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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de la adicion
de un preparado enzimatico a la vendimia
sobre el color, composicion fendlica y perfil
antocianico del vino y se realizaron vinifi-
caciones a escala reducida con uvas de la
variedad Tannat. Los vinos fueron analizados
al descube y a los dos meses de finalizada la
fermentacion alcohdlica, determinandose la
composicién fendlica por métodos espectro-
fotométricos y los antocianos individuales por
HPLC. Se obtuvieron vinos con altas concen-
traciones de polifenoles totales y antocianos
y elevada intensidad colorante; estos valores
fueron superiores en los vinos enzimados que
en el testigo. En general, las concentracio-
nes de antocianos en los vinos testigo y
enzimado sufrieron los mismos cambios en
el transcurso del tiempo, de manera que el
perfil antocianico puede considerarse carac-
teristico de la variedad.
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ABSTRACT

The effect of the use of an enzymatic
preparation on the colour, phenolic compo-
sition and anthocyanic profile of the wines was
studied carrying out vinifications at a reduced
scale with Tannat grapes. Wines were
analysed in the devatting and two months after
the completion of the alcoholic fermentation
thus determining the phenolic composition by
spectrophotometric methods and the indivi-
dual anthocyanins by HPLC. Wines with high
total polyphenols, anthocyanin concentrations
and colour intensities were obtained, being
these values higher in the wines with enzymes
than in the control wines. In general, antho-
cyanin concentrations in the control and
enzymatic wines underwent the same chan-
ges throughout so the anthocyanic profile can
be considered characteristic of the variety.
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La variedad Tannat, introducida en Uruguay en el siglo XIX y adaptada a los sue-
los y clima de dicho pais, es la variedad tinta de Vitis vinifera mas implantada: en 2004
represento el 14,2 % de la produccion nacional (15).
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Trabajos precedentes han demostrado que las uvas de esta variedad poseen
un elevado contenido de polifenoles, lo que confiere a sus vinos una buena estruc-
tura tanica para el envejecimiento. Su alto contenido de antocianos y flavanos le da
el potencial fendlico necesario para la formacién de pigmentos oligémeros y
polimeros, mas estables durante la conservacién de los vinos (9, 10).

Como consecuencia de la riqueza fendlica del cultivar Tannat, sus vinos po-
seen cualidades sensoriales particulares, destacandose sus caracteristicas
crométicas con colores rojos intensos de tonos azulados (9, 10).

Los perfiles antocianicos de uvas y vinos son una herramienta Util para discrimi-
nar variedades, siendo muy usadas a nivel internacional (4, 18, 22, 24). Estudios
previos en uvas y vinos de Tannat han demostrado que la mayoria de los antocianos
pormenorizados estan en concentraciones mas elevadas en comparacion con otras
variedades (12, 13). El perfil antociénico es caracteristico de la variedad y diferencia
claramente Tannat de Cabernet Sauvignon y Merlot, que son los cultivares tintos
que le siguen en importancia en Uruguay (3, 12, 13).

El uso de enzimas es una practica enolégica generalizada con fines diversos
en vinificacion. Las preparaciones enzimaticas son muy variadas, de modo que su
eficacia esta relacionada con su perfil de actividad. Principalmente son pectinasas,
entre las que se destacan las poligalacturonasas, pectinesterasas y pectinliasas, y
existen actividades secundarias que refuerzan la accién de éstas, tales como la
celulasas, galactanasas, proteasas y p-glucosidasas (14).

Las distintas actividades enzimaticas tienen efectos sobre el rendimiento de la
vendimia, la extraccién del color, la hidrolisis de precursores glicosilados de aromas
varietales, el prensado vy la clarificacion de los vinos, mejorando su filtrabilidad y
limpidez (14, 16, 26).

La accién de las enzimas depende de la dosis empleada, de las actividades

enzimaticas, del momento en que son agregadas, de las condiciones de utilizacion,
de la variedad de uvayy, por lo tanto, del contenido de pectinas en éstas (14, 20, 26).

Objetivo

e  Estudiar la incidencia en la composicion fendlica y particularmente
antocianica de la adicién de enzimas pectoliticas en la vinificacion de uvas
de la variedad Tannat.

Debido a las caracteristicas tanicas de este cultivar, se podria aprovechar el
uso de las enzimas para disminuir los tiempos de maceracion durante la vinificacion
de vinos tintos jovenes, priorizando la extraccién de pigmentos, disminuyendo a la
vez la extraccion de taninos astringentes.
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MATERIALES Y METODOS

Vinificaciones

Durante la vendimia 2003 se realizaron cuatro vinificaciones, cada una con 50 kg
de uva de la variedad Tannat, proveniente de un vifiedo de la region sur de Uruguay.
Dos vinificaciones se tomaron como testigo y en las otras dos, en el momento del
encubado, se agregaron 3 ghL! de un preparado comercial de enzimas pectoliticas,
calificadas como «extractoras de color».

