion, se puede utilizar el frio. Esta técnica puede ser considerada como
originaria de California, ya que bodegas californianas empezaron a aplicar ésta
tecnologia como sistema habitual de vinificacion (Llaudy et al., 2005).

Entre las variantes presentadas, el uso o no de un criégeno, (junto a la
eleccion del mismo y la forma de manejarlo) es el factor mas relevante y puede
ser utilizado como criterio para dividir a los ensayos de MPF en dos grandes
grupos.

Al repasar la bibliografia disponible, muchos ejemplos pueden ser
encontrados donde el éxito de la técnica ha dependido del uso o no de un
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elemento refrigerante (o del tipo y forma en que es utilizado), mientas que en
otros estudios no se citan mayores diferencias.

En todo caso, seran elementos a tener muy en cuenta a la hora de analizar
los resultados de una determinada investigacion y mas aun cuando se
pretendan realizar comparaciones.

Sacchi et al. (2005) en una revision de la técnica, utilizé tal divisidon para
analizar los tratamientos estudiados, separandolos en, “Cold Soak” maceracion
en frio y “Must freezing”, congelamiento del mosto, cuando el tratamiento
implica a su vez tal condicion. Debe tenerse en cuenta que otros autores (como
Alvarez et al., 2006) emplean el termino “Cold Soak” para referirse a la MPF en
sentido general.

Resulta interesante destacar, que al no utilizar un criégeno, se observaria
mejor el efecto de la maceracién prefermentaria en frio propiamente dicha, al no
existir otros factores interviniendo.

Sacchi et al. (2005) hace una clara distincién de los efectos esperables de
aplicar la técnica de una u otra forma, realizando a su vez un estudio de
trabajos precedentes.

En tal sentido opina que basados en los conocidos efectos del alcohol y la
temperatura sobre la extracciéon de antocianos y taninos, cuando no se emplea
un cridogeno no deberia esperarse una mejora en la extraccion. Y prosiguen:
“aun si esta técnica permitiera incrementar la extraccién de antocianos, no seria
de esperar que se incrementase la formacion de pigmentos poliméricos que son
necesarios para lograr un impacto a largo plazo sobre el color”.

Dallas y Laureano (1994), Dallas et al., citados por Gonzalez-Neves
(2005b) expresan que las temperaturas, las concentraciones de anhidrido
sulfuroso libre y el oxigeno suministrado a los vinos, son los factores mas
importantes para regular las reacciones de condensacion entre antocianos vy
flavanos que conduciran a la estabilizacidn del color.

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente cabe destacar que en la
MPF las temperaturas son bajas, el aporte de oxigeno muy reducido y segun se
maneje la técnica, el agregado SO, se posterga hasta finalizar el tratamiento de
frio.

Sacchi et al. (2005) argumentan su posicion mencionando trabajos
realizados con Pinot noir (como Watson et al. 1995, Feuillat 1997) donde la
aplicacién de la maceracion prefermentaria sin el uso de un refrigerante, no tuvo
efecto positivo sobre la composicidn fendlica o ésta fue perjudicada.
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Revisando otros trabajos realizados con diferentes variedades (Cabernet
Sauvignon, Sangiovese, Pinotage, etc), estos autores mencionan resultados en
el mismo sentido o donde escasas ventajas pudieron ser encontradas.

Mientras tanto, Parenti et al. (2006) encontré los mayores contenidos de
antocianos combinados en forma estable en el tratamiento testigo, a pesar de
haber hallado valores significativamente superiores de antocianos y taninos en
la mayor parte de los tratamientos de MPF (con y sin congelamiento del mosto).
Vinculan este hecho a que las bajas temperaturas del medio ralentizan los
procesos de asociacion entre estas moléculas. Expresan en consecuencia que
para obtener un vino estable en el tiempo, que conserve el mejoramiento
obtenido con la MPF, es fundamental someter al vino a una adecuada
maduracion en presencia de oxigeno. De todas formas, los vinos obtenidos en
la sefalada investigacion con esta técnica muestran los mejores registros de
color aun al afio de finalizada la vinificacion.

Tales resultados y apreciaciones son contrarias a lo encontrado y concluido
por otros autores.

Casassa et al. (2006) infieren a partir de ensayos con el cultivar Merlot, que
la MPF permite la evolucién de los antocianos hacia formas mas estables. Cabe
sefalar que estos ultimos autores adjudican este hecho a un cambio en el
medio de maceracion, producto de su enriquecimiento en acetaldehido
originado por la actividad de levaduras criogenas (elemento comunmente
asociado con la MPF).

Boulton (2001), senala que la copigmentacion es favorecida en un medio
ausente de etanol ya que es producto de asociaciones hidrofébicas que pueden
ser perturbadas por la temperatura o solventes como el alcohol.

Dangles y Brouillard (1992), Mirabel et al. (1999), explican que los co-
solventes organicos altamente polares como el etanol, interaccionan con los
polifenoles con mayor fuerza que el agua tendiendo a disociar tales
asociaciones. Asimismo ambos grupos de autores al igual que Sacchi et al.
(2005), expresan que los copigmentos son un primer paso en la evolucion de
los antocianos hacia formas mas estables. En el mismo sentido Timberlake y
Bridle (1976), expresan que la ausencia de etanol en el medio, favoreceria la
formacion de especies polifendlicas de mayor peso molecular, o que también
contribuiria a aumentar la intensidad del color. Por lo tanto en primera instancia
pareceria que no hay coincidencia entre los dos grupos de autores citados
precedentemente. Sin embargo, puede apreciarse que en realidad se estan
evaluando en forma diferente o a diferentes niveles el papel de los factores que
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intervienen en la extraccion y estabilizacion de los compuestos fendlicos en la
etapa prefermentaria, sin existir necesariamente desacuerdo.

Finalmente Boulton (2001) cita que es comun encontrar altos contenidos de
color copigmentado en el periodo acuoso de vinificaciones conducidas con
maceracion prefermentativa, si bien parte de éste se perderia mas tarde con el
etanol generado en la fermentacion.

Numerosos estudios citan resultados positivos como consecuencia de la
MPF aun cuando ésta no implique el congelamiento de hollejos. Casassa et al.
(2006), trabajado con uva Cabernet Sauvignon, Merlot y Sangiovese, y
realizando la etapa prefermentaria mediante la colocacién de los tanques de
maceracion en camara refrigerada, encuentran en general, resultados muy
positivos.

Para Merlot y Sangiovese, la maceracion prefermentativa en frio tuvo un
efecto siempre positivo en el color de los vinos, que se mantuvo aun a los 6
meses de elaborados los mismos, dotados de mayor IC, y color polimerizado,
menor tonalidad y color copigmentado (aunque sin diferencias significativas
para la variable color copigmentado y polimerizado). Asocian estos resultados a
la extraccion de antocianos durante la fase prefermentaria y a la estabilizacion
de los mismos con el acetaldehido y piruvato producidos por levaduras
cribgenas. A esto ultimo también asocian una menor evolucién de los vinos
expresada a través de un menor tonalidad. En el analisis descriptivo
encontraron diferencias significativas para la mayoria de los descriptores
elegidos. Asi, los vinos de este tratamiento fueron percibidos por los
degustadores con una mayor intensidad de color, tonalidad violeta, intensidad
aromatica global, intensidad de aroma frutal, concentracion, astringencia y
persistencia en boca respecto a otros tratamientos incluyendo el testigo.

Estos ensayos permitieron apreciar a su vez, la interaccion entre la cepa y
el tratamiento, ya que en las pruebas con Cabernet Sauvignon, la maceracion
prefermetativa solo se diferencié por su menor tonalidad y sensorialmente por
un mayor perfil varietal, pero no favorecié la extraccion preferencial de los
antocianos, ni dio lugar a vinos de aroma mas frutal (Casassa et al., 2006).

Sin embargo en todos los casos la predominancia del aroma a acetaldehido
fue distintivo del tratamiento de MPF, caracteristica resaltada en muchos de los
trabajos consultados. La presencia de tal elemento si bien es deseable durante
la crianza del vino tinto por favorecer la estabilidad del color, su exceso es
percibido como un atributo negativo por los degustadores, y siendo el
compuesto de mayor afinidad por el S0, libre, podria dejar sin proteccién a los
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vinos durante la crianza, por lo que no serian aptos para su pasaje por barricas
(Casassa et al., 20006).

Gbémez-Migues et al. (2007), trabajando con el cultivar Syrah, utilizando un
volumen considerable de mosto (tanques de 1000 L) y tres repeticiones por
tratamiento, también encontraron diferencias positivas al aplicar MPF. En este
caso el mosto fue enfriado con un equipo de refrigeracion manteniendo la
temperatura en torno a los 15° C por 7 dias, seguido de 6 dias de maceracion
tradicional (dosificando con 80 mg de SO»/L). En tales condiciones concluyeron
que la maceracion prefermentativa es muy util mejorando el color de los vinos
jovenes. Dicha mejora tuvo diferencias significativas con el testigo, y su
magnitud permitiria ser apreciada a simple vista segun consideraciones del
CIELAB. Al mismo tiempo exponen que el descenso en el contenido de
antocianos, entre la separacion mosto-hollejos (dia 6) y el fin de la fermentacion
alcohdlica (dia 12), fue mayor en el testigo, por lo que atribuyen a la MPF la
capacidad de aumentar la estabilidad de éstos compuestos, si bien no
realizaron estudios de la evolucion del color durante el almacenamiento.

Este grupo de investigadores también encontré un mayor contenido de
polifenoles totales en comparacion con el testigo (el cual tuvo un tiempo de
maceracion de 6 dias).

Cabe senalar que aunque la maceracion prefermentativa no logre en
muchos casos una mayor extraccion de polifenoles, igualmente puede ser
asociada con mejores propiedades sensoriales a través de su efecto en la
expresion aromatica. Feuillat (1997), obtiene por medio de la técnica vinos Pinot
noir con menor contenido fendlico en general y menor intensidad colorante,
pero bien valorados por su perfil mas fino y de aromas mas frutados.

Otro grupo de trabajos han sido realizados empleando un criégeno (hielo
seco o nitrégeno liquido) que entra en contacto con el mosto.

En virtud de sus caracteristicas, en particular, de su inocuidad, reducida
reactividad, costo y facilidad de aplicacion, el anhidrido carbénico al estado
sélido o liquido y el nitrogeno liquido representan los cribgenos mas
frecuentemente empleados en el campo alimenticio en general y en el enolégico
en particular (Zinnai et al., 2006).

Su eleccion presenta un aspecto interesante vinculado a la caracterizacion
fisicoquimica del producto utilizado, en relacion al coeficiente de transmisién de
calor y a su miscibilidad con el mosto (Parenti et al., citados por Parenti et al.,
20006).
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Parenti et al. (2006) encontraron una mejor miscibilidad del nitrégeno
liquido y como consecuencia una menor variacion térmica en el conjunto de la
masa de mosto.

El CO4(S) tiene una temperatura de sublimacion a temperatura atmosférica
de — 78.5 °C y un calor especifico de 0.17 cal.g-1.k-1, mientras que el nitrégeno
liquido presenta una temperatura de ebullicion -195.8 °C a una atmosfera y un
calor especifico de 0.25 cal.g-1.k-1.

Sellido

Presidn [stm)

-Ti -5
Tempa-aura (°0)

Figura 12. Representacion del punto triple para el COys).

A modo de ejemplo, presentado por Zinnai et al. (2006), la cantidad
aproximada de cridgeno necesario para bajar 1°C un hectolitro de mosto es de
unos 0.6 Kg de hielo seco o 1.9 kg de N liquido.

En principio ésta técnica tiene ventajas sobre la modalidad anteriormente
desarrollada.

En principio provoca un rapido enfriado del mosto, lo cual inhiben entre
otros procesos, la accion de polifenoloxidasas y eventualmente lacasas. Al
mismo tiempo los gases que emana el criogeno en cambio de fase, desplazan y
protegen al mosto del oxigeno ambiente.

Asimismo, se produce la ruptura de las células de los hollejos favoreciendo
la futura solubilizacion de sus componentes (Sacchi et al. 2005, Llaudy et al.
2005, Parenti et al. 2006, Casassa 2006). Alvarez et al. (2006), a su vez asocia
a lo anterior, una incidencia positiva sobre la extraccion de precursores de
compuestos aromaticos.
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Particularmente a la degradacion de los hollejos (cuyas consecuencias
enoldégicas ya fueron discutidas precedentemente) es que se asocian las
mayores ventajas de esta modalidad de llevar adelante la maceracién
prefermentativa.

Es asi que Sacchi et al. (2005), cita una serie de trabajos donde la
aplicacién de la MPF mediante la adicion de hielo seco confiere efectos muy
positivos al vino producido. Como lo expresa previamente en el mismo trabajo,
aquellos factores que contribuyan a la degradacién de las membranas celulares
(y por tanto aumenten su permeabilidad) pueden incrementar la liberacion de
los pigmentos.

También hay trabajos que cotejan ambas formas de llevar a cabo la
maceracion prefermentativa, asi como otras variantes.

Cassasa et al. (2007), realizan un ensayo en uva Malbec, comparando los
efectos de enfriar el mosto en camara respecto al uso de hielo seco. Los
resultados muestran que mientras que en el primer caso se obtuvieron
resultados negativos respecto al testigo en los parametros de interés, la MPF
con COgs) obtuvo resultados positivos. En los aspectos cromaticos
considerados los citados autores adjudican el efecto negativo de la MPF en
camara a la ausencia de proteccion contra los fendmenos oxidativos durante la
fase prefermentativa. Al mismo tiempo, asocian los resultados positivos de la
técnica aplicada con hielo seco, al efecto combinado, moderadamente
extractivo y protectivo, ejercido por el empleo de COys). Aun en este ultimo
caso la mejora encontrada en el aspecto cromatico fue limitada, por lo que
recomiendan evaluar cuidadosamente el empleo de la misma desde un punto
de vista técnico/econémico.

Una vez mas se destaca en un ensayo de maceracion prefermentativa, en
este caso Cassasa et al. (2007), el efecto sobre el perfil aromatico. Mientras
que para el ensayo conducido en camara de frio se encontré6 aroma
caracteristico a acetaldehido, en el tratamiento que emple6 COys), se citan
aromas balsamicos asociados con el perfil aromatico varietal del Malbec. En
consecuencia los autores encuentran promisorio el uso de la MPF con hielo
seco, como una alternativa para obtener y fijar ciertos aromas deseables y asi
originar un perfil organoléptico distintivo.

Cabe recordar lo expresado por Alvarez et al. (2006) y observar que
mientras el aroma a acetaldehido es un aroma secundario, el encontrado en el
caso de utilizar hielo seco, es un aroma primario, reconocido como propio de la
variedad.
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Alvarez et al. (2006) compara los efectos de realizar la maceracion
prefermentaria con y sin hielo seco, para dos estados de maduracién de la uva
y dos tiempos de duracién de la etapa prefermentaria, 4 y 8 dias. Concluye que
para vinos realizados con uva Monastrell, la técnica incrementa Ia
concentracion de compuestos fendlicos y su estabilizacion, ya sea que se
realice con o sin hielos seco. Tal incremento fue mas importante en
proantocianidinas que en antocianos y cuando la fase prefermentativa fue
conducida con hielo seco. Los mejores resultados correspondieron a los vinos
realizados con uvas de menor madurez (lo que es habitual en ensayos que
buscan mejorar la extraccién de polifenoles’, (Llaudy et al., 2005). Al mismo
tiempo no encontraron efectos significativos al ampliar el tiempo de maceracion
en frio sobre la extraccidn fendlica.

Estos mismos autores evaluando el costo de realizar la técnica con hielo
seco exponen que solo se justificaria incluirlo cuando fuese necesario realizar
una extraccion y estabilizacion de los componentes polifendélicos a partir de uva
que no alcanzé su mayor madurez.

En todo caso analizando el articulo anterior puede observarse que Alvarez
et al. (2006) encontraron diferencias importantes y positivas asociadas a la
maceracion prefermentaria indistintamente de la forma en que ella fue
realizada, con sus mayores efectos sobre el aumento en polifenoles, intensidad
y estabilidad del color, copigmentacién y polimerizacion de antocianos y
taninos.

Parenti et al. (2006) consideran relevante para obtener diferencias
significativas tras aplicar la técnica, el tipo de cribgeno utilizado y si es hielo
seco, la temperatura minima que alcanza el mosto.

Si bien todos los tratamientos que compararon estos autores se
mantuvieron luego a 5°C por 48 horas, los mismos fueron sometidos a
diferentes temperaturas al inicio del tratamiento de frio.

Tal ensayo permito observar la dependencia de los tratamientos basados
en CO,s) de una temperatura minima a alcanzar para obtener resultados que
justifiquen su aplicacion. Cuando ésta fue de 5°C no hubo ventajas apreciables
respecto al testigo, mientras que las diferencias a favor de la criomaceracién
aumentaron al descender la temperatura inicial a 0 °C y en forma significativa
cuando ésta fue de -5 °C.

* Gonzalez-Neves, G. 2008. Com. personal
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Por el contrario, los tratamientos conducidos con nitrégeno liquido fueron
muy superiores al testigo, independientemente de las dos temperaturas iniciales
comparadas, + 5°C y 0 °C, y sin diferencias apreciables entre si. Los autores
adjudican estos resultados a la mejor miscibilidad del nitrégeno liquido con la
masa del mosto.

Algunos indicadores puntuales pueden ser destacados del anterior articulo.
Respecto a la tonalidad y especialmente la absorvancia 480 nm (utilizada por
los autores como indicador del componente oxidado), encuentran que todos los
tratamientos de maceraciéon prefermentativa obtuvieron menores valores que el
testigo. A su vez, los tratamientos con nitrogeno liquido fueron los de menores
reqgistros para estas variables.

Respecto a la extraccion de compuestos fendlicos, en los tratamientos con
hielo seco ésta aumentd considerablemente al llevar el mosto a menores
temperaturas iniciales, mientras la prueba a +5°C no mostré diferencias con el
testigo. A igualdad de temperaturas los tratamientos que utilizaron nitrégeno
fueron mas eficientes extrayendo estos compuestos. Notable es la diferencia
cuando ambos tratamientos a +5 °C fueron comparados.

Mientras que la temperatura no mostré tener un efecto importante en los
ensayos con nitrégeno liquido, solo el tratamiento a -5 °C que utilizé COys)
obtuvo mejoras comparables a éstos. Resultados muy similares son
presentados para los antocianos y el resto de los parametros evaluados.

Es interesante resaltar los resultados que obtuvieron estos autores respecto
a la extraccion de proantocianidinas, citadas por los mismos como indicativos
de polimerizacion de los taninos a igualdad en contenidos de flavanos. En los
tratamientos llevados a cabo con nitrégeno liquido el contenido en
proantocianidinas es muy significativamente superior al testigo y a los restantes
tratamientos de criomaceracion.

Tales tratamientos parecen haber favorecido la extraccion de sustancia de
peso molecular mas elevado, caracteristico de los taninos de hollejos y muy
interesantes del punto de vista sensorial (Parenti et al., 2006).

La eleccion del refrigerante a utilizar en un caso particular, evidentemente
estara condicionado por la disponibilidad del mismo segun la zona de
produccion y los costos relativos de utilizar uno y otro.

Finalmente y por su importancia en los fendmenos oxidativos de los
compuestos fendlicos del mosto-vino, resulta interesante destacar la posible
influencia de la MPF en el contenido de acidos fendlicos, con el objetivo de que
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tal conocimiento agregue elementos a la hora de elegir como desarrollar la
técnica y con que objetivos.

En tal sentido Di-Stefano y Cravero, citados por Gil-Mufioz (1999) expresan
que durante la vinificacion, la extraccion de acidos benzoicos depende no solo
del tiempo de contacto (maceracion), sino que también del contenido de alcohol
en el medio. Por esta razon las bajas temperaturas que limitan inicialmente la
formacion de etanol, pueden determinar una menor extraccion de éstos
compuestos (Gil-Mufioz et al., 1999). Tal observacion sera valida siempre y
cuando el tiempo de maceracion a temperatura ambiente sea menor al de una
maceracion convencional.

Gil-Munoz et al. (1999), comparando un mosto iniciado con uvas a bajas
temperaturas contra un testigo, encuentran al comienzo, contenidos superiores
de esteres de &cidos cinamicos para el tratamiento con uvas a baja
temperatura, concluyendo que probablemente podria deberse a la proteccion
brindada por las bajas temperaturas contra la oxidacién. Sin embargo, el
contenido fue decreciendo en el tratamiento de frio mientras que aumenté en el
testigo en los siguientes 3 dias, debido a la menor tasa de extraccion con
menores temperaturas y a la evolucion de los extraidos.

Por lo tanto, es de esperar un menor contenido en estos compuestos
mientras perdure el mosto frio, si se compara con un mosto en fermentacion.

Consultar trabajos que comparan diferentes formas de llevar adelante una
misma técnica dejan en evidencia su notable influencia en los resultados
obtenidos. Al mismo tiempo subrayan la importancia de relativizar los éxitos o
fracasos obtenidos a las condiciones en que se desarrolla un ensayo.

En todo caso, resulta muy pertinente citar a De Beer et al. (2006) cuando
expresa, tras no observar una tendencia clara en los resultados de prolongar la
duracion de la fase prefermentativa, que tal comportamiento habla de la
complejidad de factores que influyen el contenido final en polifenoles de los
vinos. Por evidente que parezca, este es un aspecto que no debe descuidarse a
la hora de disefiar un ensayo o analizar sus resultados.
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2.3.3 Extraccion diferida de antocianos

La extraccion diferida de antocianos es una técnica de vinificacidon en tinto
desarrollada en el 2002 por Di Stefano y Bosso en el Instituto Sperimentale per
I'Enologia di Asti-Italia.

