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RESUMEN

El propdsito de este estudio se baséd en el desarrollo de dos ensayos. En el primero de
ellos se pretendi6 determinar la concentracion de urea en vinos comerciales chilenos, 15
vinos tintos y 5 Late Harvest, utilizando para los primeros un método colorimétrico y para
los Late Harvest un método enzimatico (Kit enzimdatico Urea-Amonio, Boehringer

Manheim).

En un segundo ensayo se pretendio evaluar la influencia del tiempo y la temperatura de
almacenamiento, en la concentracion de urea, en un vino tinto con una concentracion inicial
de 5 mg/L. Las mediciones se hicieron utilizando el método colorimétrico una vez por

semana durante 2 meses.

Los vinos comerciales utilizados corresponden a vinos de 5 vifias escogidas al azar y
para el segundo ensayo se utilizé vino en etapa de elaboracion de la vendimia 2003 el cual
se sometid a diferentes temperaturas para evaluar su efecto en la evolucion de la

concentracion de urea.

Los resultados obtenidos permiten sefialar que en los 15 vinos tintos utilizados no se
presentan niveles altos de urea, lo que reduce las posibilidades de formacion potencial de
carbamato de etilo, a diferencia de uno de los cinco vinos Late Harvest que presenté una

concentraciéon mayor a los 3 mg/L.

Para el caso del vino sometido a distintas temperaturas se observa claramente una
disminucion en la concentracion de urea en el tiempo, mayormente en el vino sometido a la
temperatura mas alta (37 £ 1° C), lo que hace probable la formacion de carbamato de etilo

por efecto de esta variable.



Palabras claves
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SUMARY

The purpose of this study was based in the development of two ensay. The first one
tried to determinate the urea concentration in chilean commercial wines, 15 red wines and 5
Late Harvest using for the first ones a colorimetric method and for the Late Harvest an

enzymatic method (enzymatic kit urea-amonio, Boehringer Manheim).

The second test tried to evaluate the time and temperature storage influence in urea
concentration, in red wine with an initial concentration of the 5 mg/L. Measurements were

made using the colorimetric method once a week during 2 months.

The commercial used wines belong to 5 wineyards selected at random and for the
second test was used a wine in devellopping phase of 2003 grape harvest, wich was

subjected to defferents temperatures to evaluate it’s effect in urea concentration evolution.

The obtained results allow to point out that in the 15 red wines used, there are not high
urea levels, what reduce the posibilities of carbamat of ethyl, differently one of five Late

harvest wines which presented a bigger concentration at 3 mg/L.

In the case of the wines subjected to differents temperatures, it is clearly noticed a
decrease in the concentration of urea in time, a big amount in the wine subjected to the
highest temperature (37 £ 1° C), what make probable the ethyl carbamate formation,

because of the effect of this variable.
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INTRODUCCION

Los compuestos nitrogenados presentes tanto en el mosto como en el vino, provienen de
las distintas partes de la uva y su principal caracteristica es su gran variabilidad desde el
punto de vista cuantitativo. Su importancia radica, basicamente, en el aporte nutritivo para
levaduras y bacterias en el proceso de vinificacion. Ademas, desempefian un papel
importante en el proceso de fermentacion, clarificacion y pueden influir, en menor grado,

en el desarrollo de aromas y buqué del vino.

Sin embargo, estos compuestos debido a la misma actividad metabolica de los
microorganismos pueden dar origen a ciertos agentes que son dafinos para la salud de los
consumidores, es el caso del carbamato de etilo (CE), que precisamente resulta de la
interaccion de un compuesto nitrogenado importante, como es la urea, con el etanol
formado durante la fermentacion del mosto; su formacion, ademas de la presencia de urea

es funcion de variables como el tiempo y la temperatura.

Algunos estudios han demostrado que la mayor fraccion de urea formada en los vinos
durante la fermentacion proviene de la degradacion de arginina, uno de los aminoécidos
mas abundantes en los jugos de uva, sin embargo, existen otros factores que pueden
interferir en su formacion, por ejemplo: la fertilizacion nitrogenada del vifiedo, la cepa de

levadura y la aireacion en el proceso fermentativo.

La urea fue utilizada por muchos afnos en todos los tipos de fermentaciones para
complementar las necesidades de nitrogeno de las levaduras. Sin embargo, altas
concentraciones de urea (superiores a 2 mg/L), favorecen la formacion de CE, agente
cancerigeno encontrado por investigadores canadienses, en cantidades importantes en los

vinos de Jerez y de postre, en la década de los ochenta.



