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RESUMEN

Los compuestos fendlicos son unos de los constitagemas importantes en vinos,
debido a que contribuyen en las caracteristicagnotgpticas, tales como color,
astringencia, amargor y aroma. Ademas, algunosstibs €ompuestos, tales como los
acidos cindmicos y flavanoles, tienen la capacidiadxidarse, debido a la estructura
quimica que poseen. Por lo tanto, es fundamentaedoss como se desencadenan las
reacciones de oxidacién en mostos y vinos, lo peahite saber cuales son los periodos
criticos durante el proceso de elaboracion delymtadfinal.

El presente estudio tuvo como finalidad describanalizar los mecanismos y efectos
asociados a la oxidacion de compuestos fendlicasnes. La informacion fue obtenida
a través de una amplia recopilacion y analisis @& distintas investigaciones
disponibles. Inicialmente, se realiz6 una clastfiéa de los compuestos fendlicos
presentes en vinos y su susceptibilidad a la oMdacd.uego, se analizaron los
mecanismos de accién del oxigeno en el procesaibxidy por ultimo los principales
efectos que esto ocasiona en el producto final.

Los resultados de esta revision bibliografica maesique los acidos cinamicos y
flavanoles son los compuestos fendlicos mas subtepta oxidarse, lo cual puede
transcurrir en el mosto mediante una oxidacion reética, o en el vino por una
oxidaciobn no enzimatica. De la misma manera, si &portes de oxigeno son
controlados, los efectos positivos en el vino podder diversos (mayor estabilidad a la
oxidacion, menor intensidad de olores vegetalesdyativos, mejora en los caracteres
afrutados varietales, diminucion de la astringegcanargor). Sin embargo, cantidades
excesivas de oxigeno pueden ocasionar efectosneéetales en el vino, tales como, la
pérdida de caracteristicas sensoriales, particelatenafectando a las notas florales y
frutales, formacion de olores desagradables, alteradel color y composicion
cromatica.

Palabras clavesvino, compuestos fenolicos, oxidacion.



SUMMARY

The phenolic compounds are one of the most impbdanstituents in wines, because

they contribute to the organoleptic characterissteh as color, astringency, bitterness
and aroma. Also, some of these compounds, sucim@angic acids and flavanols, have

the ability to oxidize, due to the chemical struetthat they have. Is therefore, essential
to know as trigger the oxidation reactions in mastd wines, this let to know which are

the critical periods during the elaboration proagsthe final product.

This study is intended to describe and analyzertbehanisms and effects associated to
oxidation of phenolic compounds in wines. The infation was obtained through a
special wide compilation and analysis of differem@searches related to the same theme
of this study. Initially, was realized a classitioa of the phenolic compounds present
in wines and their susceptibility to oxidation. Tihenalyzed the mechanism of action of
oxygen in the oxidative process and finally the nmeifects these cause in the final
product.

The results show that the cinnamic acids and flalsaare the phenolics compounds
more susceptible to oxidation; this oxidation cdapse in the must through an
enzymatic oxidation, or in the wine due to non enaiic oxidation. In the same way, if
the oxygen inputs are controlled, the positive @ffein the wine could be divers
(increased stability to the oxidation, lower intéynsf vegetal and reduction odor notes,
improvement in the varietal aromatic compounds, relexe of astringency and
bitterness). However, excessive amounts of oxygay cause detrimental effects in the
wine, such as, loss of the sensory characteristiegne, particularly affecting its floral
and fruit notes, formation of undesirable odorsjorcoalteration and chromatic
composition.

Keywords: wine, phenolic compounds, oxidation.



INTRODUCCION

La uva vinifera posee una serie de compuestos go$mgue pueden afectar a las
caracteristicas finales del vino. Entre estos casfms, existen algunos presentes en
alta proporcion (agua, azucares, compuestos nitemyes y acidos libres) y otros
compuestos en baja proporcion (vitaminas, enzialdehidos, compuestos fendlicos y
aromaticos). Los compuestos fendlicos son constities fundamentales de los
vegetales, debido a que se encuentran en toddsdanos de las plantas y en variadas
formas quimicas (Ojeda, 2007). Ademas, constitugen una de las familias de
compuestos mas importantes en los vinos, debidoeacgntribuyen a caracteristicas
organolépticas, tales como color, astringencia,rgonay aroma (Monagaet al., 2006;
Ojeda, 2007). Ademas, segun su naturaleza, puedter Un interés nutricional y
farmacoldgico.

Desde el punto de vista quimico, los compuestadlifes se caracterizan por poseer un
nacleo bencénico que lleva uno o varios grupookilirs. Su clasificacion esta basada
sobre la distincion entre compuestos flavonoidessgntes en los hollejos, semillas y
escobajo; y los no flavonoides, presentes esenerdémen la pulpa (Cheyniet al.,
2000; Ojeda, 2007).

Son diversos los factores que afectan la compasigiévolucion de los compuestos
fendlicos, derivados de manejos de viticulturarobign aquellos realizados durante el
proceso de elaboracion del vino (Ketter, 2008; Ma# de Toda, 2002). Un factor
importante es la accion del oxigeno durante elgeoale vinificacion, el cual puede
poseer significativos roles tales como estabilizalesarrollar aromas y sabores en las
uvas, ademas de garantizar el color en vinos tinRm el contrario, una alta
concentracion de oxigeno puede desatar procesogidi&cion de ciertos compuestos
del vino, como los polifenoles (Singleton, 19873t&Eoxidacion se desencadena por el
contacto que tienen el mosto y el vino con el axégatmosférico, especialmente
durante el prensado de la uva, ya que el mostaasssensible a la oxidacién dado que
sus sistemas enzimaticos siguen intactos (Berredra., 2007). Por lo tanto, la
presencia del oxigeno desnaturaliza el aroma @&euge el afrutado), modifica el color
y ocasiona cambios en el sabor (pérdida o aumentasttingencia) (Ferreiret al.,
2002; Cheynier y Fulcrand, 2000; Berradee al., 2007), lo que implicaria la
disminucién de las caracteristicas del productalfifFerreiraet al., 1997). Las
oxidaciones ocurridas tanto en mostos como en wiependen de diversos factores,
tales como el tipo y la composicion del sustrattgsycondiciones del medio (Oliveira
etal., 2011).

Los procesos oxidativos durante la vinificacion gere ser del tipo enzimatica (mosto)
(Nagel y Graber, 1988) y no enzimatica (vino) (Ei# y Singleton, 1990). La
oxidacion enzimatica de los compuestos fendlicoslanosto puede ser catalizada por
distintas enzimas, entre las cuales la polifendiasa es la mas estudiada en la industria
de los alimentos por provocar el fendmeno conocmoo “pardeamiento enzimatico”
(Cheynieret al., 2000; Liet al., 2008). En cambio la oxidacidon no enzimatica o gcém



ocurre en ausencia de estas enzimas, siendo aatadiz metales de transicion
(Danilewicz, 2003; Waterhouse y Laurie, 2006; Lalet2008).

A partir de los antecedentes anteriormente expsies® demuestra la importancia de
conocer los mecanismos Yy efectos asociados a tac&n de los polifenoles, para asi
gestionar adecuadamente la dosificacion del oxige@o que una incorporacion
inapropiada puede afectar negativa e irreparabliarias caracteristicas del producto
final.

Objetivo
Describir y analizar los mecanismos y efectos aslod a la oxidacién de compuestos
fendlicos en vinos.



MATERIALES Y METODO

Materiales

Lugar de estudio

La busqueda de informacion para el desarrollo tkeresision bibliogréfica, se realizé
en el las dependencias de la Facultad de Ciengasndmicas de la Universidad de
Chile.

Fuentes de informacion

En este estudio se utilizaron materiales impresibso$, revistas y/o articulos de
revistas, tesis, memorias de titulo y resiumenespieriales electronicos (documentos
cientificos, revistas cientificas y paginas web)dd el material utilizado presentaba
autor (es), afio de publicacién y comité editorial.

Método

Para cumplir con el objetivo, se procedié a descyilnalizar los siguientes aspectos:

- Compuestos fendlicos presentes en vinos, esgatiéinte los acidos fendlicos que
son los mas susceptibles a oxidarse, y los factgoes afectan su composicién en
MOosStos y vinos.

- Mecanismos de accion del oxigeno en el procesixidiacion de compuestos fendlicos
en mostos y vinos.

- Principales efectos asociados a los procesoxidaeadn de compuestos fendlicos en
MOosStos y vinos.