Surge tras la inquietud del mencionado grupo de investigacion de encontrar
una respuesta a un problema aun no resuelto por los métodos actuales de
vinificacion en tinto; el lograr la estabilizacion del color sin recurrir a
maceraciones largas que pueden afectar negativamente las propiedades
sensoriales del vino (Di Stefano y Bosso, 2002a).

Los autores reconocen dos procesos tradicionales de vinificacion en tinto
en las principales zonas productoras de lItalia. Las maceraciones extendidas
destinadas a la elaboracion de vinos de crianza, y las maceraciones cortas
donde se producen vinos que se consumen jovenes.

Mientras en el primer caso se busca aumentar la extraccion de flavanos
para mejorar la estabilizacidén del color, en el segundo, se pretende limitarla de
forma de evitar un desbalance sensorial producido por el aporte astringente y/o
amargo de estos compuestos (Di Stefano y Bosso, 2002a).

Las ventajas de las maceraciones cortas consisten esencialmente en evitar
la excesiva tanicidad y algunas veces el gusto amargo que es percibido en los
vinos tras maceraciones largas. Igualmente la posibilidad de obtener un vino
poco tanico, dotado de un color intenso, que no requiere de un envejecimiento
para su maduracion (Di Stefano y Bosso, 2002a).

Habiendo observado tales ventajas, algunos productores de la zona del
Piamonte han utilizado maceraciones cortas aun para la elaboracion de vinos
de gran envejecimiento (Di Stefano y Bosso, 2002a).

Sin embargo, el no tener en cuenta los aspectos involucrados en la
estabilidad del color provoca una importante pérdida del mismo que se hace
evidente en la primavera siguiente a la vinificacion (Di Stefano y Bosso, 2002a).

En consecuencia, el mayor problema que se busco resolver mediante la
extraccion diferida de antocianos, fue el de producir un vino base, capaz de
afrontar el periodo de relevante pérdida de antocianos que transcurre entre el
fin de la fermentacion y el fin del invierno, y con un adecuado equilibrio entre el
contenido de antocianos y el de flavanos (Di Stefano y Bosso, 2002a).

Esta técnica se vale para su desarrollo de los avances en el conocimiento
de la quimica y de la bioquimica de la uva y de las levaduras.
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Llevada a la practica, la EDA consiste en limitar el contacto del mosto con
los hollejos durante la primera parte de la fermentacion alcohdlica (hasta que es
alcanzado un grado alcohdlico cercano a 6) postergando el comienzo de los
remontajes. De tal forma se busca restringir la pérdida de antocianos por
oxidacion en el curso de los primeros dias de maceraciéon, retardando su
extraccion a un momento en el cual el medio presente, junto al acetaldehido,
una adecuada concentracion de flavanos, de modo de favorecer un rapido
comienzo de las reacciones de estabilizacién de la materia colorante (Bosso et
al., 2002a).

El marco tedrico que origina y explica la forma de proceder al aplicar la
extraccion diferida de antocianos toma en cuenta los siguiente elementos:

+ cinética de difusion de antocianos, flavanos y cinamatos durante la
maceracion.

rol del acetaldehido en los procesos de estabilizacién del color.
+ cinéticas y procesos de produccién de acetaldehido.

+ factores que influyen en la producciéon microbiolégica y quimica del
acetaldehido.

4+ actividad enzimatica de la polifenoloxidasa (PPO).
+ actividad enzimatica de la R-glucosidasa.

Desde que algunos de estos elementos han sido desarrollados en los
capitulos precedentes, se destaca a continuacion sus implicancias directas en
relacion a la EDA.

Al comienzo de la maceracion los primeros compuestos fendlicos en pasar
de los hollejos al mosto son los antocianos disustituidos (peonidina y cianidina),
flavanos de bajo peso molecular y cinamatos, también presentes en la pulpa.

Estos ultimos son los elementos mas oxidables del mosto y son los
responsables de desencadenar oxidaciones acopladas que oxidan otros
compuestos fenolicos (Cheynier et al. 1990, Di Stefano et al. 2002b), mientras
que los antocianos disustituidos son los primeros en pasar al mosto y en
consecuencia los mas expuestos a la oxidacion.

Al mismo tiempo la PPO responsable de iniciar las oxidaciones sefaladas
tiene su mayor actividad durante la primera fase de la vinificacion, cuando la
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fermentacién es insipiente y hay un mayor contenido de oxigeno presente en el
mosto.

Romero-Cascales et al. (2005) expresan que la degradacion enzimatica de
los antocianos esta limitada a los primeros dias de fermentacion, ya que las
levaduras compiten con la polifenoloxidasa por el oxigeno disponible. En sus
estudios de 14 dias de maceracion (con 1000 litros de mosto) encontraron que
al séptimo dia la actividad de la citada enzima habia cesado.

Di Stefano et al. (2002b) estimaron la importancia de la pérdida de
antocianos por oxidacion en los primeros dias de maceracion. Expresaron que
ésta es cuantitativamente mucho mas importante al de los antocianos
adsorbidos por las paredes de las levaduras.

En cuanto al acetaldehido, el reconocimiento de su importancia en la
estabilizacién del color y de los compuestos fendlicos del vino data de mucho
tiempo (como el trabajo de Trillat en 1907, citado por Saucier et al., 1997) si
bien la primera evidencia analitica de productos de condensacion acetaldehido-
flavano es realizada en vino tinto por Saucier et al. (1997).

La ocurrencia de acetaldehido en el vino tiene dos origenes diferentes. Uno
es su produccién bioquimica en el metabolismo de las levaduras durante la
fermentacién alcohdlica. La segunda es la oxidacion acoplada del etanol por
compuestos polifendlicos (Di Stefano et al. 2002b, Bosso y Guaita 2008).

Su importancia no solo radica en la estabilizacion del color, sino también en
que la formacion de pigmentos mediados por acetaldehido es mas rapida que la
originada por condensacioén directa y el color de tales pigmentos derivados es
mas intenso que el del antociano original (Di Stefano et al. 2002b, Cano-Lopez
et al. 2006, Cheynier et al. 2006, Fulcrand et al. 2006, Bosso y Guaita 2008).

Al mismo tiempo estos derivados son coloreados en un porcentaje igual o
superior al 50% (mientras los antocianos y los polimeros de condensacion
directa flavanos-antocianos a pH del vino son rojos solo entre un 5 y un 25%)
(Cheynier et al., 2006).
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Figura 13 Acetaldehido como producto intermedio de la fermentacién alcohdlica.
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Figura 14. Compuestos mediados por acetaldehido.

Fuente: Cano-Lopez et al. (2006).

De esta forma los antocianos que primero difunden de los hollejos al mosto
durante la primera fase de la fermentacion se encuentran en presencia de
acetaldehido, que las levaduras producen por medio del proceso fermentativo, y
de un modesto contenido de taninos, provenientes en gran parte de los hollejos.
Como resultado es poco probable la reaccidon acetaldehido-flavano-antociano
debido a que el contenido de flavanos es poco importante (Di Stefano et al.,
2002b).

Por otra parte la oxigenacion del mosto influye la produccion de

acetaldehido por las levaduras (variable directamente afectada en la EDA). En
presencia de oxigeno, tanto la piruvato descarboxilasa como la alcohol
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deshidrogenasa son escasamente activas en las células de las levaduras y en
consecuencia se retrasa el comienzo de la fermentacién alcohdlica y la
produccion de etanal (Bosso y Guaita, 2008). A medida que la fermentacién
alcoholica prosigue, la concentracion de etanol aumenta, y asi los vinos con
mayor aporte de oxigeno se tornan mas ricos en etanal derivado de la oxidacién
quimica del etanol.

De tal forma y en lo que a la realizacion de esta técnica refiere, en pro de
aumentar la produccion de acetaldehido durante los primeros dias de la
fermentacién alcohdlica, es necesario ayudar a las levaduras a multiplicarse
mediante una temperatura adecuada y limitados aportes de oxigeno al mosto
(Bosso y Guaita, 2008).

No obstante lo anterior, y si bien tal observacion del metabolismo
microbiano fue uno de los factores inicialmente considerados en el desarrollo de
la técnica, estos mismos autores han observado en sus Ultimos ensayos®, una
menor concentracion de etanal en los mostos bajo extraccion diferida de
antocianos durante los primeros dias de maceracién, mas alla que al descube
no han observado diferencias con la vinificacion tradicional (numerosos
remontajes desde el comienzo de la fermentacion alcohdlica), lo que determina
la necesidad de mayor investigacion al respecto.

Otros dos aspectos del conocimiento que pudieron ser aplicados fueron la
actividad de la 3-glucosidasa y la polifenoloxidasa.

Se ha visto que la actividad B-glucosidasa se ve inhibida por la presencia
de azucar impidiendo la hidrdlisis de algunos precursores de aromas que se
encuentran bajo forma de glicosidos. Igualmente limita la accion de la
péctinesterasa, limitando la degradacién de la pared celular (Di Stefano et al.,
2002b).

En la EDA, la etapa sin remontajes favorece la creacion a nivel del
sombrero (figura No. 15), de condiciones de temperatura (mas elevada), pH
(mayor por efecto de la menor lixiviacion del potasio), y azucar (concentracion
menor respecto al mosto) potencialmente favorables a la accidén de las enzimas
pectoliticas y B-glucosidasas presentes en la uva. De esta forma se incrementa
la liberacion de los compuestos presentes en los hollejos, en particular taninos y
aromas varietales bajo forma de glicésidicos. Estos procesos se expresan en
forma mas acentuada cuando los hollejos son separados del mosto (Di Stefano
et al., 2002b, 2004b).

® Bosso, A. 2008. Com. personal
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Figura 15. Vista del sombrero de hollejos en un mosto en activa fermentacion.

En resumen, el proceso busca limitar la liberacién de elementos desde los
hollejos en la primera parte de la maceracion. Al mismo tiempo en éstos se
darian condiciones para que los compuestos fendlicos, aromaticos, etc, sean
liberados con mayor facilidad una vez que el movimiento fisico de los
remontajes asi lo favorezca. Igualmente permitiria una evolucién mas cercana
de la extraccion de antocianos y taninos al tiempo que el medio que recibe
dichos compuestos es mas rico en etanol. Este permite una liberacién adn
mayor de flavanos que en presencia de acetaldehido (mosto en activa
fermentacién) favoreceria las reacciones de estabilizacion del color.

Sin embargo se debe tener en cuenta que habra otros factores afectados al
aplicar esta técnica.

La reduccion del aporte inicial de oxigeno, parece estar en contraposicion
con los requerimientos de oxigeno de las levaduras para un rapido y completo
desarrollo de la fermentacion alcohdlica.

La ausencia de remontajes en los primeros dias de maceracion y por
consiguiente, el menor aporte de oxigeno, efectivamente reducen la tasa de
fermentacién en dicho periodo (Bosso et al., 2002b, 2004b).

Segun Peynaud (1977) el tiempo que transcurre hasta el comienzo de la
fermentacién depende, principalmente, de las condiciones de aireacion, siendo
menor cuando éstas son eficientes aportando oxigeno al mosto. Igualmente
aumenta el numero de generaciones de levaduras de lo cual depende el
correcto término de la fermentacion alcohdlica.
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Peynaud (1977) muestra claramente la influencia del momento de aireacion
del mosto (mediante remontajes) sobre el grado alcohdlico alcanzado por el
vino. Se puede apreciar (en pruebas con la cuba cerrada) que el mismo es
menor cuando mas tarde comienzan los remontajes. De todos modos cabe
destacar de los mismos trabajos muestran, que cuando el encubado se lleva a
cabo en deposito abierto, esto de por si es suficiente para un correcto término
de la fermentacion.

Sin embargo en los trabajos consultados se constatd que la EDA no influyo
en la correcta finalizacion de la fermentacién alcoholica a pesar de haber tenido
ésta en algunos casos, una cinética inicial menor. Esto se aprecio a través de la
densidad final de los mostos y los resultados de azucares reductores de los
vinos. Aun cuando se trabajoé con uvas de alto contenido de azucares (Casassa
et al., 2006).

Sin embargo, se ha de tener en cuenta que de por si la velocidad de
fermentacién, como ha sido sefalado por Gonzalez-Neves et al. (2003b), puede
afectar la composicién fendlica de los vinos tintos ya que las extracciones desde
los hollejos y las semillas, asi como su solubilizacién son diferentes segun el
contenido alcohdlico del medio.

Al mismo tiempo la extraccion de polifenoles también depende del nimero
y frecuencia de los remontajes asi como del aporte de oxigeno (Bosso et al.
2004a, Gonzalez-Neves 2005b), variables afectadas por la EDA.

Si bien al citado grupo de investigacion de Asti pertenece el mayor numero
de trabajos realizados y consultados, la EDA han sido estudiada por otros
autores, y mas extensamente los elementos tedricos en que se basa su
desarrollo.

En su aplicacion, en todos los casos se practica la adicion de SO, y la
siembra de levaduras como en el tratamiento testigo. Las diferentes formas de
llevar a cabo la EDA estan dadas por algunas variantes en la conduccion de la
etapa sin remontajes, asi como por la combinaciéon de esta técnica con otras
que la complementan (como el delestage fermentativo). El primer caso hace
referencia a la conduccion del sombrero. Las alternativas son bazuqueos diarios
(figura No. 16) o bafo del mismo con una pequefia parte del volumen del mosto
(entre 5y 20%). Un caso particular, es la separacion total de los hollejos del
mosto, llamada por Bosso et al. (2004a) como “fermentacién separada de los
hollejos”.
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Figura 16. Operacion de bazuqueos sobre el sombrero de hollejos.

La EDA ha sido probada inicialmente en variedades como la Sangiovese,
caracterizadas por bajo potencial en antocianos y alta proporcién de
disustituidos (cianidina, peonidina). Posteriormente se ha practicado en diversas
variedades tintas.

Cabe recordar que Tannat se caracteriza por un elevado potencial en
antocianos, elevados valores de indice de extractibilidad (EA) y un perfil
antocianico caracterizado por altas proporciones de delfinidina, petunidina
(ambos antocianos trisustituidos) y glucésidos no acilados (Gonzalez-Neves,
2005b). Sin embargo en funcién de su elevado contenido en flavanos es una
variedad donde el cuidado de los aspectos sensoriales relacionados al
contenido de estos compuestos es fundamental. Por otra parte, a pesar de su
excepcional capacidad para dar vinos de alta intensidad colorante, Tannat ha
sido sefialada como una variedad donde el color disminuye en forma
particularmente importantes en el tiempo cuando el mismo no se encuentra
debidamente estabilizado (Gonzalez-Neves, 2005b).

En las primeras experiencias realizadas por Di Stefano y Bosso (1999) con
esta técnica en la elaboracion de vino Barbera, encontraron que ésta aporto a la
estabilizacién del color durante la conservacion. Asocian la EDA con un
incremento respecto al testigo en la absorbancia a 520 nm (color rojo) y de la
fraccién constituida por pigmentos antocianos-flavanos estables a la accion
decolorante del SO, (Di Stefano y Bosso, 2002a).

En sendos estudios realizados por Bosso y colaboradores con uva Barbera,
presentados en el 2004, fue contrastada la EDA y la fermentacién separada de
los hollejos, frente a un testigo sometido a bazuqueos durante todo el encubado
(sin remontajes) y por otro lado, frente un testigo donde los remontajes se
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realizaron desde el primer dia de maceracion. Luego de la fermentacién
malolactica los autores dividieron el volumen de cada tratamiento para someter
parte del mismo a una crianza con microoxigenacion.

Tal diseio experimental permiti6 apreciar la importancia del aporte de
oxigeno al mosto segun etapa de vinificacion, asi como los efectos de aplicar la
EDA y la fermentacion separada de los hollejos.

Los autores expresaron que al descube el contenido de antocianos resultd
inversamente correlacionado con el aporte inicial de oxigeno.

Encontraron que fuertes aportes de oxigeno durante los primeros dias de
maceracion causaron una reduccion de la intensidad colorante del vino en
maceraciones de duraciones medias o largas, lo que se pudo observar al
comparar la EDA con la vinificacion sometida a remontajes desde el primer dia.
Mientras que los aportes frecuentes de oxigeno al mosto durante la
fermentacion alcohdlica acelero los procesos de estabilizacion y las reacciones
de condensacién entre antocianos y taninos durante la crianza, lo que
apreciaron al comparar la EDA, el testigo y el tratamiento sometido a
bazuqueos (Bosso et al., 2004a).

Es asi que estos autores citan que el color del vino y los contenidos de
antocianos al descube dependen mas del momento de la aireacién que del
aporte total de oxigeno.

Por lo que, cuando el testigo y la EDA tienen aportes comparables de
oxigeno en fermentacion, y el primero, remontajes al reparo del aire 0 menos
intensos previo a la fermentacion activa, es esperable encontrar al descube,
contenidos levemente mayores de antocianos en la EDA y una evolucion similar
del color y de su estabilizacion.

Finalmente estos autores concluyeron que el principal efecto de la EDA,
como también ha sido reportado por Bosso et al. (2003), fue la mayor extraccion
de taninos, particularmente evidente cuando se realizd fermentacion con
separaciéon de hollejos. Expresan que tal incremento modificé las caracteristicas
sensoriales del vino pero salvo grandes aportes de oxigeno durante la
fermentacién, no influenciaron la evolucion del color durante el envejecimiento
ya sea en el ensayo con o sin microoxigenacion.

En experiencias con uva Nebbiolo, Bosso et al. (2004a) han contrastado la
EDA, y la EDA junto a la aplicacion de delestage, a un tratamiento testigo. En
este caso cabe senalar que los remontajes realizados al testigo hasta que el
mosto conté con 6 grados de etanol, fueron al reparo del aire, por lo que no
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permite comparar de la mejor forma el efecto de proteccion contra la oxidacion
atribuido a la EDA. En tales condiciones y en forma general el citado grupo de
investigacién no encontraron diferencias significativas tras aplicar la EDA y
tampoco cuando se realizé combinada con un delestage diario por 3 dias en
plena fermentacion.

En tal ensayo, la mayor diferencia también estuvo en el contenido de
taninos, el cual fue superior en la EDA y provocé diferencias sensoriales sin
influir segun los autores en los proceso de estabilizacion del color (evaluado a
través del indice dTAT%).

Los citados autores llegan a la conclusion, que dada la paridad de
resultados, la extraccién diferida de antocianos aparece como una alternativa
interesante del punto de vista practico, principalmente debido a la menor mano
de obra que emplea durante los primeros dias de maceracion.

En Argentina, otro grupo de investigacion, (Casassa et al., 2006) trabajando
con Cabernet Sauvignon y Sangiovese, encontraron asociado a la EDA valores
superiores de intensidad colorante (aunque sin diferencias significativas), y
menor tonalidad. En el andlisis organoléptico estos autores citan que el panel
de degustacion aprecié en la EDA mayor intensidad colorante, aroma frutal,
concentracion y tonalidad violeta, los cuales fueron al mismo tiempo
estadisticamente preferidos frente a wun tratamiento de maceracion
prefermentativa y a un testigo (test de Kramer).

2.3.4 Maceracion extendida

La duracion de la etapa de maceracién junto con los efectos de la
temperatura, movimiento del mosto y demas procesos de vinificacién, tiene una
considerable influencia en el contenido fendlico final del vino (Gil-Mufoz et al.,
1999).

La practica de la maceracion extendida consiste en prolongar el contacto de
los hollejos con el mosto/vino luego de finalizada la fermentacion. Por lo tanto
es un tiempo de maceracion post-fermentativo.

En consecuencia el medio sera rico en etanol al tiempo que no contara con
la proteccion oxidativa del CO,, y las temperaturas del mosto seran mas bajas
que durante la fase de activa fermentacion.

La maceracion extendida ha sido utilizada especialmente para vinos de
guarda donde no solo la extraccién de un buen contenido de antocianos es
importante, sino también la estabilidad del color en el tiempo.
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La difusion de los antocianos y taninos de los hollejos en el mosto es mas
rapida que la extraccidén de taninos de las semillas, las cuales requieren de una
mayor concentracion de alcohol y temperatura (Amrani y Glories 1994,
Gonzalez-Neves 2005b).

Basados entonces en lo conocido a cerca del perfil de extraccion de estos
compuestos, seria de esperar que la maceracion extendida incrementase el
contenido de taninos pero no asi el de antocianos. Es ampliamente aceptado
que esta técnica aumenta la extraccion de flavanos desde los hollejos y las
semillas, y esta creencia estd generalmente respaldada por numerosos
resultados de investigacion.

En 1964, Singleton y Draper, citados por Vrhovsek et al. (2002) expresaron
que a medida que el tiempo de maceracion se incrementa, las semillas juegan
un papel cada vez mas importante como fuentes de proantocianidinas. Sin
embargo se ha demostrado recientemente que son las catequinas y oligdmeros
los compuestos principalmente extraidos de las semillas, mientras que los
hollejos y el raquis son fuentes importantes de proantocianidinas pliméricas
(Sun et al., citados por Vrhovsek et al., 2002).

La maceracion extendida mas alla del fin de la fermentacion alcohdlica
resulta en mayor proantocianidinas de semillas y menos antocianos (Cheynier
et al., 2006).

Sims y Bates (1994) expusieron que los vinos analizados en sus
experiencias se habian tornado mas astringentes y habian perdido intensidad
aromatica antes que fuese alcanzada la maxima extraccion de color, la que se
registro al cuarto dia. Concluyeron en consecuencia que habia que perder algo
de aroma y ganar astringencia para alcanzar el tiempo de maceracidén necesario
para lograr la maxima extraccion y estabilidad del color.

Vrhovsek et al. (2002) encontraron que la fraccion de los polifenoles que
incrementd mas su contenido al extenderse el tiempo de maceracion fue el de
las catequinas. Las proantocianidinas de mayor peso molecular, también
mostraron un aumento importante en el citado estudio, superior al observado
por los oligdmeros (polimeros de entre 2 y 4 unidades de catequinas).

Auw et al. (1996), encontraron que los polifenoles totales, el acido galico, y
los flavanos, todos se incrementaron al extenderse el tiempo de maceracion.

