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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos contribuyen a caracteristicas sensoriales como el color,
el sabor y la astringencia del vino, bien directamente o por interaccion con proteinas,
polisacaridos u otros compuestos fenélicos [1]. Ademas, determinan la evolucion de estas
propiedades del vino y por tanto, son los responsables de su estabilidad sensorial, y en
consecuencia de su longevidad. En las uvas, pueden distinguirse compuestos fenélicos
flavonoides: antocianos, flavonoles, flavanoles (catequinas, procianidinas y taninos), y
compuestos fendlicos no flavonoides: acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos y sus
ésteres, estilbenos y fenoles volatiles [1]. La cantidad de estos compuestos depende en
gran medida de la variedad [1], de los factores ambientales [2], de las técnicas

agrondmicas [3], del terroir [4] y de la interaccién variedad-terroir [5].



En el caso de los vinos tintos, la cantidad y distribucion de polifenoles juega un
papel fundamental pues determina su aptitud para ser sometido o no a crianza. En este
tipo de vinos, el color esté relacionado con la acumulacion de antocianos en la piel de las
bayas y con los fendbmenos de copigmentacion que ocurren desde los primeros momentos
de la elaboracion del vino y pueden representar entre el 30 % y el 50 % del color en los
vinos jovenes [6]. La copigmentacion en el vino es el resultado de interacciones
moleculares entre las antocianinas y otras moléculas orgénicas, denominadas cofactores,
que forman asociaciones moleculares o complejos. Entre los cofactores mas comunes se
encuentran los acidos fenolicos y los flavonoides. Darias-Martin et al. [7] concluyeron
que el color del vino tinto esta generalmente limitado por los niveles de cofactores
disponibles para la copigmentacion mas que por el nivel de antocianinas por si solas.
Posteriormente, durante la crianza son importantes para el color y la estabilidad del
mismo y la astringencia los compuestos antocianos-taninos. Esto demuestra la
importancia de la composicion no pigmentada en el establecimiento del color del vino
tinto, la influencia de la composicion inicial del mosto y, por esta razén, los compuestos

fenolicos se clasifican a menudo en compuestos antocianicos y no antocianicos.

Las variedades minoritarias, por lo general son variedades autdctonas escasamente
difundidas, generalmente ligadas y Unicas de un determinado territorio, y por tanto bien
adaptadas localmente, por lo que su empleo puede ser una herramienta Gtil para promover
la diversificacidn de los productos vitivinicolas [1]. La recuperacion, caracterizacion y
seleccion de variedades minoritarias es actualmente una tarea primordial para viticultores
y entlogos, pues supone un aumento del patrimonio varietal y, por tanto, un aumento de
la diversidad de los vinos comercializados. Este trabajo resume los principales hallazgos
en cuanto a composicion fenodlica de las uvas procedentes de variedades minoritarias
investigadas en el proyecto MINORVIN. Esta informacion ayudara a planificar las
précticas enoldgicas y conseguir productos que se diferencien del resto y asi se conseguira

un mayor interés en su recuperacién potencial.

MATERIALES Y METODOS

En todas las variedades y zonas, y en las dos vendimias en estudio, las uvas se
vendimiaron con un GAP (grado de alcohol probable) entre 12-14 (% v/v). Las muestras
se congelaron y enviaron al INTAEX donde se mantuvieron congeladas hasta su

procesado. En la cosecha 2019 se analizaron muestras procedentes de 23 variedades tintas



procedentes de 8 zonas viticolas. En el 2020 el nimero de variedades tintas analizadas

fueron 28 oriundas de 9 zonas viticolas.