Las etapas a seguir fueron en primer lugar la Edal recopilacion bibliografica.
Posteriormente se realizé un andlisis detalladdodedocumentos, que incluyé un
analisis de resumenes, objetivos, metodologiasysiisnes, conclusiones e impactos de
cada documento, con el objetivo de determinar yraektla informacion mas
sobresaliente. Finalmente, se selecciono la infoidnade manera de obtener una
sintesis de lo recopilado.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Oxigeno

1.1. Definicion y estructura quimica

El oxigeno (O) en estado natural es un gas incpileodoro e insipido, ligeramente mas
pesado que el aire (Babor e Ibarz, 1956), y unloslelementos mas importantes de la
Tierra, ya que es considerado como indispensalvke lpavida (Hill y Kolb, 2000). El

oxigeno ha sido ampliamente analizado por su gapaaidad de reaccionar con casi
todos los elementos quimicos (Hill y Kolb, 2000Rosee un estado de oxidacion
(valencia) de -2 y en condiciones normales de fnegi temperatura, se encuentra
formando comunmente moléculas diatomicas (Cuadr@abor e Ibarz, 1956; Hill y

Kolb, 2000; Becker y Wentworth, 1997).

Cuadro 1. Forma molecular y caracteristicas quimicacjpales del oxigeno.

NUmero atdémico 8
Valencia -2
Peso atbmico 16

Moléculas diatbmicas gaseosas

Forma comun

Fuente: Informacion recopilada por el autor.

1.2. Importancia

El oxigeno puede estar presente de diferentes fodmaacuerdo al medio donde se
localice. Es asi como en la hidrosfera (océanosesnaios y lagos) se halla combinado
con el hidrogeno formando la molécula de agugOfHmientras que en la litésfera
(corteza terrestre) constituye un 50% de su pes yose encuentra unido a varios
elementos, como la silica (S)Pcomponente principal de la arena (Hill y KollB0D).

Por altimo, en la atmdsfera el oxigeno representaldo de la mezcla gaseosa, estando

en forma molecular (§) y como ozono (§) (Babor y Ibarz, 1956).



1.3. Fuentes de oxigeno en la elaboracién de vinos

En el aire atmosférico que rodea a la bodega deorleion de vinos, el oxigeno
siempre se encuentra presente, estando mas cauterin el aire que en el mosto y
vino, por lo tanto tendra la tendencia a disolveseellos (Delteil, 2001). Durante el
estrujado y prensado de uva fresca, el mosto seeetra saturado de oxigeno (6-8
mg/L) por la gran exposicion de la uva con el é8ehneider, 1998). Sin embargo, el
vino rara vez se satura con oxigeno, debido a que ¢hatoncon el aire es menor y
ademas este es neutralizado durante el procesmdecpion debido a la presencia de
otros compuestos como el anhidrido sulfuroso,J$Du Toitet al., 2006). Los aportes
de oxigeno al vino durante todo el proceso de edaiin son detallados a continuacion
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Cantidad de oxigeno aportado al vino durante désintapas de la
vinificacién, embotellado yamiza en barrica.

Operacion Aporte de G Referencia
(mg/L)

Bombeo (varia segun tipo) >2 Du Teital., 2006.
Bomba centrifuga 0,18 Videt al., 2007.
Bomba peristaltica 0,12 Viddl al., 2007.
Bomba piston 0,20 Vidat al., 2007.

Trasiego 3-5 Du Tott al., 2006.

0,2-0,3 Vivas, 1997.

Clarificacion por centrifugacion 1,2-8 Castalkgral., 2004; Du Toitet al., 2006;

Vidal et al., 2007.

Filtracién por modulos lenticulares 0,2 Vidalet al., 2007.

Filtracién por placas 0,5 Vidat al., 2007.

Filtracion por membranas 0,1 Vidktlal., 2007.

Estabilizacion tartarica 2,3-4 Castelgral., 2004

Embotellado (llenado a taponado) 0,42-1,15 \gtlal., 2007

Taponado con “screwscaps” 0,5-0,9 Brajkowcal., 2005

Taponado con corcho natural 0,8-1,6 Brajkoeicdi ., 2005

Operacion Aporte de G Referencia
(mg/L/afio)
Crianza en barricas 20 - 45 Du Taitl., 2006; Vivas y Glories, 1996.
Barricas nuevas 19,5 Vivaslgrigs, 1996
Barricas usadas 7 Vivas y &8r1996

Fuente: Informacion recopilada por el autor.

Se puede observar que el oxigeno puede ser ineoipal mosto y el vino a través de
todo el proceso de elaboracién, siendo las opeareside trasiego y clarificacion las
mMAas agresivas en cuanto a la incorporacién de maiggna vez que el vino es
embotellado, los riesgos de oxidacién son menooesbbajo ingreso de oxigeno al
vino, dependiendo si es almacenado en botellagadacen barricas. En botellas varia
segun el tipo de corcho usado, ya que el corchoralaés un material poroso en
comparacion a la “screwcap” o tapa rosca, mieniias en barricas el ingreso de
oxigeno es un proceso lento a traves de los p@des thadera (Singleton, 1987; Lesica
y Kosmerl, 2009).



2. Oxidacion y reduccion

2.1. Definicién

La oxidacion se define como el proceso quimico lenual un compuesto sufre la
pérdida de atomos de hidrogeno (cede electrones)lopque aumenta su estado de
oxidacion (Waterhouse y Laurie, 2006or el contrario, en el proceso de reduccién se
provoca la ganancia de atomos de hidrégeno (acéptde electrones) (Waterhouse y
Laurie, 2006). Ambas reacciones van siempre ligagislecir, que si una sustancia se
oxida, necesariamente se reduce otra (Hill y Ka@®Q0), tal como se ilustra en el
siguiente ejemplo de un compuesto fendlico (Fidyra

Reduccion

Agente reductor 1

S T Ty OH T "':;'E‘\_ Ty
L] + 0 —— [ ] ] + H,0;
~ R S o "k./"\\?_ 2
-L Agente oxidante o
(+}-catequina (F}-catequina
| i

Oxidacion

Figura 1. Reaccion de 6xido-reduccion entre lacg@itquina y el oxigeno.
Fuente: Informacion recopilada por el autor.

En la Figura 1, se observa que el oxigeng) ffovoca que la (+)-catequina, compuesto
fendlico presente en el vino, se oxide. Por loaaet G cumple una funcion como
agente oxidante (Hill y Kolb, 2000). De forma camia, la (+)-catequina induce a que
el oxigeno se reduzca. Asi, la (+)-catequina egjehte reductor (Hill y Kolb, 2000). Es
asi como para cada reaccion de oxidacion redudw@dnuna agente oxidante y otro
agente reductor (Hill y Kolb, 2000).

Uno de componentes que participan fuertemente €rekcciones de 6xido-reduccion
son los polifenoles, los cuales debido a su imporégaen los vinos, podrian influir de
manera directa o indirecta en las caracteristiedspobducto final (Cheynieet al.,
2000).

3. Los compuestos fendlicos de la uva

Los polifenoles son constituyentes fundamentaledodevegetales, debido a que se
encuentran en todos los 6rganos de las plantaswargadas formas quimicas (Ojeda,
2007). En la uva vinifera, estos compuestos jueganimportante rol en las
caracteristicas del mosto, y por lo tanto del vifsi, las distintas transformaciones
ocurridas durante el proceso de vinificacion imflni en las cualidades que presente
finalmente este producto, en términos de estructobr y propiedades sensoriales
(Ojeda, 2007).



3.1. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Existen diversos estudios que describen la clasifim de los compuestos fendlicos, los
cuales representan una gran diversidad de compnentla uva vinifera. Es asi, como
se distingue entre compuestos no flavonoides yoflaides. En el grupo de los no
flavonoides, se encuentran los acidos fendlicossgmtes en pieles, pulpa, semillas y
escobajo (Ojeda, 2007), y otros como los estilbeswsespondientes a fitoalexinas
(Figura 2). Los acidos cinamicos pueden estar ptesetambién como &cidos
hidroxicinamicos bajo la forma de ésteres de atadarico, tales como acido caftarico,
acido cutérico y acido fetarico (Cheynigral., 2000). Estos compuestos destacan por
su importancia en la salud humana, debido a queepasna gran actividad antioxidante
y un posible rol anti- cancerigeno (Leighton y Uaga, 1999). Por otro lado, entre los
acidos benzoicos abunda el &acido galico bajo landorde éster de flavanol
(galocatequinas, epigalocatequinas) (Cheyetiat., 2000) destacando por su actividad
antioxidante, antimutagénica y hepatoprotectoragfiten y Urquiaga, 1999).

FUNCION/ EFECTO

TIPO/CLASE EJEMFLOS SENSORIAL

EBenzoicos actdo galico
; acido elagico
— 1 Arides Fenoles g
NO FLAVONOIDES | Cindmicos dcido cafeico . pardearmento winos
arido ferihco blancos

acido p-cumarico

defensa de la wid
contra patdgenos

—  Estilbenos @

Figura 2. Clasificacion de los compuestos fenolino$lavonoides.
Fuente: Informacion recopilada por el autor.