Los mostos se obtuvieron con una moledora descobajadora de rodillos Alfa 60R
(Italcom, Italia) y fueron encubados en recipientes de acero inoxidable de 100 L. Se adicio-
n6 anhidrido sulfuroso en dosis de 5 g cada 100 kg de uvas y se sembraron 15 g LSA.hL?.

Las maceraciones se llevaron a cabo durante siete dias, con dos remontajes
diarios, hundiendo el sombrero con bazuqueos. Luego del descube y del prensado de
los orujos se juntaron los jugos de gota y prensa. Los vinos fueron conservados en
recipientes de vidrio de 10 L de capacidad.

Analisis de vinos
Se realizaron al momento del descube y a los dos meses de terminada la fer-
mentacion alcohdlica.

En el momento del descube se determiné el contenido de antocianos
pormenorizados por HPLC. Alos dos meses del final de la fermentacion se determino
la composicién fendlica global de acuerdo con los métodos compendiados por Paronetto
(19), antocianos pormenorizados por HPLC y el color segun Glories (8).

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron con un equipo Shimadzu
UV-120-12. Los antocianos individuales se determinaron por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), segun el método propuesto por Revilla et al. (21). Se utilizo
un sistema cromatografico Waters, equipado con dos bombas Waters, 510 y 515; un
inyector Rheodyne 7725i; un detector Waters 490E, con medidas a 313 y 530 nmy
provisto del software Millennium®, Se usé una columna Phenomenex Luna C18
(150 x 4,6 mm d.i.) de 5 um de tamafio de particula. Los extractos fueron filtrados
antes de ser inyectados, a través de membrana de 0,45 um.

La identificacion de los antocianos individuales se realiz6 de manera indirecta, de
acuerdo con los tiempos de retencién de cada pico y los tiempos relativos con respec-
to al malvidin-3-glucosido. La identificacion fue confirmada tomando como referencia
un sistema cromatografico acoplado con espectrometria de masa (Hewlett-Packard
1100 Series LC-MS).

La concentracion de los antocianos se expres6é en mgL?! de 3-glucésido de
malvidina, a partir de una curva de calibracion hecha con cloruro de 3-glucésido de
malvidina (Extrasynthese, Francia). Se cuantificaron los 3-glucésidos de delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, los ésteres 6-acetil de los 3-glucésidos
de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, los ésteres 6-p-cumaril de
los 3-glucosidos de delfinidina, cianidina, petunidina y malvidina, y la vitisina A.
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A partir de la cuantificacion de los antocianos individuales se calcularon las pro-
porciones de malvidina total, petunidina total, delfinidina total, peonidina total y cianidina
total. También se calcularon las proporciones de glucésidos no acilados y acilados,
acetatos y cumaratos, y la relacion entre estos Gltimos.

Todos los analisis se efectuaron por duplicado.
Andlisis estadistico
Se realizaron comparaciones de medias a través de pruebas t de Student. Todos

los andlisis estadisticos fueron desarrollados con Statgraphics Plus, Version 4.1
(Statistical Graphics Corp., U.S.A., 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicién fendlica

En este ensayo no se observo que el agregado de enzimas a la vendimia haya
tenido un efecto significativo en la composicion fendlica global y el color de los vinos
(tabla 1).

Tabla 1. Parametros de color y contenidos fendlicos de los vinos a dos meses de
terminada la fermentacion.

Vinos
Testigo  Enzimado
Intensidad colorante 20,1 21,2
Tonalidad 0,572 0,570
% amarillo 32,0 32,1
% rojo 56,1 56,4
% azul 11,9 11,5
Polifenoles totales 1650,5 1693,6
Antocianos 701,8 728,7
Flavanos 1188,7 1139
Proantocianidinas 2440,4 2435,6

Los polifenoles totales estan expresados en mg &c. gélico/L, los antocianos en mg
de 3-glucésido de malvidina/L, flavanos en mg D-catequina/L y proantocianidinas
en mg cloruro de cianidina/L. No se verificaron diferencias estadisticas entre las
medias correspondientes a los vinos de cada tratamiento.