A partir de 50 g de uvas sanas se extrajeron las sustancias polifendlicas con
metanol/agua/dcido férmico (50: 48,5: 1,5, v/v/v) segun el método descrito en [8] con
ligeras modificaciones [1, 9]. Para el analisis de los antocianos (AN) el extracto se inyecto
directamente en el HPLC. El aislamiento de los compuestos no antocianicos se realizo
segun trabajos previos [9, 10]. Los extractos fenolicos se pasaron a través de cartuchos
PCX SPE vy las sustancias fendlicas no antocianicas se eluyeron con metanol. El eluido,
que contenia flavonoles (Flavo), catequinas (Cat) y proantocianidinas, (Pro), &cidos
fendlicos y sus ésteres (AF) y estilbenos (Est), se concentr6é en un evaporador rotatorio
(40 °C) vy se redisolvio en solucién acuosa de metanol al 20 % (v/v). Las sustancias
fenolicas se analizaron mediante HPLC (Columna Licrospher® 100 RP-18, 250 x 4.0
mm; 5 um packing; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos, se registraron cromatogramas a 280, 320, 360 y 520
nm en el detector de matriz de diodos (DAD). Para caracterizar los compuestos fenolicos
del extracto se utilizaron el orden de elucion, el tiempo de retencion, los espectros UV/vis
y la comparacion cruzada con los estandares disponibles y con trabajos anteriores [1, 8,
9,10]. Para la cuantificacion, se obtuvieron y analizaron cromatogramas DAD a 520 nm
(antocianinas), 360 nm (flavonoles), 320 nm (acidos fendlicos y estilbenos) y 280 nm
(flavonoles). La excitacion a 280 y la emision a 320 nm se midieron mediante
fluorescencia (FLD) para la identificacion de los siguientes compuestos: (+)-catequina y
pro-cianidina B2. Para la cuantificacion y calibracion de cada compuesto se utilizaron
curvas de calibracion de sus respectivos estandares (R? > 0,999). La cuantificacion de los
compuestos no comerciales se realiz6 utilizando el compuesto de calibracién puro

perteneciente a la misma familia al siguiente compuesto en el orden de elucion.

Se identificaron un total de 36 sustancias fendlicas: Los antocianos (AN) presentes
en los extractos se identificaron y cuantificaron como glucosidos simples no acilados,
derivados acetilados y formas derivadas cumariladas de delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina 'y malvidina. La cantidad total de AN se dio en mg de malvidina-3-glucésido/kg
peso fresco de baya. Ademas, se identificaron las catequinas: (+)-catequina, (-)-
epicatequina, galocatequina, epigalocatequina y las procianidinas B1l, B2 y B3. Se
cuantificaron como mg de (+)-catequina/kg peso fresco de baya. Los Flavo identificados

fueron los 3-glucosidos de miricetina, kaempherol, quercetina, isorhamnetina, 3-



rutinésido de quercetina y kaempherol, quercetina-3-galactosido y quercetina-3-
glucuronido y se cuantificaron como mg de quercetina-3-glucdsido/kg peso fresco de
baya. Los &cidos gélico, cafeico, fertlico y coutérico se identificaron y cuantificaron
como mg de acido cafeico/kg peso fresco de baya. Por ultimo, el estilbeno identificado y
cuantificado fue el t-resveratrol (mg/kg peso fresco de baya).LA cantidad total de

polifenoles (PT) se calcul6 como el sumatorio de todos los compuestos analizados.

Se calcularon los porcentajes medios bianuales de cada familia respecto a la PT
obteniendo asi los perfiles fendlicos de cada variedad y los resultados se sometieron a un

andlisis de cluster. Se emple6 el paquete estadistico XLSTAT (Addinsoft, Paris).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados de los datos medios de AN, Cat, Proy PT y la
Figura 2 los de Flavo, AF y Est obtenidos en las muestras de las diferentes variedades y
zonas en las cosechas 2019 y 2020. Las gréaficas reflejan que las diferentes condiciones
medioambientales registradas en las diferentes zonas provocaron un efecto afio en todas
las familias fendlicas estudiadas. Como regla general, los valores superiores se hallaron
en el 2020, independientemente de la zona y variedad considerada. Estos resultados
sugieren que las condiciones metereoldgicas de ese afio (temperaturas suaves y lluvias
generalizadas durante el periodo pre-envero en casi toda la peninsula) contribuyeron a
una mejor biosintesis y acumulacion de los compuestos fenolicos de las variedades
estudiadas. Puede observarse que, frente a la variedad Tempranillo cultivada en Castilla-
La Mancha, en la que los valores de polifenoles totales de 2020 fueron claramente
superiores a los del afio anterior, los de las variedades Sanguina, Terrizay Tinto Fragoso
cultivadas en la misma zona fueron muy similares. Cuando se analizan los valores de las
diferentes familias fenolicas, se observa que hay variedades con grandes cantidades de
antocianos (AN) como la andaluza Rejano tinta y las castellano-leonesas Cenicienta,
Gajo Arroba, Estaladifia y Tinto Jeromo. Sin embargo, las gallegas Xafardan y
Zamarrica destacaron por sus altos contenidos en catequinas (Cat) y proantocianidinas
(Pro). En el caso de los flavonoles (Flavo) (Figura 1b) por lo general, los valores fueron