En el grupo de los flavonoides se encuentramhdgcianos presentes solo en las pieles
(y en algunos casos en la pulpa de las uvas tits$)avanoleso taninos condensados
ubicados en pieles y semillas, y por ultimoflasonolesque se presentan en las pieles
(Ojeda, 2007) (Figura 3). Cabe destacar que d&asiflas son compuestos pertenecientes
a este grupo, que solo han sido encontradas aalldeguvas blancas, representando el
5% aproximadamente de los compuestos fendlicodesotdel hollejo de la baya
(Cheynieret al., 2000).
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FUNCION/EFECTO
TIPO/CLASE EJEMFLOS SENSORIAL
[ antoriznos malwidina Glucosidicos colot vinos tintos ¥
gzﬁﬁz Acetilicos rosados
peonidina Cumarilicos
ciaridina Cafeilicos
FLAVONCIDES ||
ﬁ Tuerpo y estructura de
| | Flavanoles (+)-catequina \gos&,F AMArgor ¥
{-)-epicatecuina astringencia
galocategquina
epigalocatequina

L_| Flavonoles ouerceting @
triticeting
lkeaempferol

Figura 3. Clasificacion de los compuestos fendlitamgonoides.
Fuente: Informacién recopilada por el autor.

3.2. Contenido polifendlico en vinos

El andlisis del contenido polifendlico ha sido ieadlo en diversos alimentos, tales
como el aceite de oliva (Romeebal., 2003), el cacao (Lecumbest al., 2006), los
porotos (Bressarst al., 1991), la murtilla (Alfarcet al., 2009), el durazno (Donovaah

al., 1998) y la uva vinifera (Alamo, 2002; Donoso, 20Morales, 2001; Obreque,
2010). Respecto a los polifenoles presentes emdase ha observado que su contenido
es menor que el encontrado en el mosto, alcanZzasta un 60% de la concentracién
observada en la baya (Zamora, 2003). No obstantnterior, el contenido de los
polifenoles en vinos se ha evaluado en diversasliest (Bordeu y Scarpa, 2000), tal
como se muestra en el siguiente cuadro (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Concentracion de los principales polifenoles debvi

Clase de fenol Vino blanco Vino tinto Referencias
FENOLES TOTALES Bordeu y Scarpa, 2000;
(mg EAG /L) 170-290 938-1900  (-apeza, 2005; Ketter, 2008.
FLAVONOIDES
Flavanoles totales Alamo, 2002; Mufioz, 2002;
(g ECIL) 0,02-0,76 184-50  Capeza, 2005; Ketter, 2008.

(+)-catequina (mg/L) 0,02 -0,30 1,05 - 15,39 Alamo, 2002; Mufioz, 2002;
Cabeza, 2005; Ketter, 2008.

(-)-epicatequina (mg/L) 0,02-0,42 1,03 - 20,3 Alamo, 2002; Mufioz, 2002;
Cabeza, 2005; Ketter, 2008.

Antocianos Totales

(mg/L malvidina) 73 -765 Alamo, 2002; Mufioz, 2002;

Cabeza, 2005; Ketter, 2008.

malvidina-3-glucosido (mg/L) 10,07 - 1108,39 Cabeza, 2005; Ketter, 2008.
miricitina-3-glucésido (mg/L) 0,19-1,16 Cabeza, 2005.
guercetina-3-glucosido (mg/L) 0,23 -1,59 Cabeza, 2005.
delfinidina-3-glucosido (mg/L) 3,7-113,5 Cabeza, 2005.
petunidina-3-glucosido (mg/L) 8,39 -189,5 Cabeza, 2005.
peonidina-3-glucosido (mg/L) 8,02 - 13,16 Cabeza, 2005.
Flavonoides Totales 25-30 705 - 1060 Bordeu y Scarpa, 2000.

NO FLAVONOIDES
Alamo, 2002; Mufioz, 2002;

acido galico (mg/L) 0,13-11 1,5-165 Cabeza, 2005: Ojeda, 2007.
L . Frankelet al., 1995; Alamo,
acido cafeico (mg/L) 0,2-51 1-13 2002: Mufioz, 2002:
Cabeza, 2005.
trans-resveratrol (mg/L) 0-1;3 0-10 Goldberget al, 1995;

Frankelet al., 1995; Mufioz,
2002; Cabeza, 2005.

No Flavonoides Totales

(EAG, mg/L) 160 - 260 235 -500 Bordeu y Scarpa, 2000.

EAG, equivalente de acido galico; EC, equivalemtég-catequina
Fuente: Informacién recopilada por el autor.
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Los resultados de la Tabla 3, indican la gran bdriad en concentracion de los

compuestos fendlicos en los vinos, siendo supdgiarantidad de fenoles totales en
vinos tintos que blancos, debido a la presenciardecianos, asi como también una
mayor concentracion de taninos, uno de los compsigstas abundantes de los vinos
tintos (Bordeu y Scarpa, 2000; Ojeda, 2007). Desnmoi modo, la cantidad de

compuestos no flavanoides presentes en vinos tmetdta ser mas elevada que en
vinos blancos (Bordeu y Scarpa, 2000; Ojeda, 20€iégpdo los mas importantes en
concentracion los antocianos y flavanoles. Deng@stos Ultimos, los niveles de (+)-

catequina y (-)-epicatequina, pueden llegar a 8aerezes mas altos en vinos tintos que
en blancos, mientras que en el grupo de los ammosjase puede observar que el
compuesto malvidina-3-glucdosido es el mas abundanfgerando en ocasiones en mas
de 10 veces a los demas compuestos antocianidirfarsotro lado, dentro de los

compuestos no flavonoides, destaca por su aburadahécido galico, en mayor medida
en vinos tintos que en blancos, marcando una gifanedcia de composicion entre

ambos vinos.

3.3. Factores que influyen en la composicion fendlica teino

La composicion fendlica de los vinos se ve fuert@meafectada por diversos factores,
dentro de los cuales los asociados al manejo debwiy variedad, asi como también a
las distintas operaciones y tratamientos realizaddsodega nombrados a continuacion,
resultan ser los mas influyentes sobre la compisicie los vinos (Ketter, 2008;
Martinez de Toda, 2002).

3.3.1. Manejos del vifiedo, variedad y clima

e Sistema de conducciorBegun Schneider (1989) y Morrison y Noble (19%0),
sistema de conduccién puede crear un microclimaog@s y racimos, lo que puede
ser determinante en la composicion y maduraciéfadsaya. Morrison y Noble
(1990) determinaron que el sombreado sobre el magiravoca una disminucion
del contenido total de polifenoles, y una dismidnailel acido galico, en cambio la
exposicion de la uva a la radiacion solar tienefecto positivo sobre el contenido
de estos compuestos (especialmente antocianos)c&stide con lo sefialado por
otros autores (Crippen y Morrison, 1986; Snehdl., 1998), quienes han obtenido
resultados similares en sus estudios, afirmandolguez interviene de forma
positiva en la sintesis de compuestos fendlicgeaalmente antocianos.

» Raleo de racimod:a préactica de raleo se realiza de forma frecuentks vifiedos
con el fin de controlar el equilibrio entre hojagrytos, obteniendo de esta manera
una composicion de uva adecuada para elaborar daosalidad Gonzalez y
Ferrer, 2008)Chavarria (1999) ¢onzalez y Ferrer (200@studiaron la incidencia
de esta practica en racimos en distintos momemasetimiento y desarrollo de la
baya, determinando que el raleo realizado en mngina vinos con una mayor
concentracion de flavonoles e intensidad coloramete, comparacion con el
tratamiento sin ralear. Esto coincide con lo obs@ovpor diversos autores (Ferrer y
Gonzalez-Neves, 2002; Amadt al., 1994; Reynoldst al., 1996) quienes han
verificado que la labor de raleo de racimos efactignte modifica la composicion
fendlica del vino obtenido. Ferrer y Gonzalez-Ney2802) estudiaron diversas
alternativas de raleo de racimos (manual y quimien)distintos momentos del
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desarrollo de la baya (envero y cuaja), observanpsotodos los raleos tenian un
efecto positivo en la composicion de la uva, oagiho una mayor acumulacion de
antocianos y taninos, y por lo tanto vinos con meyacontenidos fendlicos e
intensidad colorante.

Riego: El estudio del efecto del estrés hidrico en ehde#io de la vid, sobre la
composicion fendlica de mostos y vinos, ha sidodéata por distintos autores
(Ferreyraet al., 2002; Imbert, 2003; Ortega-Farigtsal., 2004; Ortega-Fariag al.,
2007). Los resultados de sus ensayos sugieren apu@iveles de compuestos
fendlicos en general, particularmente antocianosyipn verse afectados por los
distintos niveles de reposicion hidrica en el mhipost-cuaja. De esta manera, las
plantas de vid con déficit hidrico presentan un entm en la concentracion de
polifenoles totales, en comparacion a aquellas t@dancon riego normal,
modificando asi la composicion fenolica de mostasngs (Imbert, 2003; Ortega-
Fariaset al., 2007). En el estudio realizado por Ortega-Faefaal. (2004), se
observé que las uvas del tratamiento con 100% elgo rpresentaron un mayor
tamafio y una menor concentracion de fenoles totalestocianos totales, en
comparacion con uvas provenientes de plantas ego restringido, coincidiendo
de esta manera con lo expuesto por los demas autore

Fecha de cosechha estimacién Optima de la fecha de cosecha especto muy
importante para obtener uvas con una composici@uadla, valido no solo en
azucar, acidez y pH, sino que también en polifen(Bordeu y Gonzalez, 2004).
Gomez (2003) evaluo el efecto de la fecha de cassobre la madurez fendlica de
uvas y vinos, encontrando que la composicion dab vihabia sido afectada,
producto de la cosecha tardia. Sin embargo, estobios afectaron de forma
distinta segun la variedad de uva, aumentando mfen@o polifendlico en la
variedad Merlot y disminuyendo en Carménere. Rada#t similares se obtuvieron
en otros estudios (Vigneaux, 1990; Castro, 200&)dd se observé que a medida
que se retrasa la fecha de cosecha, hay un aumerocontenido de polifenoles
en hollejos, como taninos y antocianos, pero usaidiucion del contenido de
taninos y fenoles totales en semillas. Sin embaRgrez y Gonzalez (2006),
observaron que cuando se cosechaba 1 semana ddsgadscha Optima estimada
por el profesional endlogo, el contenido de potifes totales aumentaba, pero no
de forma exponencial, debido a que cuando se abali2 semanas mas tarde, estas
concentraciones disminuian.