Si bien no se denotaron diferencias estadisticas, los contenidos medios de
polifenoles totales y antocianos fueron ligeramente superiores en los tratamientos
enzimados. Los contenidos de flavanos fueron levemente inferiores en los vinos
enzimados, mientras que no hubo diferencias en los tenores de proantocianidinas.
Diversos autores constataron una mayor extraccion de polifenoles totales y antocianos
como consecuencia del uso de enzimas, aunque los resultados con respecto a flavanos,
proantocianidinas y taninos son contradictorios (6, 11, 14, 16).
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La intensidad colorante de los vinos presenté valores elevados y estuvo estre-
chamente relacionada con el alto contenido de polifenoles totales y de antocianos. Al
igual que el porcentaje de rojo, la intensidad colorante fue superior en los vinos en que
se usO enzimas, aunque no existieron diferencias estadisticas. La tonalidad fue se-
mejante en los vinos de los dos tratamientos, con valores normales para la edad de
los mismos (8).

Perfil antocianico en el descube

Los antocianos que se encontraron en mayor concentracion en los vinos analiza-
dos al descube fueron 3-glucosido de malvidina, (6-acetil)-3-glucdsido de malvidina,
3-glucésido de petunidina, (6-p-cumaril)-3-glucésido de malvidina (tabla 2). Estos cuatro
compuestos representaron aproximadamente el 80 % del contenido total de antocianos
en ambos tratamientos.

Tabla 2. Contenidos de antocianos de los vinos.

Descube Vinos

TD (mg/L) ED(mg/L) | TV(mg/L) EV(mglL)
3-glucosido de delfinidina 41,3 45,6 22,0 24,6 *
3-glucésido de cianidina 3,7 4,0 2,3 2,6 *x
3-glucésido de petunidina 73,9 80,5 37,6 41,2 *
3-glucésido de peonidina 26,0 29,2 14,6 16,2
3-glucésido de malvidina 372,7 395,6 191,2 198,6
(6-acetil)-3-glucésido de delfinidina 13,3 14,5 7,4 7.8
(6-acetil)-3-glucésido de petunidina 20,5 22,1 10,8 10,9
(6-acetil)-3-glucésido de peonidina 7,7 8,2 * 6,4 6,4
(6-acetil)-3-glucésido de malvidina 86,0 88,8 41,0 41,1
(6-p-cumaril)-3-glucésido de delfinidina 9,6 9,0 6,1 6,2
(6-p-cumaril)-3-glucésido de cianidina 3,7 3,7 2,4 25
(6-p-cumaril)-3-glucésido de petunidina 12,6 12,2 6,5 6,4
(6-p-cumaril)-3-glucoésido de delfinidina 60,2 55,2 26,1 24,4
vitisina A 3,3 35 6,0 6,2

Los valores son expresados como mg de 3-glucésido de malvidina por litro. TD = testigo al descube;
ED =vino enzimado al descube; TV = vino testigo a 2 meses del final de la fermentacion alcohdlica;
EV = vino enzimado a 2 meses del final de la fermentacién. Las medias fueron comparadas
mediante pruebas t, con p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**).

Se detecto la presencia de vitisina A, un piroantociano originario de la reaccion de
cicloadicion del C4 y el grupo hidroxilo del C5 del 3-glucésido de malvidina con la forma
endlica del acido pirtvico (7, 23). Dado que el acido pirGvico es el producto final de la
glicolisis durante la fermentacion alcohdlica, el compuesto formado no se encuentra en
uvas pero si en vinos, aumentando su contenido con la maduracion de los mismos.

Elvino testigo en el descube tuvo menores contenidos de antocianos pormenorizados
y vitisina A que el tratamiento enzimado, a excepcion de los antocianos cumarilicos, los
(6-p-cumaril)-3-glucésidos de delfinidina, cianidina, petunidina y malvidina.
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Para ambos tratamientos, los antocianos trisustituidos estuvieron presentes en
mayor proporcion que los disustituidos, con mayores contenidos de las moléculas
mas metoxiladas (tabla 3). Al igual que en la mayoria de las variedades, la malvidina
fue la antocianidina predominante, representando aproximadamente el 70 % del total
antocianico (24).

El vino enzimado tuvo mayores proporciones de delfinidina, petunidina y peonidina
que el vino testigo, presentando diferencias estadisticas en esta Ultima antocianidina.

Tabla 3. Concentraciones de antocianidinas en los vinos y sus respectivos porcentajes.