Es asi, como diversos paises han establecido limites en la concentracion de CE presente
en sus vinos; Canada, por ejemplo, no tolera una concentracion mayor a 30 ug/L y Estados

Unidos no permite concentraciones superiores a 15 pg/L.

Considerando que la concentraciéon de urea esta directamente relacionada con la
presencia de carbamato de etilo en los vinos y como no existe en Chile investigacion al

respecto, este estudio se plantea los siguientes objetivos:

- Determinar el contenido de urea en algunos vinos tintos y Late Harvest comerciales.
- Determinar el efecto de la temperatura y el tiempo, durante la evolucion post-

fermentativa, sobre la concentracion de urea en un vino tinto.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Compuestos nitrogenados del mosto

Los mostos contienen una pequeila proporcion de sustancias nitrogenadas (0,3 a 1,5
gramos de nitrégeno por litro), que son necesarias para la nutricion de las levaduras. Una
parte de las sustancias nitrogenadas contenidas en los mostos es aprovechada por la
levadura como alimento, y en una buena elaboracion quedan separadas del vino, con la
misma levadura, en el descube y primeros trasiegos. En consecuencia, en el vino son
normalmente muy escasas las sustancias nitrogenadas, y la disminucion de ellas se acentia

gradualmente durante la conservacion y crianza (Marcilla, 1954).

Las materias nitrogenadas se encuentran en el mosto en forma de amoniaco y en forma

organica, constituida por aminoécidos, polipéptidos y proteinas.

En el mosto y el vino se encuentran la mayoria de los 20 aminoacidos. La cantidad de
cada uno de ellos depende de la variedad de uvas, del cultivo y de las técnicas de
elaboracion, siendo la prolina y la arginina los que se encuentran en concentraciones

relativamente altas (Zoecklein et al, 2000).

El nitrogeno del amoniaco estd presente en cantidades notables, aunque no siempre
suficientes para una fermentacion rapida; esta forma de nitrogeno es, en efecto, esencial
para la buena marcha de la fermentacion. El nitrégeno proteico estd siempre presente:

proviene del citoplasma (Ribéreau-Gayon et al, 1991).



Compuestos nitrogenados del vino

Los compuestos nitrogenados del vino incluyen proteinas, polipéptidos, péptidos,
aminoacidos, amidas y amoniaco (Zoecklein et a/, 2000), siendo los polipéptidos la forma

mas importante del nitrégeno en los vinos (Aleixandre, 1999).

Las sustancias nitrogenadas tienen poca influencia sobre el sabor del vino, sin embargo,
son importantes como sustancias nutritivas indispensables para las levaduras y las bacterias.
Los vinos contienen de 1 a 3 g/L de sustancias nitrogenadas. Algunas de ellas pueden
insolubilizarse y producir alteraciones en la conservacion de los vinos blancos
embotellados (Aleixandre, 1999), ya que los compuestos proteicos pueden dificultar la

clarificacion y la estabilidad de los vinos blancos de mesa (Zoecklein et al, 2000).

El contenido en nitrogeno total de un mosto de uva o de un vino se corresponde con la

suma de diferentes fracciones nitrogenadas, aminoacidos libres, péptidos, proteinas, etc.

Algunas de estas fracciones, como los aminoacidos y las proteinas han sido objeto de
numerosos trabajos; otros como los péptidos permanecen hoy practicamente desconocidos,
por lo tanto, es dificil hacer un balance exacto de los compuestos nitrogenados de un mosto

de uva o de un vino y de apreciar totalmente el interés enologico.

El contenido nitrogenado del vino se modifica significativamente durante la
fermentacion malolactica, ya que, las bacterias lacticas utilizan algunos aminoacidos como
factores de crecimiento. Existen también los compuestos nitrogenados volatiles, los mas
abundantes en el vino son las acetamidas y sus aminas correspondientes. Estas no tienen
influencia sobre el aroma ya que al pH del vino estdn protonadas y, por lo tanto, no
volatiles. Como las levaduras producen pocas aminas, ¢éstas provienen del mosto o de la

fermentacion malolactica (Flanzy, 2000).



Otros compuestos nitrogenados del vino son las aminas, nitratos (NO3; ) y nitritos
(NO; ), estos ultimos representan menos del 0,3% del nitrogeno total. Las aminas
biogénicas, como histamina y tiramina, se forman por descarboxilacion bacteriana a partir

de los aminoacidos correspondientes (Zoecklein et al, 2000).