En el mismo sentido Vrhovsek et al. (2002) hallaron en sus estudios un
incremento continuo del contenido de proantocianidinas entre 15 y 19 dias,
mientras que con tiempos mayores de maceracion constataron pérdidas.
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Pero son numerosos los estudios donde se aprecia que con tiempos de
contacto mayores entre los hollejos y semillas y el liquido, se obtienen
generalmente un contenido fendlico mayor en los vinos, dado por la
solubilizacion de los compuestos de mas dificil extraccién (Sims y Bates 1994,
Auw et al. 1996, Gerbaux et al. 1998, Burns et al. 2001, Gomez-Plaza et al.
2001). Sin embargo, maceraciones demasiado prolongadas pueden determinar
incrementos sustanciales de la astringencia y pérdida de aromas y en algunos
casos determinan una disminucion de la intensidad colorante (Auw et al. 1996,
Di Stefano y Bosso 2002a).

Gerbaux et al. (1998) en estudios de ME con Pinot noir, encontraron que
maceraciones que se extienden mas allda del tercer dia de finalizada la
fermentacion perjudican en general la calidad del vino (menor contenido de
antocianos, intensidad colorante, calidad sensorial, y mayor contenido en
polifenoles).

Una consecuencia de la mayor extraccion desde las semillas, es que en
estas hay una proporcion mucho mas alta de taninos de alta afinidad por las
proteinas, y por ende astringentes, que en los hollejos (Amrani y Glories, 1994).
Esto determina que si su participacion en el componente tanico del vino es
elevada, pueda determinar propiedades sensoriales negativas.

Sin embargo, los fendmenos que definen los contenidos de un compuesto
en el mosto-vino no solo dependen de la extraccién del mismo, sino también de
aquellos que determinan su evolucion en el medio y eventual pérdida.

Gonzalez-Neves (2005b) sefala que este efecto puede ser significativo en
vinificaciones de pequefas cantidades de uva, tipicamente empleados en
ensayos de investigacion (vinificaciones modelo). En estudios del citado autor
con Tannat, trabajando con 50 kg de uva, se encontraron que las maceraciones
mas largas dieron lugar a vinos con contenidos fendlicos totales, antocianicos e
intensidades colorantes menores, aunque las concentraciones de catequinas
fueron superiores con 15 dias de maceracién, lo que podria estar reflejando la
importante contribucion de flavanos de las semillas.

Por tal motivo, la ME puede ser inconveniente en variedades caracterizadas
por su contenido de taninos astringentes o en especies con elevada proporcion
de antocianos diglucésidos que no polimerizan como en el caso de los
monoglucosidos (Sims y Morris, Kantz y Singleton, citados por Gomez-Plaza,
2001). En este ultimo caso se obtendria un vino con un mayor contenido de
flavanos que contribuiria negativamente al perfil sensorial sin poder ser
aprovechados los beneficios en la estabilidad del color.
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El descenso de la concentraciéon de antocianos comunmente encontrado en
los seguimientos de maceraciones extendidas, es el producto tanto de pérdidas
de dichos compuestos desde el mosto/vino (oxidacién, hidrdlisis, precipitacion y
readsorcion en hollejos y levaduras) como de su evolucién hacia compuestos
no coloreados y otros cromoéforos, algunos de ellos mas estables (Sims y Bates
1994, Cheynier et al. 2006).

Cheynier et al., citados por Cheynier et al. (2006), sefialan que la
concentracion de antocianos comienza a decrecer luego de algunos pocos dias
de maceracion, cuando la tasa de su conversion en otras especies moleculares
es mayor a su extraccion, mientras que Romero-Cascales et al. (2005) exponen
que se establece un equilibrio basado en la adsorcidon-desorcion, entre las
concentraciones de antocianos en la uva y el vino, y una vez que el equilibrio es
alcanzado, no pueden ser extraidos mas antocianos desde los hollejos en
términos absolutos. Estos ultimos autores empleando 1000 litros de mosto,
encontraron que los maximos incrementos de antocianos se registraron entre
los dias 3 y 7, mientras que pequefos cambios se constataron entre el dia 7 y
14 con un pequefio descenso en antocianos en este ultimo periodo.

Watson et al. (1997) evaluaron para Pinot noir el efecto del tiempo de
maceracion (4, 8, 14, 20 dias) en el contenido fendlico de los vinos tras un afo
de almacenamiento en botella. Encontraron que los vinos fermentados con 8
dias de contacto con los hollejos tuvieron los mayores contenidos de
antocianos, seguido por los vinos de 14 dias de maceracion (6 dias post-
fermentacién). Los vinos de menor intensidad colorante fueron los de 4 y 20
dias de maceracion. Los autores concluyen que el tiempo de maceracion
postfermentativa signific6 una importante perdida de color, segun expresan,
aparentemente debido a polimerizacion de antocianos y posterior precipitacion
y/o destruccién oxidativa de los pigmentos.

Sin embargo, la maceracion extendida significativamente incremento la
extraccion de fenoles de las semillas incluyendo acido galico y catequinas,
adjudicado por los autores a la solubilizacion en presencia de etanol. También
encontraron un incremento de los pigmentos poliméricos, debido a la mayor
extraccion de precursores fenolicos (Watson et al., 1997). De estas ultimas
variables los mayores contenidos fueron observados en el encubado de 14
dias.

Vila (2002) midieron el efecto del tiempo de maceracion (5, 10, 20 dias)
sobre el color y el perfil tanico de los vinos, trabajando a escala industrial (20 mil
litros) y con dos variedades Cabernet Sauvignon y Malbec.
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En tales condiciones los autores encontraron en Cabernet, que el contenido
de color total alcanz6 un maximo en el décimo dia de maceracién y luego
disminuyd, mientras que el contenido de fenoles totales crecié con un patron
logaritmico. Pasd por una fase de extraccion rapida, hasta el décimo dia, y
continué con una fase mucho mas lenta.

Es asi que la caida en la magnitud del color rojo en la maceracion de 20
dias, significé una pérdida de alrededor de un 10%. Los vinos de tal variedad
obtenidos con maceraciéon de 10 dias y de 20 dias resultaron muy superiores en
cuanto a los contenidos de antocianos, color polimérico y taninos. También
provocaron sensaciones de concentracion y untuosidad mayores. Ademas
resultaron mas asperos, astringentes y secantes que los de 5 dias, si bien citan
que estas sensaciones fueron moderadas. Finalmente expresan que los vinos
de 20 dias fueron similares a los de 10 dias salvo en que alcanzaron un
contenido mayor de polifenoles totales y de taninos no astringentes.

Budic-Leto et al. (2003), igualmente encontraron que prolongar la
maceracion causé un incremento en el contenido de fenoles, indice de
vainillina, proantocianidinas, como también un descenso en el contenido de
antocianos.

En Malbec Vila (2002) encontré un comportamiento similar al anterior en
cuanto al color, aunque el contenido en polifenoles totales comenzé a decrecer
lentamente luego del décimo dia, mostrando que también es importante el
comportamiento varietal en la determinacién de estas variables.

Sin embargo se encuentran autores que han hallado un mayor contenido de
antocianos al prolongarse tiempo de maceracion. Esta claro que dependera
tanto de la variedad y volumen utilizado, como de los tiempos de maceracion
que se estén comparando.

Gbémez-Plaza et al. (2001) resaltan estos aspectos. Expresan que los
efectos del tiempo de maceracion varian de acuerdo con el cultivar. Igualmente
exponen que tiempos mayores de contacto entre hollejos y mosto estan
usualmente relacionados con una mayor concentracion de antocianos en el
vino. En sus estudios estos autores encontraron que el aumentar el tiempo de
maceracion produjo vinos con mayor contenido de antocianos, antocianos
inonizados y compuestos poliméricos, mayor intensidad colorante, y en general
mayor calidad de color.

Cabe destacar que compararon maceraciones de 4, 5y 10 dias, utilizando
100 kg de uva Vitis vinifera variedad Monastrel.
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Como fue expresado, uno de los objetivos buscados al aplicar la ME es
mejorar la estabilidad del color, especialmente si el estilo de vino buscado
implica un periodo de guarda.

En este sentido Vila (2002) estudiando la evolucién de los componentes del
color durante la maceracion, encontré un claro aumento del color polimérico al
tiempo que descendia el color copigmentado y el debido a antocianos
permanecia sin mayores variaciones.

En este sentido Gomez-Plaza et al. (2001) encontraron un contenido mayor
de color polimérico luego de un afio en botella en los vinos que provenian de
maceraciones extendidas al tiempo que diferentes autores expresan que los
contenidos de pigmentos poliméricos aumentan con el tiempo de maceracion
asociados a una mayor extraccion de flavanos (Gomez-Plaza 2002, Kudo y
Sodeyama, Reynolds et al., citados por Sacchi et al. 2005).

Sacchi et al. (2005) sefala que el incremento en el contenido de taninos
asociado a una maceracion extendida, deberia también conducir a una mayor
formacion de pigmentos poliméricos.

Fulcrand et al. (2006) expresan que el aumento de la relacion
flavanos/antocianos es un elemento que puede favorecer la reaccion directa
entre antocianos y flavanos compitiendo con la continua asociacion y clivaje que
sufren los taninos entre si, siendo algunos de sus productos croméforos mas
estables que los antocianos originales.

Otro aspecto a tener en cuenta son los efectos de la ME sobre la tonalidad,
al estar mas expuestos los antocianos a oxidacion, especialmente en el periodo
post-fermentacion.

Glories et al. (1984a) asocian mayores valores de tonalidad con vinos que
han sufrido mayor evolucion.

En los citados estudios de Vila (2002), en Cabernet Sauvignon, la tonalidad
alcanzé su minimo valor al séptimo dia, y luego comenzé a aumentar, pero muy
levemente. En Malbec, luego de alcanzarse el minimo de tonalidad, éste
aumento aceleradamente.

Kelebek et al. (2005) encontraron un leve aumento de la tonalidad al
extenderse el tiempo de maceracion de 6 a 10 dias.

En general hay coincidencia en los resultados de aplicar la ME por lo que si
se tienen en consideracién las caracteristicas de la variedad utilizada
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(especialmente dpell, dTpep, dpell %, Mp%) y los volumenes encubados se
pueden anticipar algunas de las caracteristicas del producto a obtener.

En el aspecto sensorial, el aumento en la extraccidon de polifenoles
generalmente constatado, puede colaborar a la estructura y complejidad del
vino sometido a crianza, al mejorar el tiempo y los procesos de envejecimiento
sus propiedades sensoriales.

Finalmente cabe sefialar que las condiciones sanitarias y de maduracién de
la materia prima, seran especialmente determinantes de la posibilidad de aplicar
esta técnica.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 INTRODUCCION

Las vinificaciones fueron realizadas el 8 de marzo del 2006, en la bodega
experimental de Facultad de Agronomia.

Se partié de uvas del cultivar Tannat, provenientes de un vifiedo comercial
ubicado en la region sur de Uruguay, departamento de Canelones, localidad
Cuatro Piedras.

En el cuadro cosechado para el ensayo las plantas estan conducidas en
espaldera alta, con un marco de plantacion de 2.30 m x 1.25 m, habiendo sido
implantadas en el afio 1988. Se encuentran sobre pie SO, y estan manejadas
con poda cordon de royat.

Figura 17. Paisaje del vifiedo.

La fecha de la vendimia fue decidida por el productor, teniendo en cuenta
condiciones de madurez y estado sanitario de la uva.

La cosecha se realizd6 en horas de la manana e inmediatamente fue
transportada a la bodega en recipientes de plastico de 20 Kg.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se llevé a cabo un disefio completamente aleatorio con dos repeticiones
por tratamiento. La unidad experimental fue un tanque de acero inoxidable de
un hectolitro de capacidad (figura No. 18), conteniendo el mosto
correspondiente a la molienda de 70 Kg de uva.
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Figura 18. Tanques de vinificacion.

3.3 ANALISIS DE LAS UVAS

Se separd el volumen de uva requerido para cada vinificacién, tomando
racimos al azar de entre los diferentes cajones ingresados a bodega. Una vez
completados los 70 Kg requeridos para cada vinificacion, y previa molienda, se
extrajeron muestras de uvas, segun el método propuesto por Carbonneau et al.
(1991), sacando fracciones de racimos de 3 a 5 bayas, alternadamente de la
mitad inferior y superior de éstos, hasta totalizar 250 bayas por muestra. Con
estos fueron determinados los indices de Glories y Augustin (1993) con
modificaciones (Gonzalez-Neves, 2005b): potencial total en antocianos (ApH1),
antocianos extraibles (ApH3,2) y riqueza fendlica (A280).

3.4 OBTENCION DE MOSTOS Y ENCUBADO

Los mostos fueron obtenidos con una descobajadora-moledora Alfa 60 R
(Italcom, ltalia) de acero inoxidable y rodillos de goma (figura No. 19). De
inmediato los mostos fueron encubados en los citados recipientes hasta
completar los dias necesarios para el desarrollo de cada tratamiento.

Figura 19. Descobajadora-moledora Alfa 60 R.

A continuaciéon las vinificaciones fueron conducidas de acuerdo a la
tecnologia requerida por cada técnica.
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3.5 OPERACIONES REALIZADAS EN EL TRANSCURSO DE LAS
VINIFICACIONES

3.5.1 Adicién de LSA y SO,

Luego del encubado se agregé al mosto una dosis de 5 gramos de
anhidrido sulfuroso por cada 100 kg de uva y fueron sembrados 20 gramos de
levaduras secas activas por hectolitro (Saccharomyces cerevisiae WE372,
Anchor, Sudéfrica). En el caso de la maceracién pre-fermentativa ambas
operaciones fueron aplazadas hasta que finaliz6 el tratamiento de frio.

3.5.2 Remontajes vy bazuqueos

En el transcurso de las vinificaciones se efectuaron manualmente
operaciones de remontajes con baldes de 15 L de capacidad (figura No. 20).

Mientras que el momento del inicio de los remontajes estuvo condicionado
por la tecnologia requerida en cada ensayo, la frecuencia e intensidad de los
mismos se efectud teniendo en consideracién la etapa del proceso de
vinificacion en que se encontrara cada tratamiento, como se expone a
continuacion:

Figura 20. Mosto/vino a ser remontado.
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Cuadro 7. Frecuencia e intensidad de los remontajes segun etapa de vinificacion y
proporcion aproximada del volumen involucrado en cada procedimiento.

Frecuencia de Intensidad
Etapa de la Vinificacién )
remontajes mafnana | tarde
En ausencia de fermentacion Mafana y tarde
) 55% | 55%
activa
En fermentacion Mafana y tarde 110% | 55 %
Mafana del prensado y tarde Sin remontajes
previa ) i
En los 3 dias siguientes al Manana y tarde
55% 55 %
prensado
Luego en la manana hasta desborrar (3 dias mas) 55 % -

A continuacién de los remontajes, se practicaron bazuqueos (pigeage),
uniformizando asi el contenido del recipiente y desagregando el sombrero de
hollejos formado durante la fermentacion.

3.6 SEGUIMIENTO DE LAS VINIFICACIONES

Dos veces al dia se tomaron medidas de densidad y temperatura sobre el
mosto-vino (figura No. 21). Estas se realizaron sobre una muestra recogida en
una probeta de 250 mL luego de incorporado el primer balde de remontaje. En
los tratamientos que no requerian ésta operacion en las primeras etapas, la
muestra fue tomada luego de devolver el contenido de la primera probeta
extraida.

Figura 21. Toma de densidad y temperatura.
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Una vez obtenidos dos registros de densidad por debajo de 1000, las
mediciones fueron suspendidas al considerarse finalizada la fermentacion
alcohdlica.

Al mismo tiempo, una muestra del recipiente No. 1 de cada tratamiento fue
tomada todas las mafanas a partir del mosto-vino separado para el registro de
densidad y temperatura, siendo llevadas al laboratorio para su estudio,
(antocianos y polifenoles totales). De esta forma los mostos fueron analizados
cada 24 horas desde la molienda hasta el descube, monitoreando asi, la
dinamica de extraccion de estos compuestos.

3.6.1 Prensado y operaciones posteriores al descube

Una vez transcurrido el tiempo de maceracion definido para cada
tratamiento, el vino fue separado de los hollejos.

Figura 22. Escurrimiento del mosto. Vino gota. Figura 23. Prensa.

Se recogio el vino gota mientras que el orujo fue prensado con una prensa
de mano de acero inoxidable (figuras No. 22 y 23). El vino gota y el vino prensa
fueron encubados juntos en los recipientes de acero inoxidable donde
transcurrio la maceracion hasta el primer desborre.

En tanto, se continu6é con los remontajes, con el objetivo de contribuir a
eliminar CO, remanente y eventuales residuos de azucar sin fermentar.

A los cinco dias del prensado se llevé a cabo el primer desborre, al tiempo
que se trasvasa el vino a recipientes de vidrio de 10 L. Cuatro dias mas tarde se

70



realizaron las correcciones de anhidrido sulfuroso, adicionando 1.4 gr de
metabisulfito por cada 10 litros de vino. De esta forma se impidio el desarrollo
de la fermentacion malolactica, ante la posibilidad de que ésta no se produjese
naturalmente en todos los casos, lo que hubiese significado introducir una
causa de variabilidad no explicada por diferencias entre los tratamientos.

Finalmente y transcurridos otros seis dias se practicdé un segundo trasiego
del vino, permaneciendo posteriormente estacionado hasta el momento de ser
analizado.

Cuadro 8. Resumen de operaciones realizadas al vino luego del prensado.

Dias desde Operacion realizada
Prensado
6 Primer desborre. Se trasvasa a recipientes de 10 litros
10 Se corrige SO,
15 Segundo desborre

3.7 TRATAMIENTOS

Los siguientes tratamientos fueron comparados: maceracion extendida,
maceracion prefermentaria en frio, extraccion diferida de antocianos y
maceracion tradicional, esta ultima tomada como tratamiento testigo.

3.7.1 Maceracion tradicional

Una vez que el mosto fue encubado, se agrego el anhidrido sulfuroso,
realizando posteriormente un bazuqueo para distribuirlo uniformemente. Las
levaduras fueron esparcidas en superficie para su hidratacion, siendo
integradas al conjunto del mosto con los remontajes de la mafana siguiente.

Teniendo en cuenta el seguimiento de la cinética de fermentacion, estudios
previos de las caracteristicas de Tannat en las presentes condiciones de
vinificacién (Gonzalez-Neves, 2005b) asi como la de extraccion de antocianos y
polifenoles se decidié realizar la maceracion durante 8 dias, luego de lo cual,
los vinos fueron separados de los orujos.
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3.7.2 Maceracion extendida

Se procedié como en el caso del tratamiento testigo, siendo unicamente
modificado el tiempo de maceracion, el cual se extendio a 15 dias.

3.7.3 Extraccion diferida de antocianos

En este tratamiento, una vez que el mosto fue encubado, sulfitado y
sembrado con levaduras, fue mantenido sin remontajes hasta que en el
mosto/vino se alcanzd una densidad préxima a 1050, la que indica un contenido
en alcohol aproximado de 5 a 6°. Ambas parcelas bajo este tratamiento,
lograron tal condicion, a las 72 horas de maceracion. Finalmente la diferencia
con el testigo estuvo dada por la ausencia de remontajes durante el segundo y
tercer dia de maceraciéon. Durante esos dias, las operaciones realizadas sobre
la EDA estuvieron limitadas a mojar el sombrero dos veces al dia, efectuando
ligeros bazuqueos. Al igual que en el tratamiento testigo, la maceracién
transcurrio durante 8 dias.

3.7.4 Maceracion prefermentativa en frio

Inmediatamente después del encubado, fue agregado hielo seco en forma
de bloque (figura No. 24) y en cantidad suficiente como para bajar la
temperatura a menos de 10 °C. Posteriormente, se efectué un bazuqueo, y se
desplazd el cribgeno hacia el fondo del recipiente. Esta operacion se realizé en
la mafana y en la tarde, (9 hs y 18 hs) durante 5 dias.

Figura 24. Bloque de hielo seco previo agregado al mosto.

En la tarde del quinto dia de maceracion se agregd una cantidad de hielo
inferior a la habitual para permitir que el mosto alcanzara a la mafana siguiente,
una temperatura cercana a la ambiente, de forma de estar en condiciones de
recibir la siembra de levaduras. Finalizando de este modo el tratamiento de frio,
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fue agregado el metabisulfito y se inocularon las levaduras, al tiempo que se
comenzo con el programa de remontajes. A partir de este momento, se condujo
la vinificacidn como en el tratamiento testigo, durante 7 dias mas.

3.7.5 Analisis de los mostos

Los mostos fueron analizados cada 24 horas desde la molienda hasta el
descube (antocianos y polifenoles totales) a partir de las muestras extraidas
todas las mafanas desde el recipiente No. 1 de cada tratamiento, como ya fue
mencionado.

La riqueza polifendlica fue determinada a 280 nm y se expresa en unidades
de absorbancia, mientras que los antocianos fueron cuantificados utilizando el
meétodo de Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1965), y sus concentraciones se
expresan en mg de malvidin-3-glucdsido por litro.

3.7.6 Analisis de los vinos

Los vinos fueron analizados a los 3, 6, y 12 meses de terminadas las
fermentaciones alcohdlicas.

Se determinaron los parametros enologicos clasicos (O.l.V, 1990), la
composicion fendlica (Paronetto, 1977) y el color de los vinos (Glories, 1984),
cuadros No. 9y 10.

Cuadro 9. Variables de rutina.

Variable Método

Extracto Seco Densimetria

Grado alcohdlico Destilacion + Aerometria

Acidez Total Volumetria

Acidez volatil Arrastre de vapor + Volumetria

SO, libre y total Volumetria (método rapido de la O.1.V)
Azucares reductores Hagedorn-Hensen (UNIT, 1985)

pH Potenciometria
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Cuadro 10. Composicion fendlica y color.