Variedad:Las distintas variedades y clones existentes pupdEsentar diferencias
en su comportamiento y/o adaptacion a un lugagir@ndo de esta forma
diferencias significativas en cuanto a composidgmolica, o que incide en gran
medida en las caracteristicas del producto finétgP y Gonzalez, 2002). Estos
resultados coinciden fuertemente con lo observadoipos autores que corroboran
el efecto de la variedad sobre la composicion feade bayas para produccion de
vino (Mufoz, 2002; Alamo, 2002; Cabeza, 2005; Obeas al., 2010; Obrequet
al., 2012).

Clima: Adicionalmente, pueden existir diferencias de cosmpon fendlica entre
las variedades debido a factores agroclimatologicosrriendo incluso dentro de
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una misma variedad. Fernandeizal. (2007) analizaron vinos de la variedad
Carméneére elaborados con uvas de 3 valles de eidral, encontrando

diferencias en su composicion fendlica, especifergm proantocianidinas. Del
mismo modo, esto ha sido observado por otros aut@vieifioz, 2002; Alamo,

2002; Cabeza, 2005).

3.3.2. Procedimientos enoldgicos

Tiempo de maceraciorEl efecto del tiempo de maceracion sobre la comjgos
fendlica ha sido estudiada por diferentes autovéls,(2002; Fernandezt al.,
1999; Gome=t al., 2001), los cuales sostienen que es fundamentalyver mayor
expresion de color y cuerpo del vino. Vila (2002perimentd con tres tiempos de
maceracion post fermentativa (5, 10 y 20 diasheratiedad Cabernet Sauvignon,
concluyendo que la magnitud del color rojo alcanmdmaximo cerca del décimo
dia y luego sufrié una caida, con una consecuanttida del 10% del color a los
20 dias. Algo similar ocurrié con los taninos, tasles aumentaron rdpidamente
hasta el dia 10, pero luego este aumento se fnaatdo con el transcurso de los
dias. Del mismo modo Gomex al. (2001) midieron el efecto de tres distintos
tiempos de maceracion post fermentativa (4, 5 ydiE®) sobre los compuestos
fendlicos y caracteristicas de color en vinos sirde la variedad Monastrell. Estos
autores, encontraron que los vinos vinificados m@ateracion mas larga (10 dias)
presentaban una mayor extraccion de polifenolebrestodo de antocianos,
aumentando su intensidad colorante.

Temperatura de fermentacidan un estudio realizado por Abdl al. (2007) en la
variedad Tempranillo, bajo distintos rangos de teraras de fermentacion (27-
30° C y 20-23° C), se comprobd que cuando la fetaw@m se desarrolla a baja
temperatura la extraccion de los compuestos farglie la uva es mas lenta, y el
contenido final de los vinos es ligeramente meng quando la vinificacion se
conduce a mayor temperatura, particularmente easel de los antocianos totales.

Enzimas pectoliticag:os efectos de la adicion de enzimas pectoliatasosto han
sido analizados por distintos autores (Barretral., 2006; Gonzalez-Neves al.,
2003) los cuales coinciden que los vinos tratadosenzimas pectoliticas, poseen
mayores concentraciones de polifenoles totalescemos e intensidad colorante
que aquellos tratados en ausencia de enzimas ipieasl

Oxigeno: Uno de los factores que afecta notoriamente lacerdmacion y
composicion fendlica en vinos es la presencia dgemo durante el proceso de
vinificacién, ocasionando cambios significativas les atributos sensoriales del
producto, alterando sus caracteristicas tecnolsgicalor, aroma y brillo) y
nutricionales (Singleton, 1987; Gonzaksal., 1994). El oxigeno puede actuar de
distintas formas segun las condiciones del mediel enal se desarrolle la reaccion
de oxidacion. Otros factores que eventualmente ggugubtenciar o disminuir la
capacidad oxidativa de esta molécula frente a itaptes compuestos del mosto y
el vino, son los compuestos fendlicos.



15

3.4. Factores que influyen en la oxidacion de compuestésndlicos

Se sabe con certeza que las reacciones relevamddiegan al desarrollo de oxidacion
en vinos depende de variados componentes presmismosto de uva y en el vino,
entre ellos los mas importantes son: iones meli@mhidrido sulfuroso (S
concentracién y composicion de los compuestos if@g)lsiendo estos ultimos los méas
susceptibles a la oxidacion (Oliverial., 2011).

» Concentracién y composicion de compuestos fendliEns/inos, esto determina en
gran medida el nivel de oxidacion, debido a quepstencial antioxidante se
encuentra correlacionado con la concentracion dguaestos fendlicos totales, asi
como la concentracion de las dos mayores clasgmlifenoles en estos vinos,
acidos cinamicos (acido cafeico) y flavanoles [adequina y (-)-epicatequina]
(Singleton, 1987; Oszmianski, 1996). Esto se debla estructura quimica que
poseen estos polifenoles, que por la posiciGo o para del grupo hidroxilo del
anillo bencénico, son sustratos preferibles de dagimas oxido-reductasas
(polifenoloxidasa y lacasa) (Singleton, 1987gLal. 2008). Cheynieet al. (1995)
afirman que las reacciones de oxidacion en vin@egen relacionadas con el
contenido de flavanoles, y que ademas su auto-cikidgpor ejemplo catalizada
por el F&") resulta ser una reaccién responsable del cambicotbr en el vino.
Estos mecanismos oxidativos pueden ocurrir enntisti etapas del proceso de
vinificacién, siendo mayormente el acido cafei@(+)-catequina, (-)epicatequina
y sus derivados, los polifenoles capaces de prodoonpuestos que pueden llevar
a la formacién de productos de color amarillo odpafGuyotet al., 1996),
fendmeno conocido como pardeamiento (Oliveira., 2011).

e Metales:Los autores Oszmianski al. (1996) y Liet al. (2008) sostienen que la
presencia de metales como el hierro y el cobre gwaxv una aceleracion del
proceso de oxidacion de los compuestos fendlicetn & debe a que en el vino
fermentado, ambos metales son catalizadores deéswooxidativo, debido a que
oxidan a los compuestos fendlicos y reducen dixido de hidrégeno, generando
radicales hidroxilos, que son altamente reactiymgjiendo oxidar el etanol a
acetaldehido (Danilewicz, 2003; Waterhouse y La@@€6).

» Exposicidon pieles y prensaddas oxidaciones son mas frecuentes en mostos
expuestos por un mayor tiempo en contacto coniésspy en condiciones de un
prensado mas fuerte (Singleton, 1987; Yokotsuk@0QJL9 okotsuka (1990) estudio
el efecto del prensado en uvas de la variedad ggaokoshu, con prensas de
distintos tamafos comerciales, encontrando queohaposicion de los jugos de
mostos se vio afectada significativamente por @b tile prensa, la presion del
prensado y la presencia o0 ausencia del escobap.résultados mostraron que
aquellas uvas sin prensar tenian la mayor concédtrade antioxidantes
(glutation), mientras que los mostos obtenidos e puensado tradicional
presentaban  mayores concentraciones de enzimas o-mldctasas
(polifenoloxidasas). Ademas observé que los paties, como los acidos
cinAmicos (acido caftarico), (+)-catequina y (-)eefequina, presentan
concentraciones mas altas en mostos prensadosggedioa sin prensar. Esto
podria explicar que en mostos prensados, la bajeeotracién de antioxidantes
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(glutation), la alta incidencia de enzimas oxidduetasas y la presencia de
polifenoles susceptibles a la oxidacibn aumentemdalencia del fendmeno de
pardeamiento enzimatico en mostos.