Descube Vinos
mg/L % mg/L %

TD ED t TD ED t TV EV t TV EV t
Dn 64,2 69,1 8,7 9,0 355 386 9,3 98 *
Cn 7,4 7,7 1,0 1,0 4,8 51 * 1,2 1,3
Pt 107,0 1148 145 149 54,9 585 14,4 148 **
Pn 33,7 373 4,6 4,8 ** 21,0 226 55 57
Mv 5222 5431 71,1 70,3 264,4 270,2 69,5 684 *

Los valores son expresados como mg de 3-glucésido de malvidina por litro. La denominacién de
los tratamientos se corresponde con la de la tabla 2 (pag. 13). Dn = delfinidina total, Cn = cianidina
total, Pt = petunidina total, Pn = peonidina total, Mv = malvidina total. Las medias fueron comparadas
mediante pruebas t, con p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**).

Se constato que los porcentajes de las formas glucosidicas aciladas y no aciladas
se encontraron dentro de valores caracteristicos de la variedad Tannat (12, 13). El
vino testigo tuvo menores porcentajes de glucésidos no acilados, pero mayor porcen-
taje de cumaratos que el vino enzimado (tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de glucoésidos acilados y no acilados y de vitisina A en los
Vinos y sus respectivos porcentajes.

Descube Vinos
mg/L % mg/L %
TD ED t| TD ED t TV EV t| TV EV t
Glucésidos 517,6 554,9 70,5 719 **| 267,7 283,2 70,3 71,7
Acetatos 127,5 133,5 17,4 17,3 65,7 66,2 17,2 16,8
Cumaratos 86,1 80,2 11,7 104 41,1 39,4 10,8 9,9
Acilados 213,6 213,7 29,1 27,7 **| 106,8 105,6 28,1 26,7 **
Vitisina A 3,3 3,5 04 04 6,0 6,2 1,6 1,6
Ac/Cum 1,5 1,7 - - 1,6 1,7 - -
Ant. totales 734,5 772,1 - - 380,6 395,0 - -

Los valores son expresados como mg de 3-glucésido de malvidina por litro. La denominacién de
los tratamientos se corresponde con la de la tabla 2 (pag. 13). Las medias fueron comparadas
mediante pruebas t, con p < 0,05 (*) y p < 0,01 (**).
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Perfil antocianico en el vino

Tanto en el testigo como en el tratamiento enzimado, los contenidos de antocianos
pormenorizados sufrieron un descenso marcado al cabo de dos meses: en muchos
casos fue cercano al 50 %. Los compuestos que descendieron mas fueron los deriva-
dos de la malvidina y la petunidina mientras el compuesto que lo hizo en menor pro-
porcién fue el (6-acetil)-3-glucésido de peonidina (tabla 2, pag. 13).

En los primeros meses de conservacion de los vinos hay una disminucion muy
importante de los contenidos de antocianos: una parte de dichos compuestos es de-
gradada mediante oxidacién e hidrdlisis, en tanto que otros son adsorbidos por las
levaduras y precipitan con ellas, y otros interaccionan entre si'y con otros compuestos
fendlicos, proteinas, polisacéaridos, a través de reacciones de autoasociacion, con-
densacion y polimerizacion (2, 5, 7, 17). Los compuestos 3-glucosido de malvidina,
(6-acetil)-3-glucésido de malvidina, 3-glucosido de petunidina, (6-p-cumaril)-3-glucésido
de malvidina representaron aproximadamente el 80 % del contenido total de antocianos,
tanto para el testigo como en el tratamiento enzimado, en el descube y también en los
vinos a dos meses del final de las fermentaciones alcohdlicas. Los contenidos de
cada antociano no fueron estadisticamente diferentes en el descube, a excepcion de
los correspondientes al (6-acetil)-3-glucosido de petunidina.

Al cabo de dos meses de conservacion, el vino enzimado tuvo contenidos
estadisticamente superiores de los glucésidos de delfinidina, cianidina y petunidina.

A diferencia de lo que ocurre con los antocianos nativos, los contenidos de vitisina
A en los vinos testigo y enzimado aumentaron al cabo de dos meses, de forma que
sus proporciones pasaron de 0,4 a 1,6 en ambos casos (tabla 2, pag. 13 y tabla 4,
pag. 14). La formacién de vitisina A no s6lo se produce durante la fermentacion sino
gue continda durante la conservacion de los vinos, sintetizandose hasta aproximada-
mente seis meses después de la vinificacion para luego declinar al cabo de un afio (1,
25). Dicha sintesis no solo depende de la disponibilidad de los precursores sino que
también se necesitan especies oxidantes para completar la reaccion.

Considerando las antocianidinas, los contenidos de malvidina, petunidina y
delfinidina sufrieron un descenso superior al 40 % en los vinos de dos meses con
respecto a los valores obtenidos al descube, aumentando los porcentajes de cianidina
y peonidina (tabla 3, pag. 14 y figura 1).