Variable Método

Polifenoles Totales Absorbancia 280 nm

Polifenoles Totales (indice Folin-Ciocalteu) indice Singleton y Rossi (1965)
Proantocianidinas Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1966)
Catequinas Swain y Hillis (1959)

Antocianos totales Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1965)
Intensidad Colorante Glories (1984b)

Tonalidad Sudreau (1958)

[C] Levengood y Boulton (2004)

[A] Levengood y Boulton (2004)

[P] Levengood y Boulton (2004)

Para la medicién del pH se utiliz6 un aparato Hanna Instruments 8521,
mientras que las mediciones de absorbancia se realizaron con un
espectrofotometro Shimadzu UV 1240, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de
recorrido optico para medir A280 y celdas de vidrio de 1 cm para los antocianos.

Los polifenoles totales son expresados en mg de acido galico por litro, los
antocianos en mg de malvidina 3-glucdsido por litro, las catequinas en mg de D-
catequina por litro y las proantocianidinas en mg de cloruro de cianidina por
litro.

Todos los analisis efectuados fueron hechos por duplicado para cada
muestra.
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3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis de rutina y las familias polifenélicas se utilizé el programa
SAS. El analisis es el correspondiente a un modelo de parcelas divididas en el
tiempo sobre un diseio completamente al azar, donde las observaciones
pueden estar autocorrelacionadas.

En el caso de la comparaciéon estadistica de las extracciones se ajustaron
dos modelos, uno para la extraccion de polifenoles y otro para la
correspondiente en antocianos. Se utilizd el procedimiento NLIN del SAS, ya
que se ajustd un modelo donde los coeficientes y los puntos de corte se
estiman al mismo tiempo.

Los contrastes de medias se hicieron por Tukey al 5%.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis realizados en los mostos recién encubados mostraron que la
uva asignada a la MPF tuvo un grado de maduracién inferior al resto.
Igualmente diferencias encontradas en etapas en que la MT y ME eran
mantenidas bajo un mismo manejo, muestran que existi6 un problema de
homogeneidad en los mostos encubados.

Por lo tanto, resulta muy dificil separar el efecto del tratamiento, de aquel
derivado de diferencias en el estado de maduracién de la uva. Lo que es claro,
que ambos factores incidieron sobre los resultados obtenidos, por lo que se
deberan relativizar las diferencias encontradas entre tratamientos a este hecho.

4.1 CARACTERIZACION DE LOS MOSTOS ENCUBADOS

El contenido en azucar de los mostos encubados calculado a través de las
densidades medidas sobre los mismos en cada tanque y corregidas segun
temperatura, fueron utilizadas para caracterizar los mostos de cada tratamiento
y determinar diferencias entre ellos.

Cuadro 11. Contenido en azuicar de los mostos de cada tratamiento por tanque de
vinificacion.

Tratamiento MT ME EDA MPF

Tanque 1 2 1 2 1 2 1 2

Azucar g/L | 226 | 223 | 231 | 228 | 231 | 226 | 215 | 218

Se puede ver que todos los tanques tuvieron contenidos similares de
azucares en los mostos con excepcion de los dos asignados a la maceracion
prefermentativa, en los cuales se registréo un contenido apreciablemente menor.
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4.2 CARACTERIZACION FENOLICA DE LAS UVAS A VINIFICAR

Los resultados de los andlisis realizados a cada lote de uvas llegados a
bodega determinaron las siguientes caracteristicas fendlicas del material
evaluado.

Cuadro 12. Caracteristicas fenodlicas de las uvas vinificadas.

Lote 1 Lote 2
ApH1 2594 a 2548 a
ApH3.2 1299 a 1267 b
EA % 49.9 50.3
A 280 67 65

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Si bien las diferencias no son importantes, fueron estadisticas para el
potencial en antocianos extraibles, determinando un mayor registro para el lote
1.

Si son comparados estos resultados con los valores presentados por
Gonzalez-Neves (2005b) para la misma zona de cultivo y tres afios de
evaluacion (2001, 2002 y 2003), se ve que los mismos estan en registros
cercanos a los del 2003, afio que fue superior al 2001 y muy inferior al 2002,
vendimias extremadamente malas y buenas respectivamente, respecto a la
sintesis y acumulacion de polifenoles.
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4.3 CINETICAS DE FERMENTACION Y TEMPERATURA DE LOS MOSTOS
SEGUN TRATAMIENTO

La figura 25 muestra como todos los tratamientos pudieron desarrollar
correctamente el proceso de fermentacion durante la maceracion.
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Figura 25. Cinéticas de fermentacion segun tratamiento.
30.0
250 - K:\
/V /
200
15.0 < ,/
10.0
50
0.0 : : ; ; ; ; ; .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
—MT —BDA ME ——MPF

Figura 26. Temperatura de los mostos en °C segun tratamiento y dia de maceracion.
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En los primeros registros (tomados a continuacion del encubado) se aprecio
como la MPF tuvo densidades inferiores al resto de los tratamientos lo que
revelé una menor concentracién de azucar en los mostos de este tratamiento.

Respecto al efecto del frio en la maceracién prefermentativa, se aprecié
que este fue muy efectivo inhibiendo el comienzo de la fermentacion alcohdlica
(densidad constante durante los dias que durd el agregado de hielo seco.
Figura No. 25, curvas MPF y MPF-M mismo punto de inicio).

Una vez suspendido el agregado de COys), el tratamiento desarrollé una
cinética de fermentacion superior al resto, (como se aprecia en el seguimiento
de la curva MPF-M) y alcanzé las mayores temperaturas de fermentacion
(figura No. 26).

Por lo tanto, mas alla de lo expresado anteriormente, es muy probable que
en la etapa de frio se hayan desarrollado colonias de levaduras indigenas
capaces de reproducirse rapidamente una vez que el mosto alcanzé la
temperatura ambiente.

En todo caso su evolucion en la fase de frio no fue importante como para
apreciar descensos en la densidad del mosto o como para consumir en forma
importante factores de crecimiento.

En este sentido los resultados presentados difieren de lo observado por
Casassa et al. (2006) quienes obtuvieron una cinética de fermentacion
considerablemente mas lenta en la MPF que en el tratamiento testigo. Estos
autores expresaron citando a Cuénat et al. que en general todas las técnicas
que alargan la fase prefermentativa, favorecen el desarrollo de levaduras
indigenas que consumen factores de crecimiento y secretan metabolitos
antagoénicos que dificultan luego el desarrollo de las levaduras secas activas.

Igualmente Feuillat (1997) tras investigar los aspectos microbiolégicos que
tienen lugar durante la etapa de frio sefiala que aun en presencia de 20 a 30
g/hl de anhidrido sulfuroso la MPF favorece el desarrollo de levaduras
indigenas aportadas por la uva.
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4.4 SEGUIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES DE ANTOCIANOS Y
POLIFENOLES TOTALES DURANTE LAS VINIFICACIONES

4.4.1 Analisis de las curvas de extraccion

4.4.1.1 Antocianos
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Figura 27. Evolucién de la extracciéon de antocianos en cada tipo de vinificacion.

La representacion grafica del seguimiento de las extracciones se presenta
en la figura No. 27 para los antocianos y en la figura No. 29 para los polifenoles
totales.

El dia 1 corresponde a la medicion realizada a las 24 horas de ser
encubados los mostos.

Se agregan las graficas 15 y 17 donde MPF-M (modificado) es el perfil de
de los ultimos 8 dias del tratamiento MPF, de forma de mejorar la observacion
de las extracciones durante la etapa de manejo convencional. Se lleva la ultima
medicion con tratamiento de frio al dia 1.
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Las flechas indican segun el color, la primera medida realizada estando el
tratamiento considerado, bajo condiciones de manejo convencional.

Hasta el descube de la MT, ésta y la ME deberian comportarse como un
unico tratamiento al estar sometidos al mismo manejo, por lo que las diferencias
encontradas en esta etapa se deben exclusivamente al error experimental.

En relacion a lo expresado en el apartado 4.2, si se comparan en este caso
los resultados de las curvas de extraccion del presente trabajo, con los
presentados en los estudios precedentes de Gonzalez-Neves (2005b)
trabajando en similares condiciones de vinificacion (volumen encubado, tanques
de vinificacion, duracion de la maceracion, etc), se puede decir que si bien los
anadlisis de las uvas determinaron caracteristicas similares a las de un afio
medio respecto a la sintesis y acumulacién de polifenoles como la del 2003, en
bodega la maceracion tradicional tuvo contenidos de antocianos aun inferiores
a los presentados por el citado autor para el afio 2001.

Respecto a lo presentado en la figura No. 27, puede ser observado que los
tratamientos con manejo diferente al testigo en las etapas iniciales de la
fermentacién y prefermentativas, modificaron claramente la curva de extraccion
de antocianos, a lo largo de todo el tiempo de maceracion.

No obstante, en todos los casos el contenido de antocianos en el mosto
aumentd rapidamente alcanzando un maximo entre el quinto y sexto dia de
maceracion fermentativa con un posterior descenso.

Gonzalez-Neves  (2005b), trabajando en similares condiciones
experimentales a la MT, presenta datos de tres afios (2001-2003) y en todos los
casos los maximos de antocianos se observaron al cuarto dia para Tannat. Esta
diferencia podria estar dada por una lenta cinética de fermentacién y extraccion,
particularmente observada en el afio de los presentes ensayos (figuras No. 25y
27). Al mismo tiempo en este caso se trabajé con un mayor volumen de mosto
(70 kg vs 50 kg).

Como lo expresan Gonzalez-Neves et al. (2003b), Vila et al. (2005), los
tiempos en que se evidencian estos fenomenos estan influenciados entre otros
factores, por las condiciones de vinificacion, la velocidad de fermentacién vy la
variedad con la que se trabaje.

Tal evolucién del contenido de antocianos en el mosto/vino durante la
maceracion concuerda con lo citado igualmente por otros grupos de autores.

Cheynier et al. (1994), Vasserot et al. (1997), Bosso et al. (2004a),
Cheynier et al. (2006), sefialan que las causas del descenso de antocianos
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libres en el curso de la vinificacion, son los fendmenos de oxidacién e hidrdlisis,
la reabsorcion por los orujos, y la adsorcion en las levaduras.

En forma reciente, Cheynier et al. (2006) expresaron que la concentracion
de antocianos comienza a decrecer luego de pocos dias de maceracion,
cuando la tasa de su conversion en otras especies moleculares, excede la de
su extraccion, mas alla que algunos antocianos puedan ser reabsorbidos en las
partes solidas de la uva o las levaduras.

En este sentido, Dallas et al., Gomez-Cordovés et al., citados por
Gonzalez-Neves et al. (2003a), expresan que a su vez, desde la molienda estas
moléculas participan en reacciones de adicion con otros componentes de los
mostos, dando lugar a pigmentos diferentes y a una estabilizacién del color
dada por la condensacion y copolimerizacion de los antocianos con los
flavanos.

Sacchi et al. (2005) expresan que esta caracteristica observada en la
extraccion de antocianos con un pico temprano de su concentracién y
subsiguiente descenso durante la fermentacion es inconsistente con que la
solubilidad sea el factor limitante que explique tal evolucion de estos
compuestos en el mosto, y que en su lugar refleja su inestabilidad una vez
liberados.

Los mismos autores formulan que la limitante para su extraccion es
probablemente una barrera fisica desde que estan localizados en las vacuolas
de las células hipodérmicas y han de atravesar éstas y la célula misma para ser
liberados.

Nagel y Wulf (1979), Gil-Mufioz et al. (1999), Di Stefano y Bosso (2002a),
entre otros, igualmente encontraron que el maximo nivel de extraccién de
antocianos, es observado durante unos pocos dias desde el inicio de la
maceracion, luego de lo cual usualmente no se observa mas extraccion, a pesar
del hecho de que entre el 30 y 40 % de los antocianos permanecen en los
hollejos (Singleton, Van Balen et al., citados por Romero-Cascales et al., 2005).

Lo que queda claro tras observar los resultados presentados y los trabajos
citados, que la forma de la curva en el tiempo es el resultado del equilibrio entre
la extraccion de antocianos y su pérdida o evolucién hacia otras formas. Esto
refleja tanto su capacidad de pasar rapidamente al mosto como la altisima
reactividad que poseen los antocianos.

Hay que resaltar que en vinificaciones modelos, donde los volumenes
encubados son pequefos (decenas de litros), el contacto entre el mosto y los
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hollejos es muy superior al que tiene lugar a nivel industrial (grandes cubas). De
esta forma, se incrementan particularmente los fenémenos de readsorcion en
los hollejos, de los compuestos liberados. Este hecho se acentia en la etapa
postfermentativa de la ME al no haber formacion de sombrero.

Al comparar los tratamientos se aprecia que la maceracion tradicional tuvo
una mayor tasa de extraccion de antocianos, un contenido maximo superior, y
un mayor valor al descube.

A pesar que fue el efecto buscado en los primeros dias, la extraccion
diferida se mantuvo a lo largo de todo el proceso de maceracion por debajo de
los restantes tratamientos conducidos sin control de temperatura, debido a la
ausencia de remontajes en las primeras jornadas de maceracion, que marco la
diferencia de manejo respecto a la MT.

El cuadro No. 13 (donde se resalta en rojo los dias de maceracion
diferencial respecto al testigo) muestra que si bien se logré disminuir
inicialmente la extraccion de antocianos, el efecto de diferirla en el tiempo no
fue apreciado.

Cuadro 13. Diferencias en el contenido de antocianos entre la MT y la EDA por dia de
maceracion.

Dias de maceracioén 1| 2 3 4 5 6 7 8

Antocianos MT —EDA | 8 | 156 | 62 | 111 | 79 | 120 | 160 | 126

Cabe senalar que la bibliografia consultada establece que los mejores
resultados alcanzados con la EDA respecto a la extraccion de polifenoles en
general, se presentan cuanto mas separado permanece el sombrero del mosto
y cuando la maceracion es media o larga, 10 a 15 dias (Di Stefano y Bosso
2002b, Bosso et al. 2002). En los presentes ensayos si bien no se efectuaron
remontajes los primeros dias, si fueron realizados bazuqueos, mientras que la
duracion de la maceracion fue de 8 dias. Al mismo tiempo la formacién de
sombrero no fue tan evidente debido a la lenta cinética de fermentacién que
tuvo lugar en todos los tratamientos (figura No. 25).

Por otra parte, se ve en las curvas de antocianos que la MPF permitid
extender el periodo en el que se incrementa el contenido de antocianos en el
mosto hasta el noveno dia de maceracion (considerando el periodo de frio y el
convencional) si bien la menor tasa de acumulacién de en dicho periodo
significd un valor maximo alcanzado inferior al testigo.
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Cabe destacar, que la técnica definida en este trabajo como tratamiento
testigo, es el resultado de sendos estudios realizados por Gonzalez-Neves en
afos sucesivos y presentados en el 2005, sobre la adaptacion de la vinificacion
del cultivar Tannat, en relacion a sus caracteristicas fendlicas. En el citado
trabajo se demostrd que la variedad Tannat tiene un excepcional potencial total
en antocianos (ApH1) pero al mismo tiempo una extractibilidad muy inferior a la
encontrada en Merlot y Cabernet Sauvignon. En consecuencia fue definida una
conduccion de la vinificacion (duracion de la maceracion, frecuencia e
intensidad de remontajes, etc) que buscod extraer el mayor contenido de
antocianos sin aumentar excesivamente el componente tanico de las semillas.
Los resultados se apreciaron en los vinos terminados ya que fue en Tannat
donde el autor encontro los mayores porcentajes de antocianos de la uva en el
vino. Tales resultados estan de acuerdo a lo expresado por Cagnasso et al.,
citados por Gonzalez-Neves (2005b) respecto a que el manejo de la
maceracion permite reducir los problemas de extractibilidad.

Si se tienen en cuenta las recomendaciones de los autores que
desarrollaron la técnica para aprovechar al maximo el potencial de la EDA y las
citadas caracteristicas de la variedad Tannat, se puede comprender el resultado
apreciado en la curva de extraccion.

Bosso et al. (2004b), trabajando con uva Nebbiolo, encontraron una
evolucion comparable al testigo en la extraccion de antocianos de la EDA.
Segun lo expresado precedentemente, es de esperar que tal comportamiento
sea debido a las caracteristicas extractivas del cultivar Nebbiolo (alta proporcion
de antocianos disustituidos caracterizados por difundir rapidamente al mosto).

Analizando en conjunto lo anterior con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, se podria determinar que la EDA, en la forma que fue
conducida, no seria una técnica de buena adaptacién a variedades como
Tannat, que necesitan de un importante movimiento del mosto desde las
primeras etapas para poder explotar su potencial polifendlico.

Seria interesante evaluar en Tannat la combinacion de esta técnica con el
delestage, de forma de combinar los efectos positivos descritos en la
bibliografia para ambas variantes de vinificacion, y pensando en superar las
aparentes restricciones de la falta de movimiento del mosto en las primeras
jornadas de maceracion sobre la extraccion de polifenoles.

La MPF mantuvo una baja cinética de extraccion durante todo el periodo
que durd el tratamiento de frio. Si se comparan las extracciones una vez
finalizado el mismo, (figura No. 27) se observa una evolucion superior de la
MPF respecto a la EDA, aunque estabilizandose finalmente en valores
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inferiores. Si bien la MPF comenzé la etapa de manejo convencional con un
contenido mayor de antocianos respecto al resto de los tratamientos (400 mg/ L
vs 260 aproximadamente), la evolucion de la extraccion fue mas lenta que en la
MT y la ME. A su vez, el descenso en la tasa de extraccion se dio con mayor
rapidez, como también puede observarse en la cuadro No. 15.
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Figura 28. Perfil de extraccion de antocianos de la MT y de los ultimos 8 dias del tratamiento MPF.

Sacchi et al. (2005) cita que durante una fermentacién tradicional, el
contenido de alcohol, el didoxido de carbono, al anhidrido sulfuroso, junto al calor
de la fermentacion, incrementan la permeabilidad de las células y las
membranas facilitando la extraccion de los antocianos. Por lo tanto es de
esperar que durante la primera fase de la MPF, a pesar del efecto del crigeno
disgregando las estructuras celulares, la falta de accion en conjunto de los
elementos anteriormente considerados explique la menor tasa de difusién de
los antocianos al mosto.

En la curva de maceracién extendida se puede apreciar, que la tendencia
observada en los dos tratamientos cuyos descubes se realizaron al octavo dia,
se mantuvo por dos dias mas. A continuacion hubo una etapa, en que se redujo
la velocidad del descenso de antocianos. Finalmente el contenido permanecio
relativamente estable en los ultimos 3 dias.

En la ultima etapa de la curva de la MPF, tratamiento que tiene un tiempo
mayor de maceracién respecto al testigo (periodo de maceracién en frio
propiamente dicho), igualmente se advirti6 una tendencia hacia un contenido
final estable en el tiempo considerado. Sin embargo, este aparente equilibrio se
obtuvo mas rapido que en el caso de la ME.
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Al descube el orden de los tratamientos segun su contenido de antocianos
fue: MT > EDA > MPF > ME. Y se puede ver en la Cuadro No. 14 que la
magnitud del descenso en antocianos totales ordend los tratamientos a la
inversa. Por lo tanto, las técnicas que tuvieron los menores contenidos finales
de estos compuestos fueron a su vez en los que se verificaron los mayores
descensos de antocianos.

Cuadro 14. Magnitud del descenso en antocianos totales expresado en % del maximo registrado
por tratamiento.

ME MPF EDA MT

323% 174 % 125% 10.0 %

4.4.1.2 Polifenoles totales

60
50
48
4“4
7 \./-—/-\ =, . =@ %
40 ' =41
e 30
9
2
20 /
= A6
14
10
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DIAS
——BD —=—MT ME —+—MPF

Figura 29. Evolucion de la extraccion de polifenoles totales segun tratamiento.

En la figura No. 29 se aprecia como los contenidos fendlicos totales
alcanzaron niveles maximos al cabo de pocos dias, con una posterior
estabilizacion.
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El momento en que se presentaron dichos maximos estan de acuerdo con
los resultados presentados por Gonzalez-Neves (2005b). Sin embargo,
mientras que en los presentes ensayos el contenido final de polifenoles totales
parecio estabilizarse, en los resultados de dos de los afos presentados por el
citado autor (2002 y 2003) el nivel de estos compuestos comienz6 a descender
luego del 4° o 5° dia. Cabe destacar que en estos ultimos, los niveles de PT
fueron muy superiores a los registrados en el afio del presente ensayo (entre 80
y 100 vs 40 y 45 UA aprox). En el afio 2001, donde el autor encontré contenidos
maximos que no llegaron a las 60 UA, la forma de la curva de extraccion fue
similar a la del presente trabajo.

Sacchi et al. (2005) mencionando autores que citan una evolucion hacia la
estabilizacién en el contenido de taninos al extenderse el tiempo de maceracion
(Watson et al. 1995, Gao et al. 1997), concluyen que su solubilidad, parece ser
la limitante para una mayor extraccion de estos compuestos.

En el presente trabajo se aprecié que en la ME continué la extraccion de
polifenoles durante todo el tiempo considerado.

Sin embargo los incrementos en los valores del |.P.T fueron poco
relevantes o no se registraron a partir del 4° dia de maceracion.

Es de suponer que la continuacién en la extraccion de taninos y
catequinas, principalmente desde las semillas, sea la responsable de la
estabilizacidon del nivel de polifenoles totales en el tiempo considerado.

Gonzalez-Neves (2005b) en ensayos de laboratorio estudio por separado la
evolucion de la extraccion de polifenoles totales (A 280 nm) en hollejos y
semillas durante 7 dias. Sus resultados indican, que a medida que se prolonga
la maceracién se obtienen tenores mas fuertes en taninos de semillas ya que su
contenido aumenté en forma continua en el medio hasta finalizar el periodo de
estudio. De las tres variedades evaluadas, Merlot, Cabernet Sauvignon y
Tannat, ésta ultima fue la que mostrd, tanto los mayores registros como una
tendencia firme hacia continuar incrementando el contenido de tales
compuestos al final del periodo de evaluacion.