Anhidrido sulfuroso (S€): En el vino, el sulfuro libre se encuentra mayorraem
forma de sulfito de hidrégeno o i6n bisulfito (HSOy en menor medida como
sulfito (SQ@?) (Du Toit et al., 2006). Este Ultimo no es eficiente en la protatcié
contra la oxidacién, sino que reacciona con losdptos de la oxidacion
(Danilewicz et al., 2008). Por otro lado, es muy comun que eb S© use en
combinacion con el acido ascoérbico, ya que de mstaera, es mas eficiente en
evitar que el oxigeno reaccione con los compuefsioglicos (Bradshavet al.,
2011). Este compuesto influye en el proceso deagidth de distintas formas,
siendo su rol mas claro un conservante usado ieduatria enologica para evitar el
deterioro oxidativo, no precisamente por actuareseboxigeno, sino mas bien, por
inhibir la accién de la enzima causante de esteegm la polifenoloxidasa (PPO)
(Ortega, 2003). Al mismo tiempo el empleo de estgoridante favorece la
extraccion de compuestos fendlicos del hollejoravpcar rapidamente la muerte
celular y aumentar asi su permeabilidad, lo quetraduce en un aumento
significativo de transferencia de compuestos fenélial mosto (Singleton, 1987),
lo que podria interpretarse como aumento en leeptibdidad de oxidacion.

pH: Este factor es descrito por algunos autores costerminante en la velocidad
de oxidacion (Fernandex al., 1995; Paladinet al., 2008). Paladinet al. (2008)
analizé la tendencia a la oxidacion de tres viresditerente pH (3,34; 4,14 y 4,33)
de la variedad Malbec. Los resultados demostranenagmayor pH del vino, existe
un mayor riesgo de oxidacion durante su consermaeidemas de que se produce
una disminucion de la concentracién de, 8ire y molecular, ocasionando que el
vino quede menos protegido ante la oxidacién. Bopaste, Vernett al. (1996)
observé que al pH del vino (3,5), los polifenoles presentan carga (es
despreciable), y que ademas muchos de estos caimpyessentan constantes de
disociacion (pK) muy altas, provocando que sean mas estables ar plEin(como
por ejemplo en el vino). De esta forma, al aumeatgrH del vino, compuestos
como el &cido ascorbico con pK 4,2 son mas propensos a oxidarse que el catecol
o la (+)-catequina, con pk= 9,45 y pk = 9,41, respectivamente (Danilewicz,
2003).

Otros antioxidanteseEn la quimica de los alimentos, los agentes redestse
suelen describir como antioxidantes (Hill y Kol®0B), como por ejemplo el acido
ascorbico (vitamina C), el cual evita el oscureem de la fruta al inhibir la
oxidacion por el contacto con el aire (Hill y Ko®Q00). Este compuesto, ha sido
utilizado como antioxidante en la industria enadadgpor su alta habilidad para
oxidarse en vinos, lo que constituye una protecgd@na impedir que otros
constituyentes del vino susceptibles a la oxidagéan oxidados (compuestos
fendlicos y aromaticos) (Bradshaival., 2011).

Es asi como se sostiene que la vitamina C y otoasférol o vitamina E y beta-
caroteno) retardan diversas reacciones de oxidaqif® son potencialmente
dafinas para ciertos componentes vitales de latasalivas (Hill y Kolb, 2000).
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3.5. Mecanismos de oxidacion de los compuestos fendlicos

El mosto constituye ser un sustrato mas sensitlicyl de proteger que el vino, debido
a que los sistemas enziméaticos siguen intactogg@eret al., 2007), originando una
oxidacion enzimatica (Nagel y Graber, 1988). Pomatte, en el vino se desarrolla
preferentemente una oxidacion no enzimética (@llig Singleton, 1990). En la
oxidacion enzimatica son diversas las enzimas quicipan en la degradacion de los
compuestos fendlicos, las cuales poseen distineanismos de accion, dependiendo
del tipo de fenol a oxidar. En cambio, la oxidacim enzimatica se produce por la
interaccion del oxigeno con ciertos iones metadegahsicion.

3.5.1. Oxidacién enzimética

En las células intactas de la fruta fresca o tsjiEgetales, los polifenoles se localizan
fundamentalmente en las vacuolas, mientras quenasnas Oxido-reductasas, en los
organulos como cloroplastos y mitocondriasdi.al., 2008). Las membranas celulares
gue rodean a estos organelos actian como barimidjendo que estos dos agentes
interactien (Liet al., 2008). Sin embargo, durante el proceso de olierig mosto de
vino, las células y sus membranas son destruidgsesencia de oxigeno, provocando
que las enzimas participantes de los procesos twodaactien sobre los compuestos
fendlicos (Liet al., 2008).

3.5.1.1.Enzimas participantes

Existen 3 tipos de enzimas que tienen la propietagarticipar en las reacciones de
oxidacion de moléculas, la peroxidasa, la lacada polifenoloxidasa, siendo esta
altima la mas estudiada en la industria de los alims por su incidencia en el
fendmeno de pardeamiento (Guerrero, 2009).

a) Polifenoloxidasa (PPO)

> Descripcién general
Corresponden a un grupo de enzimas capaces deaatal oxidacion de compuestos
fendlicos a sustancias de color pardo, sobre lpsrBoies de corte de frutas y vegetales
(Whitaker y Lee, 1995). La nominacion de estasraagies variada segun el sustrato en
el cual actuan, siendo nombrada coon-difenoloxidasa@-DPO) o PPO (Crouzet
al., 2000) en frutas y vegetales, y como tirosinasaremales, debido a que la tirosina,
un amino&cido no esencial, es su principal sus(tatet al., 2008).

Esta enzima juega un substancial rol en la pradeade los animales (por ejemplo en la
pigmentacion de la piel), mientras que en microoigyaos y en plantas, no se sabe adn
con certeza sus beneficios (Whitaker y Lee, 1985).embargo, algunos autores han
puntualizado la deseable accion de la PPO en ekpamiento de pasas, higos negros,
té, café y cacao, debido a que el pardeamientongéizo contribuye al desarrollo de los
colores caracteristicos de estos productos (éaaa 1994).

Los mayores inconvenientes de la accion PPO sonogasiona grandes pérdidas
econdmicas en frutas y vegetales frescos, comaidesh papas, manzanas, bananas,
fresas y uvas (Yada al., 1994), debido a que genera la pérdida de color,yosabor,
ademds de una disminucién en sus caracteristitasionales (Whitaker y Lee, 1995).
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» Composicion y estructura guimica
La composicion quimica de esta enzima ha sido etivamente estudiada por
Klabundeet al. (1998) en la planta de camotpdmoea batatas), lo cual ha permitido
comprender de mejor forma la estructura de las RfeQdiferentes vegetales y frutas,
dada la alta similitud existente entre ellas. Ex@as10 estos autores, describieron que la
PPO consta de un centro activo de 2 atomos de ¢Gbe y CuB), en donde cada uno
se encuentra coordinado por 3 residuos de histidiaainoacido esencial), aportados
por la estructura secundaria de polipéptidos (Riglr Asi, el atomo CuA se encuentra
coordinado a los residuos de histidinas 88, 1028y fnientras que el CuB a 240, 274 y
244,
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Figura 4. Estructura en rayos-X del centro actigdadpolifenoloxidasa de la planta de
camote (pomoea batatas) (Klabundeet al., 1998).

» Sustratos
Esta enzima puede reaccionar con distintos susirates como el acido ascorbico y
SO, asi como también con ciertos compuestos fenglamsro los ésteres de los acidos
cindmicos cafeico p-cumarico (acido caftarico y acido cutarico) (Figbja(Li et al.,
2008; Oliveiraet al., 2011).
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i P T L, OH R N, )\ 0w
HO —-I i h . - 'l/v 5 [

Acido cutarico Acido caftarico

Figura 5. Estructura quimica de los sustratos feo®lpreferentes de la PPO en el vino.
Fuente: Informacion recopilada por el autor.

» Mecanismo de accion
La accién de la enzima PPO depende de ciertas aonds del medio en el que se
desarrolla la oxidacion, ya que tiene una actividekima a los 30°C y su accion se
inactiva a un pH inferior de 3,2 (Crouzttl., 2000).
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Bajo condiciones adecuadas, las enzimas PPO ach@aiante ciertas reacciones,
detalladas por Whitaker y Lee (1995). Mediante Waptacion de un modelo
esquematico, demuestran que la enzima PPO poseentasf enzimaticas (“oxi”,
“deoxi” y “met”) y dos actividades [catecolasa (Arresolasa (B)] (Figura 6). Las tres
formas enzimaticas participan en el ciclo de ad#igi catecolasa, en el cual la forma
“deoxi” une oxigeno, mientras las formas “oxi” y éth unen moléculas de catecot (
difenol). En el ciclo de la actividad cresolasagmrticipan las formas “oxi” y “deoxi”,
por lo que son necesarias grandes cantidadesatmbadra llevarlos de la forma “met”
a "deoxi” y asi la enzima ser capaz de realizar eisto.
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Figura 6. Mecanismo propuesto para la oxidacionnedtica de catecoles-difenoles)
(A) y fenoles (monofenoles) (B), mediante la acaitenla polifenoloxidasa (PPO) del
hongoNeurospora crassa (adaptado por Whitaker y Lee, 1995).