F|gura 1 35 HTestigo HTEnz.
Variacion porcentual de las proporciones 301 T

de cada antocianidina. 25 1
20 4
Se consideran los valores de los vinos a dos me-
ses de terminada la fermentacion alcohélica en re-
lacién con los obtenidos al momento del descube.

15 4

10 4

variacién porcentual

Dn = delfinidina, Cn = cianidina, Pt = petunidina, 5 *
Pn = peonidina, Mv = malvidina. 0 s

Las medias fueron comparadas mediante pruebas t, 5] bn Cn Pt Pn Mv
conp< 0,05 (*) antocianidina
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Los vinos testigo y enzimado se diferenciaron estadisticamente en las proporcio-
nes de delfinidina, petunidina y malvidina, antocianidinas cuyas proporciones casi no
variaron al cabo de dos meses de conservacion, lo que induciria a pensar que el uso
de enzimas pectoliticas podria ocasionar leves cambios en el perfil antocianico. La
Notte et al. (17) constataron descensos significativos en los contenidos de todos los
antocianos, pero observaron que aumentaron las proporciones de delfinidina, cianidina
y peonidina en el transcurso del tiempo.

Los porcentajes de las formas glucosiladas aciladas y no aciladas se mantuvie-
ron aproximadamente constantes en los primeros dos meses de evolucion de los
vinos, permaneciendo las formas glucosidicas como las preponderantes (tabla 4,
pag. 14). Sibien, tanto los porcentajes de los glucosidos acilados y no acilados sufrie-
ron variaciones menores al 6 %, se observé que los cumaratos disminuyeron mas que
los acetatos (figura 2). Como consecuencia, la relacion entre acetatos y cumaratos
aumento. Esto coincide con la bibliografia, en la cual se destaca que los antocianos
acilados se degradan mas rapidamente durante la conservacion del vino que los no
acilados, siendo mas rapido este proceso para los cumaratos (5, 25, 27).

8
Figura 2. 7
Disminucion porcentual de las proporcio- ¢
nes de glucésidos acilados y no acilados. s

HTestigo 11TEnz.
*

ns

Se consideran los valores de los vinos a dos me-
ses de terminada la fermentacion alcohdlica en re-
lacién con el momento del descube. i
Las medias fueron comparadas mediante pruebas t, |
conp<0,05()yp<0,01 (*). Glucssidos Acilados Acetatos Cumaratos

glucésidos

variacion porcentual

ns

Los resultados precedentes indican que no hubo modificaciones sustanciales en
el perfil antocianico propio de la variedad por efecto del uso de enzimas.

En lineas generales, los vinos testigos y enzimados sufrieron cambios similares
con el transcurso del tiempo, hecho que coincide con lo expuesto en algunos trabajos
en los que se destaca que durante la evolucion del vino no existen efectos significati-
vos como consecuencia del uso de enzimas (25, 26). Las variaciones de los porcen-
tajes de acetatos y de cumaratos fueron significativamente diferentes entre los vinos
enzimadosy los testigos (figura 2), pero los perfiles antocianicos correspondientes no
reflejaron estas diferencias (tabla 4, pag. 14).

CONCLUSIONES

% La utilizacion de enzimas en maceracion no tuvo un efecto significativo sobre el
color y la composicion fendlica de los vinos. Los vinos enzimados tuvieron mayo-
res contenidos de polifenoles totales y de antocianos y superior intensidad colo-
rante, pero estas diferencias no tuvieron significacion estadistica.
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7
*

7
*

El perfil antocianico caracteristico de la variedad Tannat no se modificd
sustancialmente debido a la utilizacion de enzimas. Si bien los contenidos de los
distintos antocianos en general fueron mayores en los tratamientos enzimados
gue en los testigos, se observaron relaciones similares entre estos compuestos
en todos los vinos.

Durante la evolucion del vino ocurrid una disminucién marcada en todos los
antocianos, tanto en los vinos testigos como en los enzimados. Los antocianos
que mas disminuyeron fueron los derivados de la malvidina y la petunidina. El
agregado de enzimas podria tener un efecto negativo sobre el contenido de
antocianos acetilados, ya que presentaron mayores disminuciones si se compa-
ran estos vinos con los testigos. Al mismo tiempo, se observd una menor dismi-
nucién de los antocianos cumarilicos en los vinos que fueron tratados con enzimas
gue en los vinos testigos. Como consecuencia, hubo diferencias en el perfil
antocianico entre los momentos considerados, pero siempre manteniendo las
caracteristicas varietales del vino Tannat.
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