Por el contrario la evolucién de los extractos de hollejos siguid una
tendencia muy diferente, siendo observada una velocidad inicial de extraccion
de polifenoles muy superior que en las semillas. Luego de esta etapa inicial
(unas 40 horas), la extraccion prosiguié en forma considerablemente mas lenta
determinando escasos aumentos del valor A 280 o bien una tendencia hacia la
estabilizacidon en este indice.
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Resultados similares fueron presentados por Amrani y Glories (1994).

De esta forma, es de esperar que los hollejos sean la principal fuente de
fenoles en los primeros dias de maceracion, explicando la rapida acumulacién
de estos compuestos que se aprecia en la figura No. 29. Aun la EDA con un
mosto que permanecié en relativo reposo durante el periodo de mayor
extraccién de polifenoles, expres6 una importante tasa de acumulacién de éstos
entre el segundo y el tercer dia.

Finalmente la tendencia hacia un contenido estable de polifenoles en los
mostos de los tratamientos comparados, queda de manifiesto en las curvas de
extraccion presentadas, el modelo estadistico ajustado, asi como en la cuadro
No. 15.

En este ultimo puede apreciarse que en los ensayos sin control de
temperatura, hubo un descenso en el contenido de polifenoles en el quinto dia
de maceracion para permanecer relativamente estables en adelante.

Se observa que los contenidos fendlicos totales de los mostos/vinos
obtenidos con MPF tuvieron un maximo y un contenido final inferior al de los
demas vinos. Estos resultados no coinciden con lo encontrado por Couasnon et
al. (1999) quienes hallaron extracciones muy superiores de estos compuestos
en la MPF. Sacchi et al. (2005) expone la posibilidad de que el congelamiento
pueda también romper las estructuras contenedoras de taninos en las semillas,
incrementando su extractibilidad y asi aun mas el de polifenoles totales.

También puede ser apreciado en esta tabla y en la figura No. 30 que al
término del tratamiento de frio, los valores de A 280 son inferiores a los
encontrados en el testigo en el segundo dia de maceracion. Segun lo
expresado por Amrani y Glories (1995), es de esperar que el contenido en
polifenoles en tal caso, estuviese representado por las formas mas facilmente
extraibles (antocianos y taninos libres poco polimerizados).
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Figura 30. Perfil de extraccion de polifenoles totales de la MT y de los ultimos 8 dias del tratamiento
MPF.

Por ultimo se observa en el analisis de las curvas que la EDA siguié mas de
cerca al tratamiento testigo en la extraccion de polifenoles totales que en la de
antocianos. Segun lo conocido respecto a la evolucion de la extraccion de
ambos componentes, podria ser esperado un comportamiento a la inversa dado
el menor movimiento total de mosto en la extraccion diferida. Sin embargo, cabe
recordar que en general los trabajos consultados mostraron como caracteristica
asociada a este tratamiento, una mayor extraccion de taninos (Bosso et al.
2002, Bosso et al. 2004ab) asignando este hecho a la mayor actividad de
enzimas pectoliticas en un sombrero de hollejos que tiene menos contacto con
el mosto en las primeras etapas.

En adicion resulta muy interesante observar que éste indice muestra en los
primeros cinco dias de maceracion el comportamiento deseable de encontrar en
la extraccion diferida, con menores contenidos al testigo inicialmente, y mayores
una vez el mosto en movimiento. Sin embargo dicho tratamiento no fue capaz
de mantener un mayor contenido de polifenoles en el medio al descube.
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Cuadro 15. Contribucién diaria en antocianos y polifenoles totales como % del maximo alcanzado
por cada variable segun tratamiento y dias de maceracion.

Dias.m
inc% en:

Antocianos MT
(%)
Polifenoles MT
(%)
Antocianos ED
(%)
Polifenoles  ED
(%)
Antocianos MPF -
(%) 11 1519 5 6 19126 |8 2 11 310
Polifenoles MPF
(%)
Antocianos ME
(%)
Polifenoles ME
(%)

26 31122 |12 |5 4 |2 |7

38 25126 |10 | -5 5 |1 -5

29 18368 |9 0 |-71]-5

33 20141)6 |-7 1 0 |-2

36 8 |6 |8 |2 15112 |7 |7 |4 |0 |0

30 26 |28 |16 | 5 3|4 |54 |70 |-1]-2 -3 |4

35 27 123 |14 |-16 |6 |1 2 |1 -110 |2 |0 0 |2

En el cuadro anterior se presenta el incremento o descenso porcentual en
antocianos y polifenoles respecto al maximo valor alcanzado por cada variable
en cada tratamiento. Se presentan por dia de maceracion de forma de observar
la importancia que tuvo cada jornada al respecto.

El calculo se realiz6 de la siguiente forma:

Concentraciéon de polifenoles o antocianos en el dia X — concentracion del
dia (X-1) *100 / concentracion del dia que registré el mayor valor.

En rojo se senala el aporte del dia en que el maximo contenido de
compuestos fue alcanzado.

Con fondo coloreado, se sefialan los dias en que el tratamiento
considerado estuvo bajo un manejo diferencial respecto al testigo.

Las celdas con margenes destacados, identifican el dia de mayor aporte
porcentual de los compuestos considerados.

Este cuadro permite resaltar claramente la importancia del primer y
segundo dia de maceraciéon en la extraccion, tanto de los antocianos como de
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los polifenoles totales. A su vez se aprecia con mayor facilidad el efecto de la
extraccion diferida, donde los maximos aportes de antocianos y polifenoles
totales se dieron mas tarde que en el tratamiento testigo.

Luego de alcanzado el maximo (valor sefialado en rojo), los dias sucesivos
de maceracion significaron en el caso de los antocianos en general (desde este
punto de vista) contribuciones negativas, que determinan el descenso
observado en las curvas respectivas.

En la maceracion extendida se aprecia desde otra perspectiva la citada
estabilizacién de los contenidos de polifenoles totales durante el periodo post-
fermentativo.

4.4.2 Representacion estadistica, ajuste de modelos

4.4.2.1 Antocianos

Cuadro 16. Estimacién de los parametros a, b y los intervalos de confianza, para el modelo
lineal-lineal ajustado a las extracciones de antocianos.

Parametro | Estimacién | Err Std LI 95 LS 95
Interceptos al_ED 59.9 66.7 -76.8 196.7
(a) al_MT 177 57.1 59.8 294 .1
Parte lineal 1 31 VE 385 66.7 -98.3 175.3
al MPF | -40.1 42.4 1271 47.0
Coefregr (b) | b1_ED 193.3 24.3 1433 2432 a
Parte lineal 1 [ b1_MT 1715 17.2 136.1 206.8 a
b1_ME 230.7 24.3 180.8 280.7 a
b1l_MPF | 109.9 8.4 92.7 1271 b
Interceptos | a2_ED 1050.8 160.5 721.4 1380.2 a
(@ a2 MT 12721 271.2 715.6 1828.6 a
Parte lineal 2 =5~y E— 10805  [54.4 977.9 1201.2 a
a2 MPF | 12582  |257 730.8 1785.6 a
b2_ED 335 24.3 -835 16.4
Coefregr (b) | b2 MT -45.1 38.5 -124 33.9
Parte lineal 2 "5 \E 274 5.2 -38.0 16.7
b2_MPF | -43.1 24.4 -93.0 6.9

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.
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Cuadro 17. Comparacion estadistica de los dias al punto de corte en la extraccion de antocianos
segun tratamiento.

Valores aprox
IC dias corte
Tratamiento Puntos . de Comparacioén | Valor en punto corte | LI 95 LS 95
corte (Dias)
a_ED 4.4 b 904.4 3.9 6.1
a_MT 5.1 b 1044.2 4.6 6.6
a_ME 4.1 b 978.0 3.7 6.1
a_MPF 8.5 a 893.0 79| 10.0

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Para las curvas de extraccion de antocianos se ajustd un modelo completo
donde cada tratamiento fue lineal-lineal (primero creciente, y luego decreciente)
(cuadro No. 16). En este caso, hubo 2 interceptos y 2 coeficientes de regresion
lineales. Solo se pudo comparar estadisticamente la parte de crecimiento lineal
y el punto de corte (dia en que deja de crecer).

La parte decreciente no se pudo comparar ya que tiene un componente
importante de error estandar dando intervalos de confianza muy amplios (no se
pudo decir donde estan las diferencias).

Los resultados mostraron que la MPF tuvo la menor tasa de extraccion en
la fase de crecimiento, y el punto de corte significativamente mas alto. A pesar
de esto ultimo, debido a la menor extraccion diaria en la fase de crecimiento
lineal, la MPF fue el tratamiento con menor valor de antocianos en el punto de
corte.

La ED no se diferencié respecto al testigo en los dias al punto de corte.
Mientas que el valor en dicho punto fue inferior al de MT pero sin diferencias
significativas.

De lo anterior se extrae que la ED redujo la tasa de extraccién a un punto
en que no fue posible alcanzar los valores maximos obtenidos por el tratamiento
testigo.

El ajuste global del modelo fue con R? de 86.3%
Descripcion estadistica
Linear — Lineal

Modelo:
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Si dia < dia0 AT i= A1+ B1*diai+ E i Regresion lineal creciente
Si dia >= dia0 AT i = A2 + B2*dia 0 + E i Regresion lineal decreciente
Dia 0 es el dia donde se juntan los modelos

4.4.2.2 Polifenoles

Tabla 18. Estimacion de los parametros a, b y p, y los intervalos de confianza, para el modelo lineal-
plato ajustado a las extracciones de polifenoles.

Parametro | Estimacién | Err Std LI95 | LS 95
a_ED -0.5 2.4 -5.3 4.4
Interceptos a_MT 51 24 0.3 9.9
Parte lineal a_ME 5.2 2.4 0.3 10.0
a_MPF 10.3 1.2 7.8 12.8
b ED 13.6 1.1 11.3 15.8 a
Coef regr b_MT 11.3 1.1 9.0 13.5 a
Parte lineal b ME 12.1 1.1 9.8 14.3 a
b _MPF 3.3 0.2 2.8 3.8 b
P_ED 41.8 0.7 404 43.2 ab
Platoo P MT 427 0.7 41.2 44 1 a
P_ME 42.9 04 42.0 43.9 a
P_MPF 39.3 0.8 37.7 40.9 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Cuadro 19. Comparacion estadistica de los dias al punto de corte en la extraccion de polifenoles
segun tratamiento.

Valores aprox.
IC dias corte
Tratamiento | Puntos de corte (Dias) | Comparacion Valor PT —en LI 95
punto corte
a_ED 3.11 b 41.8 2.91
a_MT 3.33 b 42.7 3.06
a_ME 3.14 b 43.0 2.9
a_MPF 8.69 a 39.3 8.07

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Para el caso de la extraccion de polifenoles totales, se ajusté un modelo
linear-plato (linear creciente, y luego constante) (cuadro No. 18). Se estimaron
los parametros (donde “a” es el punto de corte en el eje “Y”, “b” la tasa de

[{gl)

crecimiento y “p” el valor del plato) y el punto de corte (el dia en que deja de
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crecer). La comparacion de parametros se hizo por intervalos de confianza del
95%.

Se pudieron comparar el coeficiente de regresion lineal (fase de
crecimiento) y el plato (la constante).

Ribéreau-Gayon y Stonestreet, citados por Vila (2005), han encontrado que
la extraccion de fenoles totales a lo largo del tiempo, sigue un modelo de curva
logaritmica. En todo caso definen un tiempo donde la extraccidon es mas rapida
y otro muy distinto donde la misma es mucho mas lenta.

Para los modelos ajustados en el presente trabajo, se aprecié que la MPF
presentd las mayores diferencias: la menor tasa lineal y el valor de constante
mas bajo, aunque no se diferencié estadisticamente de EDA, (se consideran
iguales 2 tratamientos para un parametro, cuando ambos intervalos de
confianza se tocan en algun punto).
La comparacién del punto de corte, muestra en este caso un limite inferior del
IC, pero no uno superior. Igualmente, se ve que MPF tiene un punto de corte
mucho mayor.

El ajuste global del modelo fue con R? de 98.12%.

Linear — Platoo

Modelo:

Sidia<diaOPTi=a+b*diai+Ei

Sidia>=diaOPTi=a+b*dia0+Ei 6 PTi=P +E i, Pes una constante

Dia O es el dia donde se juntan los modelos
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4.5 COMPOSICION DE LOS VINOS

4.5.1 Variables de rutina

4.5.1.1 Cinéticas de fermentacion y azucares reductores residuales

Cuadro 20. Azucares reductores residuales segun tratamiento.

Tratamiento Media (g/L)

EDA 2.34 a
ME 2.06 b
MT 2.04 b
MPF 1.97 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Al analizar el resultado de azucares reductores (cuadro No. 20) se puede
apreciar que el tratamiento de EDA fue el unico que permanecié con un
pequeio contenido de azucares fermentables en los vinos, diferenciandose
estadisticamente del resto.

Esto podria deberse a la combinacion del menor aporte de oxigeno en el
mosto en los primeros dias de maceracion y las relativas bajas temperaturas
registradas en los mostos durante el encubado (figura No. 26), ambos factores
considerados por Peynaud (1977) como las principales variables que afectan el
desarrollo de las levaduras y el proceso fermentativo.

Sin embargo, la bibliografia consultada muestra en general que si bien la
EDA modifica la cinética de fermentacion (enlenteciéndola en las primeras
jornadas) (Bosso et al. 2002, 2004ab, Casassa et al. 2006) finalmente logra
grados alcohdlicos y densidades de fin de fermentacion comparables con
tratamientos testigo. De todos modos, se encuentra en algunos casos, que el
contenido final de azucares reductores fue mayor en la EDA (sin diferencias
significativas respecto al testigo, Casassa et al., 2006) o que el grado alcohdlico
finalmente alcanzado fue levemente inferior (Bosso et al., 2004b).
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4.5.1.2 Grado alcohdlico

Todos los tratamientos alcanzaron grados alcohdlicos acordes al
potencial de la variedad Tannat y al contenido en azucar de las uvas de partida.

Cuadro 21. Grado alcohdélico de los vinos segun tratamiento.

Tratamiento | Media
EDA 13.10 |a
ME 13.00 |ab
MT 1287 |b
MPF 1218 |c

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Cuadro 22. Grado alcohdélico de los vinos seguin fecha de analisis.

Analisis Media
3 meses 12.88 a
6 meses 12.85 a

12 meses 12.63 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Se pudo apreciar una clara diferencia particularmente, entre la MPF y el
resto de los tratamientos. Estos resultados estan de acuerdo con los analisis
realizados a los mostos luego del encubado, que determinaron diferencias de
partida en el grado de madurez de las uvas asignadas a la maceracién
prefermentativa.

Si se tiene en cuenta que las densidades de fin de fermentacion de los
vinos fueron comparables y que los contenidos de azucares reductores
remanentes no mostraron diferencias grandes, la composicion inicial de los
mostos estaria explicando los resultados encontrados.

Finalmente se aprecidé un leve descenso del grado alcohdlico en los ultimos
analisis realizados (cuadro No. 22).
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4.5.1.3 Acidez total

Cuadro 23. Acidez total en g HZSO4.L'1segL'm tratamiento.

Tratamiento Media
MT 5.50 a
ME 5.16 b
MPF 5.12 b
EDA 5.03 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Cuadro 24. Acidez total en g H.S0,.L" segun fecha de analisis.

Analisis Media
1 5.30 a
2 5.22 ab
3 5.08 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Se pudo apreciar que los valores de acidez encontrados, estuvieron dentro
de lo registrado previamente en otros estudios con vinos Tannat (Ferrer y
Gonzalez-Neves, 2001) si se tiene en cuenta la variedad, la edad de los vinos y
que no se realizd fermentacion malolactica, si bien en otros casos se han
registrado valores inferiores (Gonzalez-Neves, 2005b presenta resultados de:
3.60, 4.24, y 3.78 g HySO4.L-1 para vinos Tannat en el 2001, 2002 y 2003
respectivamente, pero en tales casos se permiti6 que los vinos tuvieran
fermentacion malolactca).

Se observo el mayor valor en el tratamiento testigo (cuadro No. 23). En la
ME se cree que la mayor extraccion de potasio desde los hollejos aumento la
precipitacion de acido tartarico en forma de bitartrato de potasio. Esta también
se cree fue la causa del menor valor de acidez registrado en la EDA, que puede
estar indicando una mayor degradacion y extracciéon desde los hollejos de
acuerdo a lo citado en la bibliografia para esta técnica.
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Mientras que en la MPF se cree que el tiempo de maceracion en frio
significO una pérdida de sales tartaricas al disminuir la solubilidad con la
temperatura.

En el tiempo, la acidez disminuyé de forma significativa, probablemente
como resultado mayoritario de la comentada precipitacion del acido tartarico.

4.5.1.4 Acidez volatil

Cuadro 25. Acidez volatil segun tratamiento.

Tratamiento | Media
MPF 0.28 a
MT 0.26 a
EDA 0.26 a
ME 0.25 a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Cuadro 26. Acidez volatil segun fecha de analisis.

Analisis Media
3 meses 0.26 ab
6 meses 0.24 b
12 meses 0.28 a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Se registraron valores de acidez volatil muy bajos, inclusive en aquellos
tratamientos con mayores tiempos de encubado y aun cuando se trabajé con
bajas dosis de anhidrido sulfuroso.

Significa que la higiene, los procedimientos de elaboracion y conservacion
fueron aceptables en todos los tratamientos.

Su concentracion se mantuvo estable en el tiempo a pesar de los bajos
niveles de SO, libre constatados en los analisis ,reafirmando la cita anterior.
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4.5.1.5 pH

Los tratamientos con mayor y menor pH (acidez real) fueron coincidentes
con los respectivos para la variable acidez total. En todos los casos los valores
estuvieron dentro de lo esperado para la variedad, la edad del vino y la
ausencia de fermentacion malolactica. Las diferencias entre tratamientos en
cada fecha de analisis (datos no presentados) no fueron de entidad como para

modificar en forma apreciable las variables relacionadas con el color.

Cuadro 27. pH de los vinos segun tratamiento en el promedio de las tres fechas de analisis.

MT

MPF

ME

EDA

3.50a 3.53 ab

3.56 b

3.57b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

4.5.1.6 Anhidrido sulfuroso libre y total

Cuadro 28. Anhidrido sulfuroso libre y total en mg/L de H2SO4 seguin tratamiento.

Tratamiento

SO, total (mg. L)

SO, libre (mg. L™)

MT 50.46 a 278 a
ME 46.64 a 342 a
EDA 58.56 a 495 a
MPF 50.93 a 228 a

En todos los tratamientos los niveles de anhidrido sulfuroso total fueron
muy bajos y reflejaron los niveles agregados de este compuesto en el
transcurso de las vinificaciones.

Los contenidos de SO, libre mostraron que si bien habia presencia de esta
forma en el medio, sus contenidos fueron inferiores a los recomendados para
un vino tinto en la etapa de conservacion (aprox. 20 mg/L?).
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4.5.1.7 Extracto seco

Cuadro 29. Extracto seco segun tratamiento. Promedio de tres fechas de analisis.

Tratamiento Extracto seco
EDA 33.59 a
ME 33.52 ab
MT 32.97 bc
MPF 32.48 c

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Los valores de extracto seco estuvieron dentro de los rangos encontrados
en vinos Tannat en investigaciones previas (Ferrer y Gonzalez-Neves 2002,
Gonzalez-Neves 2005b).

Teniendo en cuenta los constituyentes de esta fraccién (sustancias no
volatiles: azucares, glicerina, acidos fijos, polifenoles, minerales, sustancias
nitrogenadas), podria esperarse un mayor valor en aquellos tratamientos que
permitieron una mayor extraccion.

Casassa et al. (2006) encontraron en sus estudios que aquellos
tratamientos que prolongaron el contacto mosto/vino con las partes solidas, y
especificamente la MPF, fueron los que dieron lugar los mayores valores de
extracto seco.

En el presente trabajo, la EDA y la ME tuvieron contenidos superiores al
testigo para esta variable, lo que considerado junto a lo sefialado en el apartado
4.5.1.3 para los resultados de acidez total, podria estar indicando una mayor
extraccion en estos tratamientos. Sin embargo, la MPF tuvo un valor inferior al
testigo y significativamente menor a la extraccién diferida y maceracion
extendida. Se cree fue el resultado de la precipitacion de compuestos durante la
etapa de frio al disminuir la capacidad del medio de mantener sustancias en
solucién. No es posible separar este efecto del que podria resultar de una
menor extraccion.

Finalmente se puede agregar que los parametros analiticos de rutina
permitieron apreciar que los vinos a ser comparados, mas alld de estar
destinados a la investigacion, presentaron valores analiticos que permitirian su
comercializacion como vinos de calidad (segun decreto vigente 283/993 del
INAVI). Este es un aspecto imprescindible de constatar para que tenga validez
el conjunto de analisis presentados en este trabajo.
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4.5.2 Analisis de las familias polifendlicas v caracteristicas del color

Los valores medios de las principales familias polifenélicas asi como del
color y las principales variables que definen sus caracteristicas, son expresados
en las tablas y graficas que se presentan.

La tabla de orden jerarquico muestra como se ordenan los tratamientos
segun el valor medio de la variable considerada.

Cuadro 30. indices de composicién polifendlica de los vinos. Valores medios de 3 fechas de
analisis.

MT ME EDA MPF
Polifenoles Tot.(mg.L™) 1723 | a [ 1782 [a | 1683 | ab 1582 b
Antocianos Tot. (mg.L™") 468 a 377 |b | 400 |ab 362 b
Catequinas (mg.L") 1109 | b | 1345 |a | 1163 |ab 1170 ab
Proantocianidinas (mg.L") | 2429 | ab | 2534 |a |[2397 | ab 2184 b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Cuadro 31. Tratamientos ordenados segun nivel de la variable considerada.