Los componentes del sabor que contienen nitrégeno son importantes en enologia. Por
ejemplo, el antranilato de metilo y la o-aminoacetofenona, se relacionan con el sabor acre y
también se ha informado de que las 2-metoxipirazinas son responsables de los aromas
herbaceos frecuentemente detectados en los vinos elaborados con Cabernet Sauvignon y

Sauvignon Blanc (Zoecklein et al, 2000).

Las sales de amonio, que estan de forma natural en el mosto y son eventualmente la
forma de nitrogeno mas répida y completamente asimilada por las levaduras, al final se
presentan en el vino a nivel de trazas: generalmente menos de 10 mg/L. Estas mismas sales
se utilizan para suplementar los mostos deficitarios en nitrégeno, sin embargo, tales

adiciones pueden aumentar la produccion de urea (Monteiro y Bisson, 1991).

Origen v contenido de urea en los vinos

Los principales factores en la produccion de urea parecen ser: cepa de levadura, exceso
de arginina (con alta cantidad de aminoacidos totales) y aireaciébn en el proceso

fermentativo (Ough y Henschke, 1989).

Con respecto a la arginina, se ha establecido que junto con la prolina son los
aminoacidos encontrados en mayor concentracion en los jugos de uva; la arginasa de las
levaduras cataliza la transformacion de arginina a ornitina y urea (Monteiro et al, 1989) y
considerando que la presencia de etanol inhibe el crecimiento de las levaduras, la captacion
de arginina disminuye, lo que reduce la formaciéon de urea y su excrecion al medio

fermentativo. Asi mismo, se ha comprobado que la adicion de arginina al medio provoca



mayor excrecion y menor reabsorcion de urea, sin descontar que la levadura utilizada y la
temperatura de fermentacion constituyen factores importantes en la cantidad residual de

urea presente en el vino terminado (Ough et a/, 1988a; An y Ough, 1993).

Otra fuente importante de urea en los vinos es la degradacion de las purinas, sin
embargo, los niveles de purina son relativamente bajos en los jugos de uva, por
consiguiente es improbable que estos compuestos se utilicen como fuentes de nitrogeno
durante la vinificacion (Monteiro et al, 1989). A pesar de esto, el origen de la urea a partir
de la degradacion de la purina no puede desconocerse, particularmente al final de la

fermentacion (Monteiro y Bisson, 1991a).

Mientras la prolina no puede degradarse en ausencia de oxigeno, la arginina es
rapidamente utilizada como una fuente de nitrogeno durante las fermentaciones anaerobicas

(Monteiro y Bisson, 1991a).

Experimentos realizados por Henschke y Ough (1991), demostraron que la fase rapida
de acumulacion de urea coincide con el periodo de crecimiento de las levaduras y la fase de
utilizacion con la fase estacionaria. Ademas, concluyeron que la adicion de amonio y otros
aminoacidos podrian impedir la absorcion de arginina por la levadura, previniendo asi la

formacion de urea.

En procesos no aireados las levaduras no pueden utilizar rapidamente la arginina y por
lo tanto la formacion de urea es escasa. En condiciones aerdbicas limitadas (aerobiosis
inicial seguida por fermentacion anaerdbica) se produce una acumulacion rapida, pero la
urea es solo utilizada parcialmente durante la ultima fase de fermentacion, esto produce una
concentracion alta de urea en el vino terminado. Sélo concentraciones muy bajas de urea
aumentan en el vino cuando los fermentos anaerobios son aireados durante la tltima fase de
fermentacion, éste puede ser el resultado de un estimulo pequefio a la actividad metabodlica

de las levaduras durante la tltima fase de fermentacion (Henschke y Ough, 1991).
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La concentracion de urea en el vino tiene estrecha relacion con el nivel de fertilizacion
nitrogenada en el vifiedo (Ough et al, 1989; Ough et al, 1990; Spayd et al, 1991; Bertrand,
2000). Por tanto, se puede reducir la cantidad de urea formada en el vino, disminuyendo la
fertilizacion, utilizando cepas de levadura que liberen menos urea y en vinos que se

elaboran con adicion de alcohol, encabezamiento cuando la concentracion de urea es baja.

Sin embargo, reducir la concentracion de urea inmediatamente después de la
fermentacion es probablemente la mejor solucion para limitar la produccion de CE

(Zoecklein et al, 2000).