Ciclo catecolasa (A): en este ciclo, la enzima PPO en su forma “dedXi"ifjcorpora
una molécula de oxigeno fQcambiando a la forma “oxi” (2). Esta forma epaade
unirse a una molécula de catecol formando el cgm@e-catecol-PPO (3), el cual es
oxidado posteriormente (pierde dos atomos de har@g a una molécula de-
benzoquinona (4), mientras que la enzima es redgaha dos atomos de hidrégeno) a
su forma “met” (5). Luego otra molécula de categ&)lse une a la forma enzimatica
“met”, liberandose una molécula de agua. Postegatenel catecol es oxidado (pierde 1
atomo de hidrégeno) e-benzoquinona, con liberacién de una molécula de 4@y
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mientras que la enzima es reducida a su forma ft&ugial (1), finalizando de esta
manera el ciclo.

Ciclo cresolasa (B): este ciclo ocurre de forma paralela al ciclo caltesa, comenzando
desde la forma enziméatica “met” (5), por lo que segesarias grandes cantidades de
moléculas de catecol para llevar esta forma en@mat“deoxi” (1) y asi poder realizar
ambos ciclos. Al igual que en la actividad catesalda forma enziméatica “deoxi” (1)
incorpora una molécula de oxigeno, cambiando arsoef “oxi” (2), lo que permite unir
un fenol (monofenol) (8) a un grupo de cobre aésade un atomo de oxigeno del grupo
hidroxilo, formando de esta manera el complepfédol-PPO (9). Posteriormente la
posiciénorto del fenol es hidroxilado por un atomo de oxigeebakxigeno molecular
(O2) del complejo (10), ocasionando la consiguient@lanion del catecol (pierde 1
atomo de hidrégeno) e-benzoquinona (7) y la reduccion de la enzima acsmd
“deoxi” inicial (1), completando finalmente el aicl Solo el primer ciclo de la
hidroxilacion del fenol requiere comenzar de lanfar“met”, ya que los siguientes
ciclos comienzan con la forma “deoxi”.

Las polifenoloxidasas en vegetales y frutos suptesentar esta doble actividad, por lo
que el ciclo completo es responsable de origmthenzoquinonas, compuestos que
influyen de forma importante en la composicionakeuinos.

» Productos
Las o-benzoquinonas generadas durante la oxidacion sgnreactivas e inestables,
reaccionando con otros compuestos fendlicos, derdoua sus propiedades redox y
afinidades electrénicas (kt al., 2008). Ademas, pueden reaccionar con grupos aminos
y tioles (glutation y cisteina) de las proteinasaminoacidos libres, mediante un
mecanismo no enzimatico (Whitaker y Lee, 1995)a&stacciones intensifican los
productos coloreados, variando entre el amaribdm, razul, verde o negro (Wong y
Stanton, 198p

b) Lacasa

» Descripcién general
Corresponde a una enzima oxido-reductasa extracgdubducida por diversos hongos
hospederos de plantas, cuyo rol biolégico estécimiado con la degradacion de
lignina, de taninos y xenobidticos organicos tégicpara los organismos Vivos
(herbicidas, plaguicidas) (Mocchiutti, 2007). Eraswiniferas, la lacasa méas estudiada
proviene del hong8otrytis cinerea, responsable de la podredumbre de la uva (Crouzet
et al., 2000).

» Composicion y estructura guimica
Esta enzima es una metalo-glicoproteina que catestd centros activos de iones de
cobre, rodeados por distintos aminoacidos (Clad@4R(Figura 7).
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Figura 7. Estructura de la enzima lacasa de ba®acillus subtilis (His: histidina, Cis:
cisteina y Met: metionina) (Claus, 2004).

El cobre 1 [Cu (1), Figura 7] se encuentra coomtineon dos histidinas y una cisteina,
ademas de estar ligado a una metionina, en el d@adacasas de bacterias, y a una
leucina o fenilalanina en el caso de lacasas dgdso(Claus, 2004). Este cobre, posee
un alto potencial redox, por lo tanto es el sibmde ocurre la oxidacion de los sustratos
reducidos. Las formas Cu (2), Cu (3) y Cu (4), dowdos con histidinas, forman el
grupo trinuclear, lugar donde ocurre la reducciéhaxigeno molecular y la liberacion
de agua (Claus, 2004).

» Sustratos
Los fenoles simples como el catecol y la hidrogoan@on sustratos de oxidacion
tipicos para la mayoria de las enzimas lacasas, gdegguaiacol y el 2,6-dimetoxifenol
son sus sustratos preferidos (Figura 8) (Thurs@®4 )L
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Figura 8. Principales sustratos oxidables de lamentacasa.
Nota: Informacién recopilada por el autor.

» Mecanismo de accion
La reaccidn catalizada por esta enzima (Figuraofjienza con la oxidacion de pa
difenol (pierde un electrén) a un radical librenda consecuente reduccién de oxigeno
molecular en agua (Thurston, 1994). Posteriormeste, radical puede ser convertido a
p-benzoquinona, ya sea por esta enzima o por dectin espontanea (Thurston,
1994). Asimismo, lasp-benzoquinonas vy radicales libres generados pueden
polimerizarse (unién en cadena de pequefias mofoculmondmeros) entre si 0 con
otros flavonoides originando precipitados de coharron o pardo (Thurston, 1994), o
también condensarse (unién de 2 moléculas paraaforuma) con el glutation
(Singleton, 1987).

P-difenol radical libre P-benzoquinona
OH + 0 & 0 Il
e L f_

""‘t"‘:‘} .I‘I _,‘-"f -\HK"\. -/‘ - “-H\\-\.‘
0O, + | J —-—-—h-""/ “ \‘ + H-.O ——l & |
= S T’:f* ”,

OH OH = 0 2l

Polimnerizacion

Figura 9. Mecanismo de reaccion tipica de la entamasa de bacterBacillus subtilis
(Thurston, 1994).

El glutation (antioxidante natural de la uva) pueelccionar con quinonas generadas
de la oxidacion del &cido cafeico (Cheynatral., 1990), formando 2-s-glutationil-
cafeoiltartarico, un compuesto incoloro conocidmogoroducto de reaccion de la uva
(Cheynieret al., 1990). Este producto no puede ser oxidado ponzare PPO, ya que
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es un sustrato especifico de la lacasa, y por esllomostos procedentes de uvas
botritizadas el consumo de oxigeno es mas altoidded una mayor cantidad de
sustratos oxidables, en comparacion a la enzima(RRQinezet al., 1995).

c) Peroxidasa (POD)

> Descripcién general
Las peroxidasas se encuentran ampliamente distabuen plantas, animales, y
microorganismos. En las plantas algunas de lasdoes biologicas atribuidas son la
desintoxicacién de perdoxido de hidrogeno, biosiastds lignina, sefiales hormonales y
respuesta a distintos estreses abidticos (@ab., 2010). En la uva, esta enzima se
localiza en las vacuolas de las células, y suidetivdepende del peréxido de hidrégeno
(H20,) disponible en el medio (l&t al., 2008).
Algunos autores (Robardsal., 1999), afirman que su accion es insignificantératas
como la uva, por lo que ha sido poco estudiadaleprazeso de oxidacion. Sin
embargo, sostienen que su actividad para degradales aumenta cuando coexiste con
la PPO.

» Mecanismo de accion
Esta enzima cataliza la oxidacion de ciertos comstege como fenoles y aminas
aromaticas (ceden electrones), por medio de pardxiEbO,), originando complejos
coloreados y agua (lat al., 2008). En la Figura 4, se muestran que 4 moléaldas
fenol guaiacol son oxidadas por medio de 4 molécde peroxido de hidrégeno,
reaccion catalizada por la enzima peroxidasa. Be@eceso, se origina un complejo
coloreado de tetraguaiacol y 8 moléculas de agua.

OCH: OCH:

J\ OH | “"“TD o—”/ =
4 ﬂ T + 4 H,O; . ~F + 8H,O
N R
8H X R
Guaiacol P-a_-rﬁ;i:lu de 1 j
hidrégeno 0 00—~ _~#

Tetraguaiacol
{complejo coloreado)

Figura 10. Oxidacion del sustrato guaiacol en preisede la enzima POD.
Nota: Informacién recopilada por el autor.

3.5.1.2.Analisis comparativo entre enzimas
La enzima lacasa tiene la ventaja de poder utiimamayor nimero de sustratas (
difenoles yp-difenoles) que la PPO (Ortega, 2003). Ademas, @srfénte soluble en el
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medio en el cual se desarrolla, es mas activaigteese al SQ@ pudiendo estar presente
en el vino final (Ribéreau-Gayaoet al., 2006). En cambio, las enzimas PPO y POD
tienen mayores similitudes entre si, ya que amhssign proporcionar una gran
cantidad y variedad de reacciones, razon por lasmumaconsideradas como las enzimas
de mayor versatilidad que cualquier otra (De Rieal., 2003).