1° 2° 3° 4°
Antocianos Tot. MT a ME b MPF b
Polifenoles Tot. ME a EDA ab MPF b
Catequinas ME a EDA ab MT b
Proantocianidinas ME a EDA ab MPF b

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

4.5.2.1 Antocianos
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Figura 31. Contenido medio en antocianos totales de las 3 fechas de analisis.

MT fue el tratamiento que tuvo el mayor contenido de antocianos en el
promedio de las tres fechas de analisis (e igualmente en cada analisis),
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diferenciandose significativamente de la ME y MPF. Watson et al. (1997) al
comparar diferentes tiempos de maceracion (4, 8, 14, 20 dias) en Pinot noir,
encontraron igualmente los mayores contenidos de antocianos en la
maceracion de 8 dias, mientras que Kelebek et al. (2005) los registraron al
sexto dia (3 vs 6 vs 10 dias).

El orden jerarquico de los tratamientos segun el promedio de los analisis
realizados a los 3, 6 y 12 meses, es el mismo que en el caso del analisis de las
extracciones previo al descube.

Respecto a la comparacion MT-ME, estos resultados estuvieron de acuerdo
a lo presentado por Gonzalez-Neves et al. (2003b) quienes trabajando en
similares condiciones de vinificacién y al comparar maceraciones de 7 y 15
dias, encontraron contenidos muy superiores de antocianos en las de 7 dias.

Como fue discutido en el seguimiento de las extracciones de antocianos por
tratamiento, cuando el volumen de mosto encubado es pequefo, se
incrementan particularmente aquellos procesos de refijacion de compuestos en
los hollejos, al ser muy superior el contacto que tiene lugar en tales condiciones
entre el mosto y las partes sodlidas de las uvas, en comparacion con un
encubado industrial (miles de litros). Si bien se aplica al analisis de todos los
tratamientos, sera un fendmeno particularmente significativo durante el tiempo
de maceracion postfermentativo de la ME y para los antocianos, ya que es una
etapa sin formacién de sombrero y el maximo de extraccibn de estos
compuestos se da en los primeros dia de maceracion.

Bosso et al. (2004a) encontraron mayores contenidos de antocianos en los
vinos realizados con EDA adjudicando este hecho a la menor oxidacion de
estos compuestos en las primeras etapas de la vinificacién. Sin embargo, la
extractibilidad de estos compuestos tiene un importante componente varietal y
habiéndose comprobado en Tannat la necesidad de aplicar un intenso
movimiento al mosto para explotar su potencial antocianico (Gonzalez-Neves,
2005b), es de esperar que el reducir el numero total de remontajes haya tenido
una mayor influencia en los resultados que el efecto de menor oxidacion
consecuencia de tal manejo.

Si se estudian los resultados por fecha de analisis (datos no presentados),
puede apreciarse como disminuyo la diferencia entre los tratamientos con el
paso del tiempo. Bosso et al., citados por Sacchi et al. (2005) expresaron que
las diferencias en antocianos y taninos entre tratamientos disminuyen
lentamente durante el afiejamiento en botella.
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En el presente trabajo, a los tres meses del descube, la MT se separd
estadisticamente respecto a los tratamientos restantes. A los seis meses, solo
frente a la MPF, para finalmente, en los vinos de un afio, no mostrar diferencias
significativas respecto a ningun tratamiento, si bien continua manteniendo
valores superiores en todos los casos.

Cuadro 32. Valores medios de antocianos en los vinos segun fecha de analisis.

Edad del vino (meses 3 6 12
Antocianos Tot. 52249 |a| 41623 | b | 266.22 | c
Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

El contenido en antocianos totales desciende claramente con el paso del
tiempo, como se observa en los resultados de los vinos a los 3, 6 y 12 meses.
Los tres momentos se diferenciaron estadisticamente con valores de antocianos
que significaron al afio, aproximadamente el 50% de los registrados en el primer
analisis.

Tal comportamiento es encontrado en los estudios que analizan esta
variable en el tiempo y es consecuencia de las caracteristica quimicas de los
antocianos, que definen su alta reactividad (Fulcrand et al., 2006). Por
consiguiente el descenso observado es en parte debido a su asociacion con
otras moléculas (metabolitos de las levaduras, flavanos, etc) originando nuevos
pigmentos y compuestos no coloreados (Cheynier et al., 2006), asi como a la
pérdida por oxidacion e hidrdélisis (Cheynier et al., 1994) y por precipitacién con
sales tartaricas, otros fenoles, etc.

En estudios realizados por Gonzalez-Neves et al. (2003), se observo
claramente ésta tendencia. Estos autores realizaron el seguimiento mensual del
contenido de antocianos en el primer afio de conservacion de diferentes vinos
tintos, mostrando un descenso importante de éstos compuestos a lo largo de
todo el periodo considerado.
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4.5.2.2 Polifenoles totales
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Figura 32. Contenido en polifenoles totales. Media de 3 fechas de anélisis.

La ME tuvo el mayor contenido en polifenoles totales mientras que la MPF
expreso los menores registros y se diferencié estadisticamente tanto de la ME
como de la maceracion tradicional.

La EDA solo fue superior a la MPF y puede apreciase claramente que fue
inferior al testigo si bien la diferencia no fue estadistica.

La MPF y la ED dos tratamientos que se les asocia en la bibliografia con
una mayor degradacion de los hollejos y extraccion, tuvieron sin embargo,
registros de polifenoles totales inferiores al testigo.

Cuadro 33. Valores medios en polifenoles totales segun fecha de analisis.

1 2 3
Polifenoles Tot. 1717 | a| 1693 | a 1668 | a
Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Si bien no se encontraron diferencias significativas se aprecié un descenso
con el tiempo de esta fraccion en los vinos embotellados.
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4.5.2.3 Catequinas y proantocianidinas

1500

o

mg.L-1

700

500

Q
u

300 T

<
3
m
Q
<
m

Figura 33. Contenido de catequinas segun tratamiento. Media de 3 fechas de analisis.
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Figura 34. Contenido en proantocianidinas segun tratamiento. Media de 3 fechas de analisis.

mg.L-1

Para las variables que involucran a los taninos o sus monoémeros las
catequinas, la ME tuvo los mayores contenidos, si bien diferencias significativas
fueron encontradas solo respecto a la MPF para las proantocianidinas y a la MT
en el caso de las catequinas.
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Estos resultados estan de acuerdo a lo citado en la bibliografia respecto al
comportamiento extractivo de estos compuestos en funcion de su localizacion y
dependencia del tiempo de maceracion en medio hidro-alcohdlico.

Amrani y Glories (1995) expresan que los taninos por su unién con las
proteinas de las membranas vacuolares y los polisacaridos de las paredes
celulares son dificilmente extraibles en ausencia de etanol, mostrando que en
presencia del mismo, no solo su extraccidén es superior, sino que se prolonga en
el tiempo y en consecuencia su contenido en el medio permanece estable por
mayor tiempo. La cubierta lipidica de las semillas también necesita de un
tiempo de maceracion en presencia de etanol para ser disuelta y liberar su
contenido. Claramente, el tiempo extra de maceracién de la ME, se realiza una
vez que el maximo contenido de etanol es alcanzado por el vino.

Auw et al. (1996) encontraron que los polifenoles totales, el acido galico, y
los flavanos, todos se incrementaron al extenderse el tiempo de maceracion.

En el mismo sentido Vrhovsek et al. (2002) hallaron en sus estudios un
incremento continuo del contenido de proantocianidinas entre 15 y 19 dias,
mientras que con tiempos mayores de maceracion constataron pérdidas.

Sims y Bates (1994) expresan que con tiempos mayores de contacto de los
hollejos y semillas con el mosto, se obtiene generalmente un contenido fendlico
superior en los vinos, explicado por la solubilizacion de los compuestos de mas
dificil extraccion.

En el presente estudio, si se toman en cuenta unicamente los resultados de
los analisis realizados a los tres meses del descube (datos no presentados), se
aprecia que la maceracion extendida fue un 18 % superior a la MT en el
contenido de catequinas y un 3% en el de proantocianidinas.

Gonzalez-Neves et al. (2003b) en similares condiciones de vinificacion
(variedad, volumen encubado, tipo de cuba, etc) si bien encontré un contenido
de proantocianidinas inferior en una maceraciones de 15 dias frente a un testigo
de 7 dias, hall6 tenores superiores de catequinas (16 %) en la ME.

Vrhovsek et al. (2002) llegaron a la conclusion que las semillas son las
principales fuentes de catequinas, mientras que los hollejos lo son para las
proantocianidinas. Igualmente encontraron que la fraccion de los polifenoles
que incrementd mas su contenido al extenderse el tiempo de maceracion fue el
de las catequinas. Las proantocianidinas de mayor peso molecular, también
mostraron un aumento importante en el citado estudio, superior al observado
por los oligdmeros (polimeros de entre 2 y 4 unidades de catequinas).
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Sun et al., citados por Budic-Leté et al. (2003), igualmente expresaron que
las semillas son importantes fuentes de catequinas y oligobmeros de
proantocianidinas, mientras que las mayores extracciones de proantocianidinas
polimerizadas deben ser esperadas a partir de los hollejos.

Los resultados citados y la apreciaciéon anterior son coherentes con los
resultados de Gonzalez-Neves (2005b). En ensayos de laboratorio, el citado
autor estudié por separado la evoluciéon de la extraccion de polifenoles totales
(A 280 nm) en hollejos y semillas durante 7 dias. En sus resultados al
prolongarse la maceracion, se obtuvieron tenores superiores de fenoles de
semillas (particularmente en Tannat), ya que sus contenidos aumentaron en
forma continua en el medio hasta finalizar el periodo de estudio, mientras que
en los hollejos la extraccion fue rapida al inicio, pero se estabilizé rapidamente o
sus incrementos en el tiempo fueron mucho mas lentos.

Sin embargo, la MPF, tratamiento que si bien en condiciones diferentes al
testigo (bajas temperaturas) tuvo un tiempo de maceraciéon 5 dias superior al
mismo, mostré el menor contenido en proantocianidinas, diferenciandose
estadisticamente de la ME. Y en especial, al analizar los resultados de los
analisis a los vinos de tres meses se observo que a pesar de este tiempo extra
de maceracion, la MPF fue tan solo un 4.5 % superior al testigo en su contenido
de catequinas (figuras No. 35y 36).
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Figura 35. Comparacion del contenido en proantocianidinas a los 3 meses del descube.
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Figura 36. Comparacion del contenido en catequinas a los 3 meses del descube.

Con base en estos resultados, se puede inferir que el medio en el cual se
desarroll6 el tiempo extra de maceracion de la MPF, no favorecio
significativamente la extraccion de compuestos desde las semillas.

Un estudio que apoyaria esta teoria es el presentado por Cheynier et al.
(2006), quienes al comparar una maceracion tradicional con una
postfermentativa y una prefermentativa en frio, encontraron en esta ultima una
mayor concentracion de antocianos, proantocianidinas derivadas de los hollejos
y una menor concentracién en derivados de las semillas, mientras que la
maceracion extendida resulté en un mayor contenido de taninos de semillas y
menor de antocianos.

Los resultados del presente ensayo, estan de acuerdo a lo encontrado por
Parenti et al. (2006), quienes empleando uva Sangiovese, encontraron
igualmente contenidos inferiores al testigo en proantocianidinas cuando
utilizaron hielo seco como criégeno.

Sacchi et al. (2005) exponen la posibilidad de que el congelamiento pueda
también romper las estructuras contenedoras de flavanos en las semillas. Si
bien es muy probable que éste afecte tanto a hollejos como a semillas, los
resultados presentados en este trabajo no permiten sacar conclusiones en tal
sentido.

En las semillas hay una proporcion mucho mas alta de taninos de alta
afinidad por las proteinas, y por ende astringentes (elevado indice de gelatina),
que en los hollejos (Amrani y Glories, 1994). Esto determina que si su
participacion en el componente tanico del vino es elevada, pueda determinar
propiedades sensoriales negativas.
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En todo caso, sera un elemento a seguir con mayor detalle en futuras
investigaciones debido a que podria ser un punto muy interesante a explotar de
ésta técnica, cuando se trabaje con variedades como Tannat que tienen un
componente importante de taninos de semilla (Gonzalez-Neves, 2005b) y su
extraccién pretenda ser limitada.

Respecto a la EDA, ésta tuvo valores inferiores de proantocianidinas que la
MT aunque sin diferencias significativas. Esto podria deberse al menor
movimiento del mosto en las primeras etapas de maceracion, si bien la mayor
degradacion enzimatica de los hollejos adjudicada a esta técnica y desarrollada
en capitulos precedentes, es citada como causa de una mayor extraccion de
proantocianidinas (Di Stefano y Bosso, 2002b).

Catania et al. (2006) han encontrado igualmente contenidos superiores en
estos compuestos en la EDA respecto a maceraciones tradicionales y otras
técnicas como la MPF.

Teniendo esto en cuenta, cabe sefalar que las relativas bajas temperaturas
registradas en los mostos durante las vinificaciones realizadas para la presente
tesis (figura No. 26), condujeron a una fermentacion inicial lenta, con escasa
formacion de sombrero. De tal forma, no se habria aprovechado este aspecto
en todo su potencial.

Otra causa del mayor contenido de flavanos encontrados por algunos
autores puede estar en que el aumento en los procesos de estabilizacion de los
antocianos asociados a la EDA, (segun Bosso et al., 2004a, mejora de la
relacion antociano/taninos; adiciones entre antocianos y catequinas mediadas
por acetaldehido) y generalmente analizados desde su influencia en la calidad
del color, son asociaciones que involucran tanto a los antocianos como a los
flavanos, y en consecuencia, la estabilidad de ambos tipos de moléculas se
verian favorecidas.

En este sentido Singleton y Trousdale, citados por Vrhovsek et al. (2002)
exponen que la polimerizacion de los antocianos con los taninos también es
importante para el mantenimiento de estos ultimos en el vino.

Pese a lo sefalado para las proantocianidinas, cabe sefalar que la EDA
mantuvo en las tres fechas de los analisis considerados, mayores contenidos de
catequinas que el tratamiento testigo, si bien las diferencias no alcanzaron a ser
significativas.

En un sentido mas general, cabe sefialar que de por si la velocidad de
fermentacion puede afectar la composicién fendlica de los vinos tintos ya que
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las extracciones desde los hollejos y las semillas, asi como su solubilizaciéon
son diferentes segun el contenido alcohdlico del medio (Gonzalez-Neves et al.,
2003b).

Al analizar la evolucion de estos compuestos en el tiempo se observo
(cuadro No. 34) que el contenido de catequinas no se modific6 en forma
importante, mientras que el de proantocianidinas aumento significativamente.

Cuadro 34. Valores medios en catequinas y proantocianidinas segun fecha de andlisis.

1 2 3
Catequinas 1280.28 | a | 1100.66 | b | 1209.09 | a
Proantocianidinas | 2305.10 | b | 235222 | b | 2500.82 | a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Los taninos se encuentran bajo un continuo proceso de polimerizacion asi
como de division de sus unidades (Fulcrand et al., 2006).

Segun estos resultados se podria decir que los procesos de polimerizacion
predominaron frente a los de clivaje, aun en un medio que disminuyé su
contenido de polifenoles totales en el tiempo.

4.5.3 Colory variables asociadas

En los siguientes cuadros se muestran los principales parametros
asociados con las caracteristicas y calidad del color. Se presentan segun
tratamiento, segun como éstos se ordenan jerarquicamente por el valor que
presentaron de cada variable y segun la edad del vino analizado.

Cuadro 35. indices clasicos del color de los vinos segtin tratamiento. Medias de 3 fechas de
analisis.

MT ME EDA MPF
IC 14.80 a 12.22 a 12.35a 1213 a
Tonalidad 0.67 a 0.76 a 0.78 a 0.70 a
% amarillo 10.10 a 10.30 a 10.51 a 10.41 a
% rojo 53.88 a 50.85a 50.28 a 52.67 a
% azul 36.02 a 38.85a 39.21 a 36.92 a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

110




Cuadro 36. Tratamientos ordenados segun el valor que presentaron de cada variable.

10 20 30 40
IC MT ME MPF
Tonalidad EDA MPF MT
amarillo EDA ME MT
rojo MT ME EDA
azul EDA MPF MT

4531 IC

Para la Intensidad Colorante se observé que el tratamiento testigo tuvo el
mayor valor, mientras que las técnicas de ME y MPF presentaron los menores
registros.

La menor IC observada en la ME podria deberse al mayor descenso en el
contenido de antocianos observado en los seguimientos de las extracciones de
la ME y constatado en los menores valores observados en los vinos terminados.
Como fue discutido anteriormente, la ME prevé de un tiempo mayor al testigo
para la refijacion de antocianos en los hollejos y para la oxidacion de éstos
compuestos, en ausencia del continuo aporte CO, que se origina durante la
fermentacién y que contribuye a desplazar el oxigeno presente en el medio.

Entre otros autores, Bosso et al. (2004a) expresan que en sus estudios el
valor de IC siguié la evolucion del contenido de antocianos.

Aunque parte del descenso observado de estos compuestos es debido a la
evolucion de los antocianos hacia la formacién de nuevos pigmentos (Cheynier
et al., 2006), los resultados presentados mas adelante no muestran un aumento
del color estable asociado a este tratamiento.

Kelebek et al. (2005) encontraron igualmente que al extender el tiempo de
maceracion de 6 a 10 dias disminuy6 el contenido de antocianos y la IC, con un
leve aumento de la tonalidad.

Vila et al. (2005) trabajando a escala industrial (20.000 litros de mosto) hallé
que al extenderse el tiempo de maceracion de 10 a 20 dias la IC disminuyo,
medida en los vinos respetivos a los cuatro y nueve meses.

Canbas, Glories, citados por Kelebek et al. (2005) exponen resultados en el
mismo sentido.

Otros autores sin embargo han encontrado resultados diferentes. Gomez-
Plaza et al. (2001) comparando maceraciones de 4, 5 y 10 dias hallaron
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mayores contenidos de antocianos, IC y mejores propiedades cromaticas en
general al extenderse el tiempo de maceracion (trabajando con 120 litros de
mosto).

En el presente trabajo la EDA tuvo un valor de IC claramente inferior al
testigo. Por el contrario Bosso et al. (2004a) encontraron mejoras apreciables
del color asociado a la extraccién diferida, segun los autores debido a un mayor
contenido de antocianos totales al descube. Sin embargo en dicho trabajo la
evolucion de esta variable en el tiempo no mostré diferencias respecto al
testigo. Inclusive el mayor contenido de taninos que registré la EDA en los
ensayos de estos autores no influyé segun exponen, en la estabilidad del color
en el tiempo.

En el mismo sentido ensayos de Catania et al. (2006) encontraron buenos
resultados tras aplicar esta técnica en la IC.

Gonzalez-Neves et al. (2005b) expresan que la promocion de las
condensaciones entre antocianos y flavanos va a permitir que la estabilidad del
color se dé antes, haciendo que la IC permanezca en valores mas elevados y
se mantenga durante mas tiempo en esos valores. Si bien la EDA esta citada
como una técnica que busca lograr lo expresado anteriormente desde etapas
tempranas en la vinificacion (Di-Stefano y Bosso, 2002b), no mostré en el
presente trabajo mayores niveles de intensidad colorante ni como se vera mas
adelante, mejores resultados en cuanto al nivel de color polimérico.

Los tratamientos mostraron el mismo orden jerarquico al ordenados segun
sus niveles de Antocianos o valores de IC. Aunque resulta claro que son
parametros correlacionados (Bosso et al. 2004a, Gonzalez-Neves 2005b, Vila et
al. 2005) la IC es influida por numerosos factores (principalmente pH y
contenido de S0, Glories 1984a, 1984b, Harbertson y Spayd 2006; fendmenos
de copigmentacién Boulton 2001; nuevos pigmentos derivados Cheynier 2006)
que pueden llevar a que menores contenidos de antocianos expresen valores
superiores de IC y viceversa.

A igualdad de pH y SO, variaciones en el estado de asociacidén en que se
encuentren los antocianos, pueden modificar ampliamente la IC (Boulton, 2001).
En todo caso, las variables utilizadas en el presente trabajo para describir tales
fendbmenos (como se vera en el apartado 4.5.4) también expresaron los
mayores contenidos absolutos en el tratamiento testigo.

112



Cuadro 37. Valores medios de IC segun fecha de analisis.

3 meses 6 meses 12 meses

IC 1240 | b 1415 | a 1207 | b
Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.
Cuadro 38. Evolucion de la IC en el tiempo segun tratamiento.
IC

Analisis 3 meses 6 meses 12 meses
MT 14.70 16.12 13.59
EDA 11.80 13.68 11.56
MPF 11.70 13.31 11.39
ME 11.40 13.50 11.75

Cuando se analizé el comportamiento de la IC en el tiempo se observo que
a los 6 meses se obtuvo el mayor valor, diferenciandose estadisticamente del
resto (lo que se da en todos los tratamientos como se observa en el cuadro No.
38). Tal comportamiento ha sido reportado en trabajos previos de diferentes
autores. Gonzalez-Neves et al. (2003b) muestra que la IC bajé rapidamente en
los primeros meses coincidiendo con un importante descenso de antocianos
libres. Luego su valor fluctué pero sin descensos apreciables (mientras que
continuaba el descenso en el contenido de antocianos), al menos hasta el mes
11 cuando finaliz6 el estudio. E igualmente se aprecia en el citado trabajo que la
IC a los 6 meses, fue superior casi en 2 unidades respecto a la registrada a los
tres meses.

Cabe senalar que en los primeros meses luego del descube se producen
un conjunto muy amplio de cambios en el medio que seguramente dificultan la
identificacion de los fendmenos responsables de tales observaciones (contenido
de CO,, aumento del pH, precipitacion de sales tartaricas, etc).