La urea puede ser metabolizada por levaduras del género Saccharomyces via urea
carboxilasa y alofanato hidrolasa y formar amoniaco y anhidrido carbonico, o bien
excretarse de la célula via difusion facilitada (Figura 1), por tanto la concentracion de urea
encontrada en los vinos se debe a la excrecion de ésta al medio fermentativo como

consecuencia del metabolismo de las levaduras (Monteiro et al, 1989).

NH; HCO; ATP ADP COOH H,O
Cc=0 » NH, » 2NH; + 2CO,
NH, Biotin urea carboxilasa C=0 Alofanato
NH, hidrolasa
Urea Alofanato

Figura 1. Degradacion de la urea por Saccharomyces cerevisiae (Ough et al, 1988Db).

Formacion de carbamato de etilo en los vinos

Se considera que la urea presente en el vino es el precursor principal del CE, también

conocido como uretano (Ough y Trioli, 1988; Tegmo-Larsson y Henick-Kling, 1990;
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Monteiro et al, 1989), éste ha demostrado ser un agente cancerigeno en animales de
laboratorio (Ough, 1976; Ough et al, 1988a; Canas et al, 1989; Todoroki et al, 1990;
Kodama et al, 1994; Whiton y Zoecklein, 2002), estudios indican que la dosis diaria
tolerable para éstos animales es 1,5 mg/kg/dia y para el hombre result6 ser de 0,3 pug/kg/dia
(Bertrand, 2000).

Existen otros precursores de CE en los vinos, como la citrulina (aminoacido presente en
cantidades importantes en los jugos de uvas y vinos) y carbamil fosfato que pueden formar
uretano en presencia de etanol (Ough et al, 1988b; Nagel y Weller, 1989; Ough et al, 1990;
Ough et al, 1991; Sponholz, 1991; Liu et al, 1994).

La concentracion de éste agente cancerigeno es dependiente de los niveles de urea,
citrulina y etanol, asi como del pH y la temperatura (Henschke y Ough, 1991). Sin
embargo, trabajos posteriores realizados por Stevens y Ough (1993), demostraron que

factores como el pH y tipo de vino no son significativos en su acumulacion.

Estudios han demostrado que la urea es el principal precursor de CE que al reaccionar
con el etanol lo produce durante el almacenamiento y crianza del vino. Otro componente
que reacciona con el etanol para formar CE es la citrulina, la cual es formada por ciertas
bacterias lacticas presentes en el vino, pero lo hace en un grado mucho menor que la urea
(Ough et al, 1988b; Almy y Ough, 1989; Monteiro et al, 1989; Daudt et al, 1992; Stevens y
Ough, 1993 y Liu et al, 1994). Por lo tanto la cantidad potencial de CE depende
principalmente de las condiciones, el tiempo de almacenamiento y de la concentracion de
urea presente en los vinos (Ough et al, 1990). Bertrand (2000), indica que el CE potencial,
podria aumentar en un 35% calentando el vino a 70°C por 72 horas y que vinos con
concentraciones de urea mayores a 2 mg/L pueden llegar a tener hasta 20 pg/L. de CE

después de 5 anos de envejecimiento.
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Determinacién de urea en los vinos

Los métodos mas usados para la medicion de urea en los vinos, son el método quimico,
Almy y Ough (1989) y el método enzimatico. Ambos métodos han resultado confiables y
precisos, sin embargo, el método enzimatico a pesar de ser mucho mas simple y rapido
presenta costos mas elevados, a diferencia del método quimico que si bien es mas
engorroso, es de menos costo. Por ultimo el método enzimatico se recomienda para vinos
blancos, ya que, los vinos tintos poseen macromoléculas que pueden interferir en la
reaccion enzimatica, a pesar que el carbon activado elimina muchos compuestos fenélicos,

los resultados obtenidos son poco satisfactorios (Bertrand, 2000).

Método quimico

Principio. La urea se fija en una resina intercambiadora de cationes, se desorbe mediante
una solucidon de cloruro de sodio acidificada con acido clorhidrico. Enseguida la urea se
hace reaccionar con I-fenil-1,2-propanodiona-2-oxima en medio acido. El cromodforo
producto de la reaccion se mide a una longitud de onda de 540 nm, la absorbancia
determinada es proporcional a la concentracion de urea presente en el vino (Almy y Ough,

1989).

Método enzimatico

Principio. La urea se hidroliza en amoniaco y didxido de carbono en presencia de la enzima

ureasa (Figura 2).
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Ureasa

2H,0 +NH, NH, o) (¢
NH," NH,"

2H,0

2NH; OH™ + H,COs

CO, + HO

Figura 2. Degradacion de la urea por accion de la ureasa (Bertrand, 2000).