Por su lado la POD observada en plantas superezragconocida como una de las
enzimas mas estables en relacion al tratamientoid@r (Clemente, 1998). En un
estudio del autor Piert al. (2003), se sometié la POD y la PPO a un aumento de
temperatura (60°C, 65°C, 70°C y 75°C) durante Tutwms, lo cual afecto la actividad
enzimatica de ambas. Sin embargo, el intervaléedepo y las temperaturas analizadas
no fueron suficientes para la inactivacion totaladBOD, pero si de la PPO.

3.5.2. Oxidaciéon no enziméatica

» Descripcién general
Estas reacciones, también llamadas oxidacionesicpgmocurren en ausencia de la
activacion de la enzima PPO, por lo que la oxidadé los fenoles se produce sdlo por
reacciones quimicas de auto oxidacion (Loyola ytd)s1980). Estas reacciones
ocurren mayormente en el vino fermentado y trameoute forma mucho mas lenta que
las oxidaciones enzimaticas (Loyola y Bustos, 198@ndo catalizadas por metales de
transicion (Danilewicz, 2003; Waterhouse y Lau2i@Q6; Liet al., 2008).

» Metales de transicion en el vino

En el vino, los iones metales de transicion comdietro y el cobre estan muy
presentes, originandose por la captura de la pldesale el suelo o por equipos de
operacion enologicos (Lasanéh al., 2005). Sin embargo, con el creciente uso de
implementos de acero inoxidable en la industriddgica, los niveles de estos metales
han disminuido, encontrandose en vinos nivelepemota 0-5 mg/L de hierro y 0,1-0,3
mg/L de cobre (Lasantat al., 2005; Robartset al., 1999). Sin embargo, bajas
concentraciones de estos metales podrian causgualeforma un deterioro oxidativo
en vinos (Lasantet al., 2005; Robartst al., 1999).

» Sustratos
Los sustratos oxidables son todos aquellos poliésnoon un anillo catecob<{difenol)
o un grupo 1,2,3-trihidroxibenceno, como por ejemgh (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (+)-galocatequina, antocianos (mailajd resveratrol, acidos benzoicos
(acido galico y sus ésteres), acidos cinAmicosi¢acaféico y acidg-cumarico) y sus
ésteres tartaricos (acido caftarico y acido cubqriSingleton, 1987; Danilewicz, 2003;
Li et al., 2008; Queirozt al., 2008) (Figura 11).
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Figura 11. Estructura quimica de los principaledratos de la oxidacion no enzimatica.
Nota: Informacién recopilada por el autor.

» Mecanismo de accion
Los autores Danilewicz (2003) y Waterhouse y La(2{@06) han examinado como el
oxigeno reacciona con los compuestos del vinoc@sio también la participacion de
iones de metales de transicion en estas reacci@s#gs autores concluyen que el
oxigeno no reacciona directamente con los compsidst®licos, sin la presencia de
iones metalicos.

El proceso de oxidacién no enziméatica (Figura I#thienza con la oxidacién de los
sustratos, como el difenol, a radicales semiquisoifd) y luego a quinona
(benzoquinona) (2), mientras el oxigeno es redugigeréxido de hidrégeno §8,) (3)
(Danilewicz, 2003). Este proceso es mediado pocicio redox de los iones de hierro
(Fe**y Fe?") (A) y cobre (CUf*y Cu*) (B) (Danilewicz, 2003).

Difenal Eadical sermqunona
2T __,fc"-’ &
/[. H Fe¥s o "9 B |f ‘q]/--“"
B "‘HD Va E’J‘_\ Lu“\,_ T l\l - K - \\-‘f
A 3 Y woT TF
A~ O (1) ‘1.( ) ;I\ I:B) I (3 /.( HO. Cuinona
®» > I« = ] ]
R e H"‘o_, HO ’ \H"M.\:".-:":’ T
Eadical semuqunona TDifenal

Figura 12. Accién catalitica de los iones de hi¢Fe®" y Fe®*) y cobre (CU*y Cu™)
en la oxidacién de difenoles para producir quinopgeréxido de hidrogeno (8,)
(Danilewicz, 2003).

Este tipo de reacciones se caracterizan por secatatiticas, es decir que algunos de
los productos generados posteriormente actian catatizadores de otras reacciones
de oxidacion, interviniendo nuevamente sobre siostreomo los compuestos fenélicos
(Danilewicz, 2003; Waterhouse y Laurie 2006).
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» Productos
Las quinonas formadas por la oxidacidon de fendde®eh las mismas caracteristicas que
las producidas en la oxidacion enzimatica, sontatdss y pueden sufrir reacciones,
produciendo dimeros o polimeros que son mas factemexidables y que pueden
causar la formacion de nuevos pigmentos(lal., 2008).

Por su parte, el peroxido de hidrogeno@b) formado durante la oxidacién de los
fenoles puede asociarse con el ion ferroso {lfee ion férrico (Fe*"), generando
especies reactivas al oxigeno (EROs), como losabkdi hidroxilos (HO-), proceso
conocido como “reaccion de Fenton” (Waterhouse wriea 2006) (Figura 13).

+ i+ . -
Fel 4 H0o — > Fe  + HO" + HO

Fe3++ H05 —— Fe + 21" + 0O)

Figura 13. Reacciones de Fenton (Waterhouse y&,a2006).

El radical hidroxilo es producto de la reduccioh adgeno y es reconocido por oxidar
casi cualquier molécula organica presente en @ (ivlaterhouse y Laurie, 2006). Por
otra parte, debido a su no selectividad, este ahdiacciona con la especie mas
proxima, en funcion de su concentracion (DanilewR203; Liet al., 2008), como el
etanol, acido tartarico, glicerol, azucares y &sidwganicos (Danilewicz, 2003;
Waterhouse y Laurie, 2006). La reaccion del etapal acido tartarico con el radical
hidroxilo (proveniente de la interaccién entre el'’y H,0,) va a originar acetaldehido
y acido glicolitico respectivamente (figura 14).

Hrr-":_.-"l— EE- ,H
CH,CH,0H - HyC —4
S
Etanol Acetaldeido

HO  OH HyOy /e ™ H
/—( - HO,C—E,
HOLC CoH A

L-tartarico Acido glicolitico

Figura 14. Oxidacion del etanol y el acido tar@nprovocada por el radical hidroxilo
(HO-) (Waterhouse y Laurie, 2006).

De acuerdo a lo sefialado anteriormente, son varibdomecanismos de accion que
posee el oxigeno para realizar oxidaciones dedoguestos fendlicos presentes en el
vino. Esto puede ocasionar efectos tanto posittemso negativos en el producto final,

lo que va a depender de los manejos y cuidadossguengan en todo el proceso
productivo con respecto al contacto del oxigenoetanosto y vino.
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4. Efectos de la oxidacion en vinos

La oxidacion de polifenoles en vinos, podria sejudécial en algunos casos, asi como
también beneficioso en otros, ya que en vinos gitdodegradacion oxidativa podria
realza el color, pero los vinos blancos podriase/duertemente afectados (Singleton,
1987). Contrariamente a esto, varios autores afirouze el ingreso de oxigeno en
mostos y vinos podria constituir un importante fieree(Martinezet al., 1995; Cejudo

et al., 2011; Francoet al., 1993; Ribéreau-Gayost al., 2006). A continuacion se
describen los principales efectos sensoriales iposity negativos, asociados a la
oxidacion de compuestos fendlicos en vinos.

4.1. Efectos positivos del oxigeno

Hiper-oxigenacion. Existen diferentes técnicas usadas por los pmiates endlogos
para incorporar oxigeno de forma beneficiosa ab,vitcomo por ejemplo la hiper-
oxigenacion. Esta practica consiste en la adiggterna de oxigeno, mediante un
difusor, a un mosto no sulfitado hasta llegar arsaton (Cejudoet al., 2011). El
objetivo es oxidar a los polifenoles y originarmgtas polimeros que luego decanten en
el fondo del depdsito (Franca al., 1993). Esto, provocaria una disminucion de los
potenciales sustratos fendlicos facilmente oxidaldel vino, originado vinos mas
estables a la oxidacion (Martinex al., 1995; Ribéreau-Gayomet al., 2006) que
aquellos fermentados con mosto no oxidado, endakes muchos polifenoles redundan
en un alto potencial de pardeamiento (Cheytial., 1990).

La menor cantidad de polifenoles totales en vimatados bajo la técnica de hiper-
oxigenacion, ha sido demostrado por diversos asitd@ksi, Castro y Barroso (2001),
analizaron vinos de la variedad Palomino elabordmgs esta técnica, evidenciando
una disminucién del contenido polifendlico [aciddigo, acido caftarico, acido caféico,
2-s-glutationil-cafeoiltartarico, (+)-catequina y-€épicatequina, entre otros] respecto a
un vino elaborado de forma tradicional (en ausem@aoxigeno). Los resultados
demostraron que se produce una disminucion efedivéa oxidacion del producto,
debido a los bajos contenidos de sustratos potereniée oxidables.