Igualmente sera interesante seguir analizando en el futuro, si este hecho
se corresponde con algun fenémeno temporal de asociacién de los antocianos,
desde que, por ejemplo, la copigmentacion ha sido sefalada como un estado
transitorio (Vila et al. 2005, Brouillard y Dangles, citados por Catania 2006) en la
evolucion de dichos pigmentos, de importante participacion en el color de los
vinos jovenes, y que incrementa sensiblemente la intensidad colorante
generada por los antocianos originales y es también superior, a la de sus
derivados mas polimerizados (Boulton, 2001).

El menor valor se presentd en la ultima medicidn, al afio de realizados los

ensayos, aunque con registros levemente inferiores (no significativos) a los del
primer muestreo.
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En el cuadro No. 38 se presenta la evolucién de la IC por tratamiento en el
tiempo desde que las alternativas comparadas han sido asociadas como fue
mencionado con procesos de estabilizacion del color.

Si bien no se observaron cambios relevantes, la ME fue el unico tratamiento
que a los 12 meses presentd un valor superior de IC respecto a los primeros
analisis. Al mismo tiempo paso de ser la técnica con menor valor de la variable
inicialmente, a estar solo por debajo del testigo en las ultimas determinaciones.
Este resultado podria estar reflejando una mayor estabilidad del color asociado
a la mayor relacion flavanos/antocianos que posee dicho tratamiento.

4.5.3.2 Tonalidad

Cuadro 39. Evolucion de la tonalidad en el tiempo segun tratamiento.

TONALIDAD
Analisis 3 meses 6 meses 12 meses
MT 0.64 0.66 0.71
EDA 0.82 0.74 0.79
MPF 0.68 0.70 0.72
ME 0.74 0.76 0.80

Si bien no hubo diferencias estadisticas, los tratamientos podrian dividirse
en dos subgrupos respecto a esta variable, donde la MPF y MT obtuvieron los
menores registros (MT el inferior, consecuencia de haber presentado los
mayores porcentajes de color rojo asi como los menores de amarillo) y la ME y
EDA los superiores. Esta tendencia también fue observada al analizar
individualmente cada fecha de muestreo e igualmente hallada al estudiar el %
de rojo y azul de los vinos (aunque sin diferencias significativas), donde la MT y
la MPF aparecieron con los mayores y menores valores respectivamente.

La EDA si bien fue el tratamiento sometido a menor movimiento del mosto
durante el encubado, alcanzé los mayores registros en promedio. No obstante
al analizar los resultados de cada muestreo, se observo que si bien la ME
mostré los mayores valores en el segundo y tercer analisis (6 y 12 meses
respectivamente), a los tres meses de finalizada la vinificacion la ME presenté
una tonalidad 17% mayor con respecto al tratamiento testigo, mientas que la
EDA lo fue en un 30%. Esto puede ser relacionado con vinos que han sufrido
una mayor evolucion (Glories, 1984b).
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Hubiese sido esperable encontrar los menores valores en la extracciéon
diferida de antocianos, desde que entre sus principales objetivos esta proteger
al mosto de fendmenos oxidativos (Di Stefano y Bosso, 2002b).

Los valores de la Tonalidad segun su forma de calculo (abs. 420/520 nm),
tendran relacién con los porcentajes de rojo y amarillo del vino.

Cuadro 40. Tonalidad e importancia relativa del color rojo, amarillo y azul de los vinos segun fecha
de analisis.

Andlisis Tres meses Seis meses Doce meses

Tonalidad 0.72 a 0.71 a 0.76 a
% amarillo 10.09 b 9.91 b 10.99 a
% rojo 52.35 ab 52.73 a 50.68 b
% azul 37.56 a 37.36 a 38.33 a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Tanto para el % rojo como para el % amarillo existieron diferencias
significativas cuando se estudi6 el efecto del tiempo sobre dichas variables.

Es asi que el mayor % de rojo se registrd en el promedio de los
tratamientos en el segundo muestreo (cuadro No. 40). Sin embargo al observar
la evolucién por técnica de vinificacion (datos no presentados), se constaté que
la EDA fue el unico que mostré6 esta tendencia mientras los restantes
tratamientos siguieron un comportamiento de acuerdo a lo esperado,
disminuyendo la participacion porcentual del color rojo con el tiempo.

Mientras tanto el mayor porcentaje de amarillo se registré en los ultimos
analisis, indicando que a pesar de tratarse de vinos jévenes existieron signos de
evolucién en los mismos.

Los cambios hacia mayores valores de tonalidad son utilizados para
monitorear la evolucién del vino, (Glories 1984b, Harbertson et al. 2005) al
aumentar el componente amarillo y reducirse el rojo a medida que éste
envejece. Tal cambio es consecuencia de las reacciones de los antocianos al
generar nuevos pigmentos (Somers, citado por Cheynier et al., 2006) que tienen
diferentes caracteristicas espectrales que los antocianos libres (Somers, citado
por Harbertson y Spayd, 2006).
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Kennedy et al. (2006) expresan que la absorbancia a 620 nm es apreciable
en un vino joven y como resultado el color aparece rojo-azul. Con el tiempo, la
absorbancia a 420 nm se incrementa mientras decrece a 520 y 620 nm, y de
este modo el vino se torna rojo-naranja.

Atanasova et al. (2002a) asocian el cambio de color del rojo-azulado de los
vinos jovenes al rojo-marron de los vinos madurados a las reacciones de los
antocianos con otros compuestos, particularmente flavanos. Dado que en la
bibliografia (Di Stefano y Bosso, 2002b) se menciona que la EDA seria un
tratamiento que favoreceria este tipo de asociaciones, resulta muy interesante
apreciar, que esta variable seria la uUnica que estaria indicando que la
extraccion diferida podria haber favorecido asociaciones de este tipo en el
presente trabajo. Mas alla que los derivados del tipo antociano-aldehido-flavano
son asociados con colores purpuras, A 528 a 540 nm (Timberlake et al. 1976,
Atanasova et al. 2002a) son asociaciones inestables que pueden conducir
finalmente a otros tipos de pigmentos mas complejos (Fulcrand et al., 2006).

Es ampliamente sefialado que la tonalidad producida por los antocianos es
dependiente del pH y que los vinos afejados generalmente tienen un pH mayor
al del vino joven. En el presente trabajo, si bien el pH fue levemente superior en
la EDA a los tres meses, en los siguientes analisis no mostré diferencias
estadisticas frente al tratamiento testigo.

Casassa et al. (2006), relacionaron bajos valores de tonalidad con alto
contenido de antocianos que a su vez expresarian altos valores de IC. Los
mismos autores consideraron la posibilidad, de que parte de la explicacion de
altos % de amarillo en un vino, esté en el menor contenido en taninos (ya que
en sus ensayos los tratamientos de bajo contenido en taninos fueron los de
mayores % en amarillo y tonalidades), que habrian limitado las reacciones de
asociacion y estabilizacién de los antocianos que disminuirian la oxidacion de
estos e igualmente la tonalidad.

Tal observacion no estd de acuerdo con las citas presentadas
anteriormente. Al mismo tiempo, en el presente estudio, el tratamiento MPF si
bien tuvo el menor contenido en antocianos y la menor IC, se ubicd en el rango
superior respecto al % de rojo e inferior respecto a la tonalidad, a su vez fue
quien tuvo los menores valores de proantocianidinas, indicando que hay otros
factores que intervienen en el sistema.

Es interesante resaltar que la MPF a pesar del tiempo extra de maceracion,
(si bien éste se desarroll6 a bajas temperaturas y no en las condiciones del
testigo), tuvo valores de tonalidad cercanos a la MT coincidiendo con lo
expresado por Casassa et al. (2008) acerca que la maceracion prefermentaria
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llevada a cabo con COgys) genera en la etapa prefermentaria un ambiente
moderadamente extractivo y a la vez, protectivo. En el mismo trabajo este autor
hall6 mayores valores de tonalidad respecto al testigo cuando la MPF se llevo a
cabo en camaras de frio, si bien Casassa et al. (2006) encontraron menor
tonalidad aun en tales condiciones. Otros trabajos como el de Feuillat (1997)
sefalan mayores tonalidades que el testigo en la maceracién prefermentativa
cuando no se recurre al uso de un criégeno.

4.5.4 Estudio de los componentes del color

La medicién de los componentes del color requiere su desarrollo para
comprender las entidades consideradas dentro de cada fraccion.

Las variables [C], [A], [P] corresponden a: color debido a copigmentacion,
color debido a antocianos y color de pigmentos poliméricos (fraccion resistente
al blanqueamieto por bisulfio), los que fueron calculados utilizando la técnica de
Levengood y Boulton (2004).

En este método cada muestra es ajustada a pH 3.6 para eliminar las
diferencias en el color debidas al pH. La copigmentacion fue medida tras
comparar muestras de vino diluidas y sin dilucion. Una dilucion de 20 a 100
veces reduce la concentracion de antocianos para la mayoria de los vinos por
debajo de la minima concentracion necesaria para que se produzca
copigmentacién y también libera antocianos que estaban previamente
decolorados debido a su union con bisulfito. Se agrega una pequefia cantidad
de acetaldehido a la muestra sin dilucién. Este reacciona rapidamente con el
bisulfito y libera el bisulfito unido a los antocianos, asi compensando por el
segundo efecto de dilucion.

Los antocianos fueron calculados al comparar la muestra diluida con una
muestra sin diluir adicionada de bisulfito. Esta ultima se tomé como medida del
color polimérico. Todas las medidas son reportadas en unidades de
absorbancia.

Cuadro 41. indices de color copigmentado, polimérico y antocianos libres segtn tratamiento.

MT ME EDA MPF
[A] 466 | a 375 |a |38 |a 401 |a
[C] 217 | a [132 | b [153 |ab[131 | b
[P] 204 | a |18 |a 192 | a [190 |a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.
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Cuadro 42. Tratamientos ordenados segun el valor que presentaron de cada variable.

10 20 30 40
[A] MT a | MPF a | EDA a | ME a
[C] MT a | EDA ab | ME b | MPF b
[P] MT | a | EDA a | MPF | a | ME a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.
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Figura 37. Valor promedio de componentes del color segun tratamiento.

Respecto al color del componente A, si bien no se constataron diferencias
significativas, la MT mostré el mayor valor en el promedio y en los resultados de
los tres analisis en forma independiente, mientras que en la ME se registro el
menor valor.

Igualmente se aprecié que es el principal componente explicando el color
de los vinos analizados.

Estos resultados son coincidentes con lo expresado por Versari et al.
(2007) respecto a que las formas monoméricas son las responsables de la
mayor parte del color rojo de los vinos jévenes.

Para la variable C, la MT y la EDA expresaron los mayores valores
diferenciandose significativamente el tratamiento testigo de la ME y MPF.

Referente a la MPF, Boulton (2001) hace mencion a que si bien durante la

fase prefermentaria se obtiene un alto contenido de copigmentos, en parte se
pierden mas tarde con el etanol generado en la fermentacion.
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En el presente estudio, no se realizaron mediciones de éstos parametros
durante la maceracién, pero se encontré que la MPF tuvo el menor valor de C
en el promedio y en las dos primeras fechas de andlisis, tanto en contenido
absoluto como relativo al total del color (cuadros No. 41 y 45).

Cabe investigar si el tiempo asignado a la fase prefermentativa, seria
suficiente para permitir la evolucion de los copigmentos formados hacia otros de
mayor estabilidad, que no fuesen perturbados en igual magnitud durante la fase
fermentaria. Este no seria el caso en el presente trabajo ya que la MPF tuvo el
menor valor de P en el primer analisis, a los tres meses del descube.

Versari et al. (2007) sefialaron que el nivel de copigmentacién, pudo ser
casi completamente descrito por los niveles en pigmentos monoméricos, (con
un R? = 0.9464) y no por el contenido de taninos como ha sido generalmente
sugerido (R? = 0.4827). Esto podria explicar los bajos valores de C asociados
en el presente trabajo a la ME.

Respecto al componente P, la MT fue una vez mas, el tratamiento con los
mayores registros en el promedio y en los tres momentos de analisis, si bien las
diferencias no fueron estadisticas.

La ME expresé los menores valores para esta variable a pesar de haber
tenido los mayores contenidos de flavanos.

Una mayor extraccion de flavanos aumenta la relacion flavanos/antocianos,
lo que ha sido citado como un factor que incrementa los fendmenos de
asociacion entre ellos (Boulton 2001, Di Stefano y Bosso 2002b, Fulcrand et al.
2006).

Estudiando el componente de color polimérico, Gomez-Plaza et al. (2001)
encontraron un contenido mayor luego de un ano en botella en los vinos que
provenian de maceraciones extendidas.

Gbémez-Plaza (2002) concluye que los contenidos de pigmentos poliméricos
aumentan con el tiempo de maceracion asociado a una mayor extraccion de
flavanos.

Sacchi et al. (2005) expresan que el incremento en el contenido de taninos
asociado a una maceracion extendida, deberia también conducir a una mayor
formacion de pigmentos poliméricos.

Vila et al. (2005) analizaron la variable P en vinos de nueve meses
realizados con 5, 10 y 20 dias de maceracion. En las dos variedades estudiadas
(Cabernet Sauvignon y Malbec) los autores no encontraron una asociacion
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clara entre la variable y el tiempo de maceracion. En ambas cepas los vinos
macerados 10 y 20 dias tuvieron un contenido mayor de P que aquellos de 5
dias. Sin embargo los vinos de 20 dias de maceracion mostraron valores
inferiores a los de 10.

La limitante para que la ME lograse expresar un mayor contenido de color
estable al blanqueamiento por bisulfito en el presente trabajo, podria estar en la
menor cantidad de antocianos totales de este tratamiento respecto al testigo
que fue observada en las extracciones y en los analisis realizados a los vinos.

Este ultimo elemento ha de ser tenido en cuenta al observar los valores
absolutos de los tres componentes antocianicos en todos los tratamientos
comparados.

No obstante, se vera mas adelante que la ME fue el método de vinificacion
que mostrd el mayor porcentaje de su color explicado por P, factor que podria
estar explicando la mejor evolucién de su IC en el tiempo.

La magnitud del color rojo en los vinos es debida a diferentes factores
incluyendo el tipo y concentracion de antocianos, el pH, y el grado de
polimerizacién y copigmentacion (Versari et al., 2007).

Las tres alternativas a la maceracion tradicional evaluadas, han sido citadas
como capaces de mejorar la estabilidad de los antocianos a través de
asociaciones de diferente indole.

En la EDA, debido a retardar la extraccion de antocianos a un momento en
que el medio tiene una mayor relacion taninos/antocianos en presencia de
acetaldehido. Estas condiciones son favorable para un rapido comienzo de las
reacciones de condensacion entre estos compuestos, con formacion de
pigmentos mas colorantes (Bosso et al., 2004b). La formaciéon de derivados,
mediados por puente de etilo han sido citados como ser de rapida formacién
(Cano-Lépez et al.,, 2006) y capaces de originar en sucesivas reacciones
pigmentos mas estables y resistentes a cambios en el medio (Cheynier et al.
2006, Fulcrand et al. 2006).

En la MPF, tal estabilidad se asociaria con una mejora en la relacion entre
antocianos y taninos en las etapas iniciales de la vinificacion de variedades de
alto potencial en antocianos pero de dificil extractibilidad (Gonzalez-Neves et
al.,, 2007) y a un aumento de la copigmentacién durante la fase acuosa
(Boulton, 2001). El primer elemento ha sido sefialado por Fulcrand et al. (2006)
como capaz de incrementar significativamente la formacion de polimeros de
antocianos, los que son mas estables que sus precursores. Mientras que la
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copigmentacién se ve favorecida en ausencia de etanol, debido al
debilitamiento que éste produce en las interacciones hidrofébicas de las cuales
depende su formacion (Dangles y Brouillard 1992, Mirabel et al. 1999, Boulton
2001).

Finalmente para la ME el aumento en la estabilidad de los pigmentos es
asociada con la mayor extraccion de falvanos desde los hollejos y las semillas
que incrementan los fendbmenos de asociacion entre estos compuestos a través
del aumento de la relacion flavanos/antocianos citada por Fulcrand et al. (2006)
como un elemento que puede favorecer la reaccién directa entre antocianos y
flavanos compitiendo con la continua asociacion y clivaje que sufren los taninos
entre si.

Sin embargo, al mirar los resultados obtenidos, ninguna de las alternativas
comparadas con el tratamiento testigo, mostré un comportamiento superior a
este, o al menos tal comportamiento no se pudo registrar mediante el uso de las
variables utilizadas.

4.5.4.1 Analisis en funcion del tiempo

Cuadro 43. Valores medios de los componentes del color y de los antocianos de los vinos segun
fecha de analisis.

3 meses 6 meses 12 meses
Antocianos Tot. 523 a 416 b 266 c
A 4.03 a 4.44 ab 3.74 b
C 2.39 a 1.68 b 0.68 c
P 1.80 c 1.90 b 2.1 a

Letras diferentes indican diferencias significativas. Tuckey 5%.

Al analizar el comportamiento de A, C y P en el tiempo, se observo que las
tres variables sufrieron modificaciones importantes en el transcurso de los
meses de evaluacion.

La variable A, presenté diferencias estadisticas con el menor registro en los
analisis realizados a los 12 meses de la vinificacion. Al mismo tiempo resulta
interesante senalar que su evolucion (con un maximo en el segundo analisis)
fue comparable al de la variable IC momento en que también se registro la
menor tonalidad.

En referencia al componente C se aprecié un descenso importante durante
la guarda, al tiempo que se observé una marcada acumulacién de P (figura No.
38).

La misma evolucién fue observada por Casassa et al. (2006) al comparar
vinos de 6 y 10 meses, mientras que Boulton (2001), Gutierrez et al., citados
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por Casassa et al. (2006) observaron que la copigmentacién disminuyé
rapidamente en los primeros meses de afiejamiento, asociando este hecho a la
transformacion de los antocianos en formas poliméricas.

m3

H6
12

A C P

Figura 38. Evoluciéon de los componentes del color A, C y P en funcién del tiempo.

Somers (1970), en su trabajo “la naturaleza polimérica de los pigmentos
del vino” expresé que durante la conservacion y la guarda de los vinos tintos,
los antocianos de la uva, inicialmente responsables del color, son desplazados
progresiva e irreversiblemente por pigmentos poliméricos mas estables, lo
cuales ascienden a mas del 50 % de la densidad de color dentro del primer afio.
Asi mismo exponen que estos nuevos pigmentos son mucho menos sensibles a
los cambios de pH que los antocianos y son bastante resistentes a la
decoloracion por sulfito.

En el mismo sentido Sims y Bates (1994) encontraron mayores valores de
color polimérico en el transcurso del tiempo (medido segun Somers y Evans,
1977).

Ribéreau-Gayon et al., citados por Sacchi (2005) sefalan que hacia el fin
del primer ano, de 50 a 70 % de los pigmentos habran reaccionado para dar
formas poliméricas.

Vila et al. (2005) hallaron para Cabernet Sauvignon y Merlot, un descenso
en el contenido de antocianos copigmentados acompafado de un aumento
proporcional en los contenidos de antocianos polimerizados ya durante la
maceracion. Estos autores mencionan la hipétesis que ambos fendmenos

122



puedan estar relacionados sin conseguir llegar a conclusiones debido al
aumento del contenido de alcohol que tiene lugar en el mismo periodo.

Sin embargo, Boulton (2001) cita que dentro de los tenores de alcohol
comunmente encontrados en los vino, la pérdida de copigmentacion debido a
su presencia en el medio pareceria ser de limitada importancia.

Vila et al. (2005) muestran que los vinos de nueve meses presentaban
contenidos importantes de color polimérico mientras que nulos 0 muy bajos
valores de color copigmentado.

En el presente estudio, la misma tendencia fue observada al analizar el
efecto del tiempo sobre estas variables en los vinos terminados. Sin embargo
como se aprecia en la figura No. 43, aun existian contenidos apreciables de C
al ano de finalizadas las vinificaciones. Cabe sefnalar que durante el periodo de
estudio las variaciones de grado alcohdlico fueron de escasa entidad.

Las ultimas citas, apoyan la hipotesis que la copigmentacion de los
antocianos es un paso previo en su evolucidon hacia formas poliméricas.
Brouillard y Dangles, citados por Casassa et al. (2006), postulan que la
copigmentacién solo es importante en el caso de los vinos jévenes, pero
representan el primer paso en la evolucion de un vino hacia materia colorante
estable. En tal sentido también se expresan Schwarz et al. (2005) apoyandose
en sus resultados obtenidos. Igualmente dejan en claro que parte del descenso
observado en la copigmentacién es debido a la precipitacién de la materia
colorante.

4.5.4.2 Analisis del porcentaje del color debido a A, C y P segun tratamiento y
edad del vino

Se considera un aporte importante al estudio, analizar como estos tres
componentes del color explicaron el color en cada tratamiento.

Cuadro 44. Participacion porcentual de cada componentes del color segun tratamiento.

MT ME EDA MPF
[A] 52.5% 54 % 52.8 % 55.5 %
[C] 24.5 % 19 % 20.9 % 181 %
[P] 23.0 % 27.0 % 26.3 % 26.3 %

123



Cuadro 45. Participacion porcentual de cada componentes del color segun tratamiento y edad del
vino.

Edad 3 meses 6 meses 12 meses
del vino

MT EDA | ME MPF | MT EDA | ME MPF MT EDA | ME | MPF
A | 478 49.5 49.1 50.2 | 532 | 545 | 54.9 59.3 58.2 | 54.8 | 58.9 | 56.9
C | 326 27.8 279 | 270 |253 | 208 19.8 171 12.7 124 | 6.7 | 9.0

P | 19.6 22.7 229 | 228 | 215 | 247 | 253 23.7 29.1 328 | 34.3 | 34.0

Cuadro 46. Evolucion en el porcentaje de participacion porcentual de los componentes del color
con el tiempo.