Después, en presencia de un catalizador enzimatico glutamato deshidrogenasa (GDH) y

de la coenzima nicotinamida-adenina-dinucleo6tido reduce al NADH, el amoniaco reacciona

con 2-oxoglutarato (Figura 3).

H (¢} O H (o)
(o) (0) H o o NH,
CCH,CH,COC + NH, — " CCH,CH,CHC +
o o o o N*
2-oxoglutarato N
NH," R
R NAD"
NADH
NH,
(e}
CCH,CH,CHC
o
L-glutamato

Figura 3. Reaccion del amoniaco y oxidacion del NADH (Bertrand, 2000).
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Una molécula de urea se degrada en dos moléculas de amoniaco y en una molécula de
dioxido de carbono. La reaccidon entre el amoniaco, el 2-oxoglutarato y el NADH es
estequiométrica. Por consiguiente cuando una molécula de urea reacciona, dos moléculas
de NADH se oxidan. Para conocer las concentraciones de urea y amoniaco, es suficiente
conocer la cantidad de NADH oxidado. Por esto el NADH es medido a partir de la lectura

de absorbancia que es maxima a 365 nm (Bertrand, 2000).
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MATERIALES Y METODO

Todos los analisis y ensayos de esta investigacion fueron realizados en los laboratorios
del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de

la Universidad de Chile.

Materiales

Este estudio esta constituido por dos ensayos independientes, concordantes con los
objetivos de este estudio. Para el primer ensayo se utilizaron 5 vinos comerciales de cada
una de las siguientes cepas: Cabernet Sauvignon, Carménére, Merlot y ademas 5 vinos Late
Harvest. Para el segundo ensayo, se trabajé con vino Cabernet Sauvignon correspondiente a

la vendimia 2003.

Se utilizé una resina intercambiadora de cationes (Dowex 50 wx 8, 50-100 mesh), el
reactivo l-fenil-1,2-propanodiona-2-oxima (Aldrich) también conocido como a-
isinitrosopropiofenona, un Kit enzimatico (Boehringer Mannheim), un espectrofotometro

Helius Gamma y dos estufas termorreguladas.

Método

Primer ensayo

La presencia de urea en los vinos tintos se evalu6 utilizando el método colorimétrico
propuesto por Almy y Ough (1989), en el que la urea se fija en la resina y luego reacciona

con el I-fenil-1,2-propanodiona-2-oxima, en medio &cido, para luego determinar su
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absorbancia a 540 nm. Se utilizé este método, pues los pigmentos antocianicos interfieren

en la determinacion enzimatica.

La puesta a punto del método colorimétrico se realizé utilizando soluciones patrones con
distintas concentraciones de urea (0, 1, 2, 4, 6 y 9 mg/L), con el fin de determinar la
recuperacion de urea luego de su paso por la resina. Para determinar la sensibilidad y
reproducibilidad del método se analizaron colorimétricamente eluatos provenientes de

columnas de resina nuevas y reutilizadas.
Para determinar la presencia de urea en vinos Late Harvest se utilizd6 el método
enzimatico que junto al método colorimétrico estan descritos en la revision bibliografica

(Bertrand, 2000).

Segundo ensayo

Para determinar la influencia de la temperatura, durante la evolucion post-fermentativa
del vino, sobre la concentracion de urea en el vino variedad Cabernet Sauvignon, se partié

ajustando la concentracion de urea a 5 mg/L.

El vino fue sometido a tres condiciones de temperatura y en cada una de ellas se
mantuvo por un tiempo de 60 dias. La primera correspondi6 a temperatura ambiente 17 +1°
Cy fue el testigo de este ensayo, las otras fueron 30 £1° C y 37 £1° C, estas condiciones

corresponden a los tratamientos 1, 2 y 3 respectivamente.

Para evaluar la incidencia del tiempo sobre la concentracion de urea se tomaron
muestras semanales de los vinos sometidos a cada una de las tres temperaturas,

determinando la concentracion de urea mediante el método colorimétrico.
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Con los datos obtenidos se trazaron curvas de evolucion y se aplico analisis estadistico a
los datos de cada fecha de analisis para determinar las posibles diferencias en respuesta al

efecto de la temperatura.

Disefio experimental v andlisis estadistico

Para el primer ensayo se utilizaron tres muestras, de cada uno de los 20 vinos

comerciales.