Resultados similares se obtuvieron en el estudibzeglo por Martinezt al. (1995),
con la variedad Viura en Espafia, en el cual fuecomparados mostos hiper-
oxigenados con y sin adicion de sulfuroso, respaata mosto sin tratar (testigo). Los
resultados demostraron que en los mostos en ldsscs® adicion6 oxigeno se present6
una disminucién de los polifenoles totales, espeuifente acidos hidroxicinamicos, asi
como también un aumento de la absorbancia de 42@componente amarilla del
color), debido a las reacciones de oxidacion pteseen el medio. Por otra parte, la
adicién SQ tuvo una gran influencia sobre esta técnica, pugst tiene un efecto
antioxidante sobre el mosto, y por lo tanto blogeregarte la accion del oxigeno sobre
los polifenoles. Cabe destacar que segun el amabigjanoléptico, no se aprecia
preferencia por un determinado tratamiento, lo iqdéecaria que la hiper-oxigenacion
no modifica notablemente el perfil sensorial devio®s.
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Micro-oxigenacion. Otra técnica muy utilizada es la micro-oxigenagcidncual tiene
como objetivo imitar los efectos de la evoluciéntéedentro de una barrica, pero en un
corto periodo de tiempo y por un costo menor aol@tgzo, asociado al uso de barricas
de roble (Paristet al., 2000; Kelly y Wollan, 2003; Lesica y Kosmerl, 200%a
practica consiste basicamente en la incorporacidiircua de pequefias cantidades de
oxigeno en el vino a una menor tasa de consumotaldenanera que no haya
acumulacion de oxigeno disuelto en el vino (Kellwgllan, 2003; Lesica y Kosmerl,
2009). El microdifusor es la parte mas importargessta técnica, debido a que a través
de la inyeccién gaseosa de oxigeno al vino, provadarmacion de microburbujas
(Canoet al., 2008). Estas burbujas ascienden a través del disolviéndose a medida
que llegan a la superficie (Casaioal., 2008).

El efecto de la micro-oxigenacion también es fureiete afectado por los factores que
afectan a la oxidacién y por lo tanto a la difusitah oxigeno en el vino, mencionados
anteriormente. Los principales beneficios orgartaiép de este proceso en el producto
serian la mejoria de la sensacion en boca (cuerfextyra), la disminucién de la
astringencia por la suavizacion de los taninopglaistencia del color, el aumento de la
estabilidad a la oxidacion, la disminucion de losneas vegetales y reductivos, y una
mejora en los caracteres afrutados varietales (€zaig 2008; Singleton, 1987; Lesica
y Kosmerl, 2009).

Diversas investigaciones llevadas a cabo por Llagdgl. (2006), Cabanillagt al.
(2001) y Cancet al. (2008) han demostrado la eficacia de los apodesr@ados de
oxigeno al vino. Para ello, analizaron la influende la micro-oxigenacion sobre la
composicion fendlica (principalmente antocianosyimgencia y color, en diversos
vinos tintos previo a la crianza en barricas. Lesultados demostraron que aquellos
vinos tratados presentaron un color ligeramenteosiémenso y mas evolucionado a
matices de color amarillo, pero esta intensidadreoke seria superior al final de la
crianza, debido a una evolucion mucho mas lenta.oRo lado, la concentracion de
antocianos totales resultd ser menor en los vinasadicion de oxigeno respecto a los
vinos sin tratar, sin embargo, la cantidad de amtos combinados fue mayor. Esto
altimo se deberia a que la presencia de oxigendupeola formacion de acetaldehido
por oxidacion de los peroxidos a partir de etagoé actia como puente de unidn entre
antocianos y flavanoles, originando polimeros metaldes (Vivas and Glories, 1996).
Adicionalmente, se produciria un aumento en lanpardizacion de proantocianidinas
(taninos condensados), 10 que se traduciria erprg@@pitacion de la materia colorante
inestable en la barrica o cuba y no en la botelt@inando vinos mas estables en
términos de color y taninos, con una consiguidigminucion de la astringencia.

Desde el punto de vista sensorial, investigacioeaszadas por Lavigne (1995), Ortiz y
Ramirez (2005) demostraron que la presencia deewaigcontrolado en vinos
provocaria la desaparicion de olores a reducciba, mayor intensidad de percepcion
de los aromas varietales, una sensacion en bocagrégable, y sensaciones grasas que
indican una mayor redondez del vino, lo que seuttacen una astringencia y amargor
mas débil. No obstante lo anterior, Cabani#agl. (2001) comprobaron que el vino
criado en barrica fue preferido por el panel deud&gion, frente al obtenido mediante
micro-oxigenacion. Esta preferencia de los degosésdprobablemente se debe a que la
crianza en barricas ademas enriqueceria el virar@anas y sabores, y le otorgaria una
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complejidad y equilibrio dificiles de conseguir nade esta técnica alternativa
(Cabanillast al., 2001).

4.2. Efectos negativos del oxigeno

Las desventajas de la degradacion oxidativa ersuiiam sido ampliamente estudiadas
por diversos autores (Ferreigh al., 2002; Berradrest al., 2007; Li et al., 2008).
Fundamentalmente, se ha observado que la aplicdeiboxigeno en forma excesiva
produciria una disminucion en las caracteristieasariales del producto.

Olfato. Desde el punto de vista olfativo, se ha observpdnla presencia excesiva de
oxigeno produce una pérdida en las caracterisiroasaticas de vinos jovenes, es decir,
aromas varietales florales y frutales, viéndosgudarado ademas el aspecto gustativo,
debido a la destruccidon del afrutado de los virberradreet al., 2007). Silvaet al.
(2002) realizaron diversos analisis quimicos ewnviblancos oxidados, observando que
se produce una disminucion de los terpenos y mmesmides, compuestos aromaticos
que imparten aromas florales. Adicionalmente, tasgencia excesiva de oxigeno
generaria olores desagradables (Escuetesb, 2000; Ferreirat al., 2002; Silvaet al.,
2002), los cuales podrian atribuirse a la formaditen aldehidos, particularmente
metional y fenilacetaldehido (Buereb al., 2010). Estos compuestos, que presentan
notas aromaticas descritas como “similar a miéfiatata cocida” respectivamente, son
abundantes en vinos oxidados (Escuaegb., 2000; Silvaet al., 2002).

Es importante destacar que el tipo de aroma y sgboerado durante la oxidacion
depende tanto del tipo de vino, como del grado>déacion (Escuderet al., 2000).
Asi, son muchos mas los compuestos aromaticoseymieden formar durante este
proceso, los cuales han sido definidos por divepsoseles sensoriales como notas a
verduras cocidas, rancio, picante, grasa, humegdeahja, mientras que otros los
describen como aromas dulces a licores, caramsiez& y madera, evocando al brandy
o whisky envejecido (Escudeebal., 2000; Escuderet al., 2002; Ferreirat al., 2003).

Vista. Otro gran problema que ocasiona la oxidacion edtémacion del color y de la
composicién cromatica de mostos y vinos, puesto ésies se tornan de un color
marron o pardo, fendmeno que es conocido como aanieato (Ferreirat al., 2002;
Zironi et al., 2009). Esto resulta ser altamente perjudicial pegainos, debido a que el
color es considerado un importante parametro, soli@ en vinos blancos (Du Taat
al., 2006). Salachat al. (2008) sometieron 13 vinos blancos de distintagedades a
una oxidacion acelerada durante 10 dias en almaent# en botella, midiendo la
absorbancia a 420 nm, parametro que se relacioeetainente con el color marrén en
vinos blancos. Aunque, los valores obtenidos fueliferentes para cada variedad,
todos mostraron una tendencia hacia el incremamgallal final del periodo, lo que fue
corroborado por un estudio posterior de Kallithretka . (2009).
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CONCLUSIONES

Dentro de los compuestos fendlicos presentes eosMitancos y tintos, los acidos
cindmicos y flavanoles son los mas susceptibles axidacion, debido a la estructura
quimica que poseen. Esto quiere decir que la ctraédn y tipo de composicion

fendlica determina que vinos son mas propensostanse.

Respecto a los mecanismos de accion del oxigengmrasleso de oxidacion no
enzimatica o quimica constituye ser el mas relevgnrecuente en la elaboracion de
vinos, ademas de ser mas perjudicial que la oxdda@nzimatica, debido a la
produccion de especies reactivas al oxigeno (ERO®).embrago, la oxidacion
enzimatica catalizada por la enzima polifenoloxddasmbién destaca por su
importancia en los vinos, debido a las grandesig@sdsensoriales y nutricionales que
ésta genera.

Los efectos asociados a la oxidacion de polifen@esvinos son principalmente
organolépticos, y pueden ser positivos (disminudi@nla astringencia y amargor,
persistencia del color, disminucién de aromas \agety reductivos, mejora en
caracteres varietales, particularmente floralestales), si la incorporacién de oxigeno
se realiza de forma controlada, asi como tambi@atives (pérdida de caracteristicas
aromaticas varietales, formacion de olores desabtes, alteracion del color vy
composicién croméatica, destruccién del afrutada)carre de forma accidental.
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