Periodo 3-6 meses 6-12 meses
considerado

MT |ED |ME [MPF |MT [ED [ME | MPF
A 11 10 |12 18 9 1 7 -4
C -22 |-25 |-29 |-37 -50 |-40 |-66 |-47
P 10 9 10 4 35 33 |36 43

En el resumen de las tres fechas de analisis (cuadro No. 44), A significé el
componente principal del color en todos los tratamientos.

Excepto para la MT, P fue el segundo componente en importancia
explicando el color de éstos vinos, mientras que C tuvo el menor peso relativo.

Sin embargo, en el cuadro No. 45 puede ser apreciado que el aporte
relativo de cada fraccion al color del vino fue variable y estuvo en funcién de la
edad de los mismos y del tratamiento considerado. Como es formulado por
Boulton et al., citados por Versari et al. (2007), el color mostrado por un vino
tinto continia cambiando durante su vida y puede ser afectado por un numero
de practicas de vinificacion y condiciones ambientales.

A los tres meses, el componente C fue superior a P para todos los
tratamientos. Esta tendencia cambié a los seis meses y se manifesté con
claridad en los ultimos analisis considerados.

En el cuadro No. 46 se ve la tendencia seguida por las variables, la cual
explico los resultados descritos.

A partir del cuadro No. 45 se puede resumir que en promedio para Tannat,
al afno del descube, el componente A del color explicd cerca del 60% del color.
Al mismo tiempo se confirma la evolucion de la fraccién P en el tiempo (mas del
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30% al afo) y la importancia del componente copigmentado en los primeros
meses (en torno al 30% a los 3 meses).

Versari et al. (2007) analizaron 18 vinos de 11 meses y 2 vinos de 23
meses. Encontraron que el color total de los vinos fue un agregado de la suma
de tres componentes: copigmentaciéon (que vario entre 8-30%), antocianos
libres (24-35%) y pigmentos poliméricos (35-63%).

Si bien se observaron diferencias en la participacion relativa en el color de
cada componente respecto al presente trabajo (particularmente para A), los
mismos autores citan que el grado de copigmentacion es particularmente
dependiente del cultivar (desde que depende segun Boulton (2001) en gran
parte del nivel de copigmentos de la variedad) y al ser modificado su valor
relativo también lo hacen las restantes fracciones.

Se observa que las tres alternativas comparadas con la MT tuvieron un
mayor porcentaje de P que el testigo, siendo la ME quien presenté el mayor
valor tanto en el promedio como en las tres fechas de analisis.

Resulta evidente que la variable que tuvo mayor variacion en el tiempo fue
C, como puede observarse en el cuadro No. 46. La misma descendid en forma
importante en todos los casos al tiempo que P y A mostraron un
comportamiento a la inversa.

Mientras los aumentos en los primeros 3 meses fueron comparables para A
y P, los incrementos de esta ultima variable fue muy superiores a los de A en el
segundo periodo considerado (cuadro No. 46). Un caso particular fue el de
MPF, tratamiento que tuvo finalmente un descenso tanto a A como en C, con un
aumento notable en el contenido de P. Tal aumento determiné que al afo del
descube la MPF se ubicase solo por detras de la MT respecto al valor absoluto
de color polimérico, aun cuando parti6 con contenidos de antocianos
significativamente inferiores (datos no presentados).

La EDA mostré menores incrementos de la variable P que el tratamiento
testigo, al tiempo que fue la técnica con menor contenido absoluto de esta
variable a los 12 meses del descube (datos no presentados). Estos resultados
no apoyan lo formulado en el apartado 4.4.3.2 respecto a que la mayor
tonalidad encontrada en este tratamiento podria estar explicada por una mayor
evolucion de sus pigmentos hacia formas estables.

Se debe tener en cuenta que si bien los diferentes manejos entre
tratamientos terminan al descube, las diferencias de composicion transmitidas a
los vinos afectan la evolucidn de los mismos durante la guarda. Como lo
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expresan Gémez-Plaza et al. (1999) la estabilidad de un vino durante el
almacenamiento depende de su composicion quimica.

Los valores de A, C y P analizados en unidades de absorbancia (cuadro
No. 41), definen los efectos de las técnicas de vinificacion sobre estas variables.
Tales resultados son adecuados en el analisis entre tratamientos desde que
éstos determinan la composicion del medio, la cual finalmente estara
determinando la participacion de cada uno de los componentes en el color.

Si bien las alternativas de maceracion fueron mas eficientes transformando
las formas libres en poliméricas (cuadro No. 45), como se vio en el apartado
anterior, la MT fue el tratamiento que produjo el mayor contenido de P (cuadro
No. 41). Del punto de vista del producto final lo importante es el color que puede
mantener un vino en el tiempo y al estar asociado éste parametro con P lo que
importa es su contenido absoluto. Al mismo tiempo la MT mantiene altos
contenidos de A y C, parte de los cuales pueden contribuir a seguir
incrementando el contenido de P.

Sin embargo, a partir del analisis de la participacion relativa de cada
fraccién en el color, surge la pregunta de si podria ser esperado obtener un
mayor nivel de color estable en los vinos con alguna de las técnicas
alternativas, de lograr obtener con estas mejores resultados en la extraccion de
antocianos.

Como sintesis general de los resultados presentados, comparando los
promedios de las tres fechas de analisis se observa que los vinos de la
maceracion tradicional alcanzaron los mayores valores de IC, % de rojo,
antocianos totales, color polimérico y copigmentado. La menor tonalidad y % de
amarillo (cuadros No. 35y 41).

Al analizar estos resultados junto al de las extracciones de antocianos vy
polifenoles totales durante la maceracién, se observa que las principales
diferencias entre tratamientos encontradas al descube, fueron apreciadas en los
resultados de las variables directa e indirectamente relacionadas, analizadas en
los vinos en el tiempo de estudio.

Este punto es importante de sefalar desde que los efectos favorables de
alguna de las técnicas alternativas, podrian haber sido observados con el
tiempo. Particularmente para la extraccion diferida, Di Stefano y Bosso (2002b)
expresan que las ventajas de aplicar esta técnica no comenzarian a
manifestarse sino hasta la primavera siguiente a la vinificacion.
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Si bien no se desarrolld un panel de cata y un analisis estadistico de
evaluacion sensorial, conjuntamente con los estudios analiticos se realizé una
degustacion de los vinos donde la MPF destacd notoriamente por su aroma
mas frutado.

Este resultado esta de acuerdo a lo encontrado por numerosos autores
entre ellos Feuillat (1997), quien obtuvo por medio de la técnica vinos Pinot noir
con menor contenido fendlico en general, pero bien valorados por su perfil mas
fino y de aromas mas frutados.

En resumen de los ensayos realizados y mas alld de los resultados
puntualmente obtenidos, se cree que el haber realizado estas experiencias
sienta las bases para lograr un mayor entendimiento de los efectos de las
técnicas en los vinos terminados y dejan en evidencia posibilidades de mejorar
el manejo de cada una de las alternativas analizadas en busca de maximizar los
beneficios que éstas pueden aportar.

La falta de una respuesta univoca a una técnica es lo comunmente
encontrado en la bibliografia. El efecto de la variedad, el terroir y la vendimia
considerada, tienen una influencia muy importante sobre los resultados
obtenidos. Por lo tanto es sumamente importante continuar realizando estudios
que consideren estos aspectos, en afos sucesivos, de forma de generar
informacion con suficiente respaldo tedrico/practico y de aplicacion local.

Finalmente en base a la experiencia realizada, y al estudio de los aspectos
sobre los cuales cada una de las técnicas pretende actuar, se realizan las
siguientes propuestas factibles de ser aplicadas en eventuales pruebas a nivel
industrial y/o nuevos ensayos de investigacion, particularmente en lo referente a
la EDA y la MPF.

Para la extraccién diferida, se propone que una vez formado el sombrero,
se limite a mantenerlo humedo utilizando un escaso volumen de mosto dos
veces al dia, en lugar de bazuqueos. Este cambio busca favorecer los procesos
enzimaticos discutidos precedentemente y limitar aun mas, la extraccion de
antocianos en las primeras etapas. Sin embargo, se debera procurar inhibir el
desarrollo microbiano en el sombrero, preferente mediante el uso de una
atmosfera inertizada.

A su vez, dadas las caracteristicas extractivas definidas para Tannat y la
relacion entre la extraccion de polifenoles y el plan de remontajes empleado
(Gonzalez-Neves, 2005b), una vez el mosto en activa fermentacion y pasado
los 6 grados de alcohol, seria conveniente un mayor numero de remontajes e
incluso la combinacién de la técnica con la practica del delestage, siempre y
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cuando la capacidad de la bodega lo permita. Como fue expresado por Di
Stefano y Bosso (2002b), “una vez comenzados los remontajes y hasta el fin de
la fermentacion el contacto del mosto con la parte sélida debe ser eficiente”.
Este aspecto también atenderia las consideraciones sefaladas por Bosso et al.
(2004b) respecto a la influencia del momento y cantidad de oxigeno aportado
en el contenido de antocianos al descube e influencia en la posterior estabilidad
del color. Tiene como desventaja aumentar la mano de obra durante la
fermentacion.

Para la MPF se considera segun los resultados obtenidos y la revisidon
bibliografica, que su mejor empleo seria cuando se buscan vinos jévenes, de
intenso color y aroma varietal.

En tal sentido se propone comenzar con una aplicacion importante de hielo
seco y posteriormente, mediante pequenos agregados, mantener el mosto entre
los 10y 15 oC.

De esta forma se pretende economizar en el empleo del criébgeno
utilizandolo inicialmente a mayor volumen, para afectar membranas y paredes
celulares, y posteriormente en pequefas cuotas para impedir el inicio de la
fermentacion, pero al mismo tiempo sin limitar excesivamente los procesos
extractivos en fase acuosa. Con el mismo objetivo, se aconseja practicar
intensos bazuqueos en el tiempo considerado.

Igualmente se propone acortar el tiempo de maceracion a temperatura
ambiente respecto al testigo, de forma de conservar los efectos de la fase
prefermentaria (particularmente sobre el componente aromatico) y dando lugar
a una extraccién de taninos que si bien permita contribuir a estabilizar la materia
colorante y al perfil sensorial del vino, limite la participacion de flavanos de
semilla.
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5 CONCLUSIONES

Las técnicas alternativas de vinificacion empleadas, modificaron las
extracciones de antocianos y polifenoles totales durante la maceracion asi
como la composicion de los vinos en relacion al testigo.

Todos los tratamientos fueron capaces de desarrollar correctamente la
fermentacidon de acuerdo con las densidades finales de los mostos respectivos
(p < 1000).

Para las variables de rutina en los vinos, las cuatro técnicas mostraron
valores que estan dentro de los rangos caracteristicos para un vino Tannat
joven y ausencia de fermentacién malolactica.

La MT, con 8 dias de encubado y remontajes al aire durante todo el
proceso, fue la técnica con el mayor contenido de antocianos al descube.

El menor aporte de oxigeno durante las primeras jornadas de maceracion
en la EDA podria ser el factor que provocd que fuese el unico tratamiento con
un pequefo contenido de azucares reductores residuales en los vinos (2.34 g/L,
diferencias estadisticas respecto a las técnicas restantes). El menor movimiento
del mosto determiné que mantuviese contenidos inferiores en antocianos que la
MT, a lo largo de toda la maceracion, sin embargo, difirid la extraccion de
polifenoles los cuales mostraron un valor maximo mayor al testigo, si bien
finalizé igualmente con registros por debajo del mismo.

Por lo tanto, su principal efecto no fue el de diferir la extraccién sino que el
de limitarla.

Estos resultados ponen en duda la adaptacién de la técnica, en la forma
que fue aplicada en los presentes ensayos, a variedades como Tannat que
requieren de un importante movimiento del mosto para poder explotar su
potencial polifendlico.

En la MPF el agregado de COgys), determiné aportes poco significativos de
antocianos y polifenoles totales al término del tratamiento de frio (inferiores a
los medidos en la MT al segundo dia de maceracién) mientras que el efecto del
hielo seco sobre los hollejos no se tradujo en una mayor extraccion durante la
etapa de fermentacion a temperatura ambiente, siendo la técnica con menores
contenidos finales para ambas variables.
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En los vinos y en el promedio de las 3 fechas de analisis (3, 6 y 12 meses)
la maceracion tradicional con el mayor contenido en antocianos, IC, porcentaje
de rojo y menor tonalidad, mostré las mejores propiedades cromaticas.

La ME determind los mayores contenidos de polifenoles totales (3.4% >
MT), proantocianidinas (4.3% > MT) y especialmente catequinas (21.4% > MT).

Sin embargo, esto no determind finalmente un mayor valor de la variable P.
Por lo tanto, el importante descenso en el contenido de antocianos que significd
el tiempo extra de maceracién (15% superior al registrado por el testigo) se
tradujo principalmente en pérdida de color y no en la evolucion de los
antocianos hacia cromoéforos mas estables.

En la MPF se encontraron contenidos significativamente inferiores al
testigo en antocianos (29%) y proantocianidinas (16 %) al tiempo que
levemente mayores en catequinas (5.6%). Sin embargo sus vinos tuvieron una
intensidad aromatica superior al resto con notas sobresalientes a frutos rojos.

Se concluye, que el tiempo extra de maceracion de la MPF (baja
temperatura y medio acuoso) a diferencia del que determiné la ME, no aumento
el contenido en flavanos del vino, lo que sumado a su mejor perfil aromatico
permite considerarla como una alternativa interesante para producir vinos tintos
jévenes, siempre y cuando el costo del agregado de hielo seco permita su
implementacion.

Los vinos de la EDA aparecieron sistematicamente inferiores al testigo
tanto en la concentracion de las diferentes fracciones polifendlicas (con
excepcion del contenido en catequinas) como en atributos de calidad
relacionados al color (IC, Tonalidad, % de rojo), al tiempo que no aumentod la
estabilidad del color evaluada a través de la variable P.

Los ensayos han aportado valiosa informacion en cuanto a la participacion
y evolucién en el tiempo de los componentes del color A, Cy P.

Mientras A mostrd ser el componente de mayor importancia durante todo el
tiempo de evaluacion (12 meses), C tuvo una participacién importante a los 3
meses del descube (explicando aproximadamente un 30% del color)
descendiendo la misma con el tiempo (en el entorno del 20% del color a los 6
meses y 10% al ano del descube). En tanto el componente P mostré un
comportamiento claramente a la inversa de C, aumentando su participacion en
el color desde aproximadamente un 20 % a los 3 meses hasta un 30 % a los 12
meses.
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El andlisis de la participacion relativa de las diferentes formas del color,
mostro resultados promisorios en los tratamientos alternativos al testigo (mayor
porcentaje de formas estables). Cabe seguir investigando si dichas técnicas
efectivamente aumentan las fracciones estables o si éste es el resultado de la
disminucion del componente A.

Finalmente ninguna de las alternativas a la MT estudiadas, fue eficiente
aumentando ciertos aspectos de calidad con los cuales son asociadas en la
bibliografia, como ser concentracion de antocianos, IC, color polimérico, color
copigmentado o menor tonalidad.

Es probable que las condiciones en que se desarrollé la MT, que han sido
elegidas segun resultados de investigaciones previas para la vinificacion de
uvas Tannat (como la secuencia de remontajes y el tiempo de encubado), estén
cercanas al optimo para las condiciones de ensayo empleadas (volumenes
encubados, tipo de recipientes de maceracion) y pensando en la elaboracion de
vinos tintos jévenes.

Los ensayos permitieron conocer el desarrollo operativo de las alternativas
evaluadas, obtener los primeros resultados de investigaciéon nacional sobre
MPF y EDA, al tiempo que aportaron elementos utiles para su futura
implementacion, tanto a nivel industrial como de nuevas investigaciones.
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6 RESUMEN

En la vendimia 2006 se elaboraron a escala reducida vinos tintos de Tannat
mediante cuatro técnicas de vinificacion diferentes; la maceracién tradicional
que fue utilizado como tratamiento testigo, la maceracién extendida, la
extraccion diferida de antocianos y la maceracién prefermentativa en frio. En
una Vvinificacion tradicional el tiempo de maceracion se corresponde
aproximadamente con el de fermentacion y para las condiciones de ensayo
signific6 un periodo de 8 dias con remontajes al aire. En la maceracion
extendida transcurrieron 15 dias hasta la separacion de los hollejos, mientras
que en la extraccion diferida de antocianos se procedié como en el testigo a
diferencia que el inicio de los remontajes se postergd hasta que el mosto/vino
alcanzdé una densidad aproximada a 1050. La maceracién prefermentativa en
frio consistié en retardar el comienzo de la fermentacién alcohdlica por 5 dias,
manteniendo el mosto aproximadamente a 10 oC mediante la adicién de hielo
seco (COys), realizando posteriormente 7 dias de maceracion a temperatura
ambiente. Se utilizaron uvas provenientes de un vifiedo comercial del sur del
pais. Fueron efectuadas dos vinificaciones por tratamiento, con 70 kg de uva en
cada una. Se estimaron cada 24 horas los contenidos fendlicos totales y los
antocianos de los mostos desde la molienda hasta el momento del descube.
Los vinos fueron analizados a los 3, 6 y 12 meses de finalizada la fermentacién
siendo determinadas las variables de rutina, los contenidos de las principales
familia fendlicas y las variables relacionadas con el color. El tratamiento testigo
fue el que finalizé la maceracién con el mayor contenido de antocianos mientras
que la maceracion extendida fue el de registro superior en polifenoles totales.
Los vinos del tratamiento testigo tuvieron las mejores propiedades cromaticas
(intensidad colorante, tonalidad, % de rojo) y los mayores contenidos en
antocianos y componentes del color (polimérico, copigmentado y antocianos).
La maceracién extendida registr6 las mayores concentraciones de las
fracciones relacionadas con los flavanos (catequinas, proantocianidinas vy
polifenoles totales). La extraccion diferida de antocianos mostré
sistematicamente niveles inferiores al testigo de las diferentes fracciones
polifendlicas a excepcidn de las catequinas. Respecto a los parametros
relativos a la calidad del color (IC, y % de rojo, tonalidad) la extraccion diferida
fue igualmente inferior al testigo. La maceracion prefermentativa en frio
mantuvo en el vino una menor concentracion de fenoles en relacion al testigo
con excepcion del nivel de catequinas que fue levemente superior. Igualmente
mostré la menor intensidad colorante. Sin embargo fue el tratamiento mejor
valorado sensorialmente a través de un aroma con destacadas notas a frutos
rojos. En el estudio de la evolucion de los vinos en el tiempo, se destaco el
aumento del componente P del color en correspondencia con un importante
descenso de la fraccion C. Entre tratamientos se observd que las técnicas
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alternativas a la tradicional tuvieron un % mayor del color explicado por P si
bien el tratamiento testigo mantuvo un mayor contenido de esta variable y una
mayor IC durante todo el periodo de estudio. Los ensayos aportaron importante
informacion sobre la respuesta de Tannat al empleo de las técnicas alternativas
de vinificacion empleadas y sientan las bases para futuros estudios y/o
aplicaciones industriales de las mismas en ésta y otras variedades.

Palabras clave: Vinos tintos; Tannat; Maceracién prefermentativa en frio;
Extraccion diferida de antocianos; Maceracion extendida;
Polifenoles; Antocianos; Taninos.
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7 SUMMARY

Tannat red wines were elaborated, at a reduced scale, in the vintage 2006
with four kind of vinification techniques; the traditional maceration which was
taken as the control trial, the extended maceration, the delayed extraction of
anthocyanin and the prefermentative cold maceration. On a traditional
vinification the extent of maceration corresponds approximately to the length of
fermentation which meant for the essay conditions a period of 8 days with
pumping-over on air. In the extended maceration it took 15 days for skin
separation, while the delayed extraction of anthocyanin was carried out like the
trial control except that the beginning of pumping-over was delayed until the
must/wine reached a density near 1050. The prefermentativa cold maceration
consisted on delaying the setting of fermentation by 5 days, keeping de must at
about 10 oC with additions of dry-ice (COas), followed by 7 days of maceration
at environmental temperature. We used grapes from a commercial vineyard of
the south of Uruguay. Two vinifications by trial were carried out, using 70 kg of
grape in each one. Total phenolic and anthocyanic contents of the musts were
measured every 24 hours, from crushing to devatting. The wines were analyzed
3, 6 and 12 month after the end of fermentation, being determined the content of
the main phenolic families and color related variables. The control trial was the
one which finalized the maceration with the highest content of anthocyanins
while the extended maceration was the one which had the highest phenolic
richness. Control wines had the best chromatic properties (color intensity,
tonality, red %) and the most important anthocyanic content and color
components (polymeric, copigmented, anthocyanins). The extended maceration
had the highest content of the flavanos related fractions (cathechins,
proanthocyanidins and phenolic richness). The delayed extraction of
anthocyanins systematically showed lower levels than the control ones for the
different poliphenolic fractions except for the cathechines. Regarding the
parameters related to color quality (IC, red %, tonality), it also showed worse
properties. The prefermentative cold maceration kept in the wine a lower
concentration of phenols compared to the control one, except the cathechin
level which was scarcely higher. It also showed the lowest color intensity.
Nevertheless it was the most appreciated trial because of its intense red-fruits
aroma. When the evolution of the wines through time was studied, the rise of P
component of the color was brought out while the C fraction suffered an
important decline. Between trials it was observed that alternatives to the
traditional maceration had a higher % of color due to P nevertheless the control
kept a higher quantity of this variable and a superior IC during the whole study
period. This experience meant an important contribution to the knowledge of
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how Tannat responds to the alternative vinifications which were tried, and it
gave the bases for future studies and/or industrial applications of these

techniques on Tannat and other vinestocks.

Key words: Red wines; Tannat; Prefermentative cold maceratio; Extended
maceration; Delayed extraction of anthocyanins; Polyphenols;

Anthocyanins; Tannins.
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