Para el segundo ensayo se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado, constituido por
tres tratamientos correspondientes a cada una de las temperaturas, cada uno de ellos constd

de tres repeticiones.

Los resultados obtenidos se analizaron por ANDEVA (andlisis de varianza) y cuando

existan diferencias significativas se utiliz6 la prueba de rango multiple de Duncan.

La unidad experimental correspondié a envases (botellas) de 750 mL para los vinos
comerciales, 500 mL para los vinos Late Harvest y botellas de 200 mL para el vino

Cabernet Sauvignon vendimia 2003.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados entregados por este estudio, para cada uno de
los ensayos se presentan cuadros y graficos que permiten observar y entender mejor los

resultados obtenidos.

Primer ensayo

Calibracion del método

La primera etapa de trabajo con el método colorimétrico consistid6 en hacer la
calibracion de éste, usando concentraciones de urea conocidas en solucion hidroalcohodlica
10% en volumen (Bertrand, 2000). Luego de un elevado numero de mediciones
considerando factores como resinas nuevas, usadas por segunda y tercera vez y velocidad
de paso a través de la resina, finalmente se obtuvo la curva que se presenta en la figura 4,

con la cual se logrd la repetitividad necesaria para obtener resultados fiables.

0.090 9

0.080 1
0.070
0.060
0.050
0.040

D.0.540

0.030

0.020

y = 0.008x + 0.0041

0010 R? =09419

0.000

0 2 4 6 8 10
Concentracion (mg/L)
| —@—D.0540 == Lineal (D.0 540)

Figura 4. Curva de calibracion método colorimétrico.
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Como se observa en la figura 4, el coeficiente de correlacion obtenido es de 0,9419 lo
que resulta bastante satisfactorio y confiable al momento de utilizar la ecuacion obtenida de

la curva.

Bertrand (2000), logré con 5 puntos una curva con un coeficiente de correlacion de
0,998. Al repetir el analisis con cinco muestras independientes de un mismo vino tinto,
obtuvo un coeficiente de variacion de 3,3%. Por consiguiente afirma que éste método es
fiable y preciso. Para el caso de este ensayo, utilizando cinco muestras de un mismo vino

tinto se obtuvo un coeficiente de variacion de un 9,8%.

Determinacion de urea en vinos comerciales

Los resultados que se presentan a continuacion (cuadro 1) corresponden a la media de
tres determinaciones aplicadas a cada uno de los vinos, la concentracion correspondiente a
la absorbancia se calculd de acuerdo a la curva de calibrado presentada anteriormente en la

figura 4.

Cuadro 1. Concentracion de urea en vinos tintos varietales.

Cepa Urea (mg/L) |Cepa Urea (mg/L)
Cabernet Sauvignon (1) 1,24 Merlot (4) 1,24
Cabernet Sauvignon (2) 1,49 Merlot (5) 1,30
Cabernet Sauvignon (3) 1,49 Carménere (1) 1,30
Cabernet Sauvignon (4) 1,36 Carméneére (2) 1,98
Cabernet Sauvignon (5) 1,74 Carménere (3) 1,74
Merlot (1) 1,86 Carménere (4) 1,44
Merlot (2) 1,36 Carménere (5) 1,74
Merlot (3) 1,49
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Como se muestra en el cuadro 1, las concentraciones de urea en estos vinos comerciales
chilenos no superaron los 2 mg/L, por lo tanto la posibilidad de formacion de CE, agente
cancerigeno dependiente de los niveles de urea (Henschke y Ough, 1991) en el tiempo es

bajisima.

Trabajos realizados por Ingargiola et al. (1990) a 67 vinos comerciales seleccionados al
azar, varietales y no varietales de los estados de California y Washington en los Estados
Unidos, 5 presentaron concentraciones mayores o iguales a 5 mg/L de urea y mas del 70%

niveles menores o iguales a los 2 mg/L.

Al analizar estadisticamente los 15 vinos, con el fin de determinar si existia diferencia

entre las tres cepas, se obtuvieron los resultados que se presentan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Concentracion de urea (mg/L).

Concentracion promedio (mg/L)

Cabernet Sauvignon Merlot Carménere
1,47 a 1,45a 1,64 a

Letras iguales no presentan diferencia significativa a un nivel de significancia del 5%.

El cuadro muestra que segun el andlisis estadistico no existe diferencia significativa a un

nivel del 5% entre las cepas.

Considerando trabajos realizados por Ingargiola (1992) citado por Bertrand (2002), se
sefiala que 1 mg de urea es responsable de la formacion de 2 pg/L de CE. Segln estos
antecedentes las concentraciones potenciales para los vinos tintos de este ensayo deberian

estar entre 2,9 nug/L y 3,28 ug/L de CE.

La urea estd presente en los vinos comerciales entre 0 y 3 mg/L; sin embargo, los

métodos analiticos son sensibles a 1 mg/L (Fujinawa et al, 1992; Nagel y Weller, 1989).
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Por otra parte, Kodama (1996), postula que el contenido de urea en vino debe estar bajo los
2 mg/L para controlar la formacién de CE durante el envejecimiento y almacenaje del

mismo.

Determinacién de urea en vinos Late Harvest.

La concentracion de urea se obtuvo usando el método enzimatico (Kit de Boehringer
Manheim). Para asegurar los resultados se midi6 la concentracion de urea tres veces a cada
uno de los vinos, no existiendo diferencias significativas entre las muestras. Los resultados

se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracion promedio de urea en vinos Late Harvest.

Cepa Vina Ano  Urea (mg/L)
Semillon Carmen 2001 1,352 a
Moscatel de Alejandria Fco. de Aguirre 2002 1,062 b
S.Blanc/Gewurtztraminer ~ Tarapaca 2003 3,332 ¢
Chardonnay/Viognier Santa Rita 2002 1,256 ab
Moscatel de Alejandria Las Lomas 2002 0,362 d

Letras iguales no presentan diferencia significativa a un nivel de significancia del 5%.

Como se muestra en el cuadro 3 las concentraciones de urea obtenidas a partir de las tres
repeticiones de cada uno de los vinos Late Harvest, cuatro de los vinos analizados
presentaron concentraciones bajo los 2 mg/L, por lo tanto la formacién de CE durante el
posible envejecimiento y almacenaje de estos vinos estaria controlado (Kodama, 1996), sin
embargo, el correspondiente a la vifia Tarapaca present6 un valor promedio superior a los 3
mg/L por lo cual existe la posibilidad de formacion de CE si este vino fuera consumido en
un periodo superior a 5 afos (Bertrand, 2000). Esto puede deberse a los insumos enologicos
usados, pues es sabido que las sales de amonio, usadas frecuentemente en vinificacion

pueden aumentar la produccién de urea (Monteiro y Bisson, 1991), el tipo de levadura
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(Ough y Henschke, 1989) al sector dentro del valle al que pertenecen cada una de las vifias,
a los distintos valles, al nivel de fertilizacion del viiedo (Ough et al, 1989; Ough et al,
1990; Spayd et al, 1991; Bertrand, 2000) y por supuesto al criterio del en6logo. Ademas es
importante agregar que el proceso fermentativo de estos vinos resulta bastante laborioso,
considerando que la accion del hongo Botryrtis cinerea sobre las bayas modifica
profundamente la composicion quimica del mosto, y por lo tanto del vino; por lo que se
recomienda la adicion de levaduras, fosfato de amonio y tiamina con el fin de estimular la

fermentacion (Flanzy, 2000).

Segundo ensayo

En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos una vez que se determind la
concentracion de urea en vino Cabernet Sauvignon cosecha 2003, las mediciones se
realizaron semanalmente para observar la evolucion en la concentracion de urea segun los
distintos tratamientos. El tratamiento T1 corresponde a temperatura ambiente, 17£1° C. Se
comenzo ajustando la concentracion de urea a 5,14 mg/L, lo que corresponde a la primera

fecha de analisis segun cuadro 4.

Como se observa, en la segunda fecha, a los 7 dias de almacenamiento, no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 1 y 2 pero si entre éstos y el

tratamiento 3. Esto podria deberse al poco tiempo de almacenamiento de los vinos.

Cuadro 4. Fechas de analisis

Urea (mg/L)
T1 (17°C) T2 (30°C) T3 (37°C)
08 octubre 2003 5,14 a 5,14 a 5,14a
15 octubre 2003 5,14 a 5,08 ab 4,69 ¢
22 octubre 2003 514 a 4,99 b 441 c
29 octubre 2003 5,20 a 493D 4,39 ¢
05 noviembre 2003 5,14 a 4.89b 437 ¢
12 noviembre 2003 5,13 a 4,82b 4,29 ¢

19 noviembre 2003 5,12 a 480D 429 ¢
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26 noviembre 2003 5,13 a 4,79b 4,26 ¢
04 diciembre 2003 5,11a 4,76 b 422 ¢

Letras iguales no presentan diferencia significativa a un nivel de significancia del 5%.

En la tercera fecha de analisis, a los 14 dias de almacenamiento, se presentaron
diferencias significativas entre todos los tratamientos, por lo que comienza a manifestarse
el efecto de la temperatura en cada uno de los vinos, pues se percibe una leve disminucion

en la concentracion de urea presumiblemente por efecto de esta variable.

En los analisis realizados a los 21 dias de almacenamiento, se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos 1, 2 y 3, con una disminucién importante en la

concentracion de urea en los tratamientos 2 y 3 con respecto a la primera fecha de analisis.

Los resultados obtenidos a los 28 dias de almacenamiento muestran diferencias
significativas entre los tres tratamientos, lo que manifiesta la importancia de la temperatura
en la concentracion de urea en bebidas alcoholicas (Henschke y Ough, 1991; Bertrand,

2000).

Los analisis realizados el 12 de noviembre sefalan diferencias significativas a un nivel
de significancia del 5% entre los tres tratamientos, por lo que a las cinco semanas de haber
comenzado la evaluacion la concentracion de urea en los vinos ha disminuido en los
tratamientos 2 y 3, mientras que a esta fecha la concentracion de urea en el tratamiento 1 se

ha mantenido sin grandes variaciones.

Los resultados obtenidos a los 42 dias de almacenamiento, muestran que el tratamiento 3
presenta menor concentracion de urea con respecto a los tratamientos 1 y 2, y es

precisamente éste el que representa la mayor temperatura de almacenaje.




24

Para el dia 26 de noviembre la tendencia que se ha manifestado es una disminucion en la
concentraciéon de urea en el tratamiento 2, una disminucion mas significativa en el

tratamiento 3 y niveles de urea practicamente constantes en el tratamiento 1.

Ya en la octava fecha de analisis, a los 56 dias de almacenamiento, se puede apreciar
una disminucion importante en la concentracion de urea sobre todo en el tratamiento 3 con
respecto a la fecha de inicio de las mediciones, por lo que el tiempo de almacenamiento
resulta ser una variable importante, dependiendo de la temperatura, en la disminucion de la

concentracion de urea.

Como se aprecia en la figura 5, el tratamiento 1 tiende a mantener la concentracion de
urea en el tiempo, sin embargo los tratamientos 2 y 3 muestran una disminucion en la
concentracion de urea, principalmente el tratamiento 3, el que coincide con una mayor

temperatura de almacenaje.

5.5

Urea (mg/L)

4.5 A

4.0 T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias de almacenamiento

[——T1 =12 T3]

Figura 5. Curvas de evolucion de urea por efecto de la temperatura de almacenamiento.



25

En un estudio realizado por Stevens y Ough (1993) en vinos comerciales del valle de
Napa, California, Estados Unidos (482 vinos), sometidos a temperaturas entre 13 y 24 ° C,
determinaron una concentracion promedio de 2,84 mg/L de urea, sin embargo, los niveles
de urea disminuyeron con el tiempo. Ellos estimaron que una fraccion de la pérdida de urea

se debio a la formacion de CE.

Resultados presentados por Kodama et al. (1994) demuestran que una cantidad
importante de CE puede formarse por concentraciones bajas de urea (2,7 mg/L) durante el
almacenamiento de los vinos, sin importar la variedad de éstos y en este sentido considera
la temperatura de almacenamiento como una variable importante. Nuestros datos confirman
lo anterior, ya que, hubo un 0,59% de descenso en la concentracion de urea en el
tratamiento 1 (17° C), un 7,39% para el tratamiento 2 (30° C) y un 17,89% de disminucion

para el tratamiento 3 (37° C), lo que responde a la formacion potencial de CE.
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CONCLUSIONES

La repetitividad lograda en los dos métodos usados permite considerarlos como

métodos fiables y precisos para medir la concentracion de urea en vinos.

La concentracion de urea en vinos tintos comerciales de las tres variedades (Cabernet
Sauvignon, Merlot, Carménere) estudiadas fue inferior a los 3 mg/L, por lo tanto, se

estima que la posibilidad de formacion potencial de carbamato de etilo es baja.

Los vinos Late Harvest, en general presentaron concentraciones aceptables de urea a
excepcion de uno de ellos, pero en general, la posibilidad de formacion potencial de

carbamato de etilo es escasa.

El efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento son determinantes en la
disminucion de la concentracion de urea y seria interesante determinar la concentracion

de carbamato de etilo formada a expensas de dicha disminucion.
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