superiores en las uvas de zonas mas calidas como Andalucia y Castilla-La Mancha.
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Figura 1. Concentracion de antocianos (AN), catequinas (Cat), procianidinas (Pro) y polifenoles totales (PT) hallados en las bayas de variedades minoritarias

tintas procedentes de diferentes zonas espariolas en las cosechas 2019 (a) y 2020 (b)
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Figura 2. Concentracion de flavonoles (Flavo), &cidos fendlicos (AF) y estilbenos (Est) hallados en las bayas de variedades minoritarias tintas procedentes de

diferentes zonas espafiolas en las cosechas 2019 (a) y 2020 (b).



A fin de disminuir la variabilidad debida al afio y obtener una caracterizacion del
perfil fenolico de las variedades en estudio, se calcul6 para cada muestra el porcentaje de
cada familia respecto del valor total de polifenoles (PT). Los valores medios bianuales de
los perfiles obtenidos se sometieron a analisis de claster. EI dendograma resultante
proporciono las 6 clases que aparecen en la Figura 3. Las muestras en funcion de la
clasificadas en funcién de variedad * zona englobadas en cada clase resultante del cluster
se presentan en la Tabla 1. Claramente, se observa que, como ya se ha informado en
anteriores ocasiones, el factor varietal determina en gran medida el perfil fenolico [5, 10],
pues, por lo general, una determinada variedad procedente de diferentes zonas esta
englobada en la misma clase resultante del clister. Asi, las dos muestras analizadas de
Tinto Jeromo, procedentes de Castilla y Ledn y Castilla-La Mancha se localizaron en la
clase 1; en la clase 2 se encuadraron las dos de Rayada Melonera, procedentes de
Andalucia y Madrid, las dos de Morate procedentes de Madrid y Navarra y las dos de
Terriza cultivadas en Castilla-La Mancha y Madrid. Las muestras Tortozona, se
encuadraron en las clases 2 y 5, destacando que una de las dos muestras de Navarra se

situd en la misma clase que la procedente de Aragon.

T
Tortozona*Mad
Tortozena *Nav
Corchera*And

Tcnczqna*CLM And (Andalucia)
Terriza*CLM_ Ara (Aragodn)

Rejane tinta*And ~

Garré *Nav Cata (Cataluiia)
Rayada Melonera*And CLM (Castilla-La Mancha)
Trobat*Cata = -
Rayada melonera*Mad CyL (Cas;tll.la Yy Ledn)
Benedicto*CLM Gal (Galicia)
Terriza*Mad | Mad (Madrid)
Tempranillo*Mad

Morate*Nav Nav (Na'varra)
Morate*Mad PaV (Pais Vasco)

Mandregue *Ara
Tempranillo*CLM
Cadrete *Nav
Diega 1*Nav

MC2 *Gal .

Tinto fragoso®*CLM
Sanguina®*CLM
Zamarrica*Gal
Cenicienta*CyL
Hondarribi Beltzan*PaV
Sanguina*Cata

Cadrete *Ara
Xafardan*Gal
Tortozena*Ara —-l
Tortozena*Nav

MC1l*Ga —J
Tinto Jeromo*CyL
Estaladifia*CyL
Gajo arroba*CyL
Tinta Jeromo*CLM

Riera 2*Cata

20 20 40 50 60 70
Disimilitud

Figura 3. Dendograma resultante del andlisis cluster de los perfiles fendlicos de las

variedades minoritarias tintas procedentes de diferentes zonas espafiolas.



Tabla 1. Muestras englobadas en cada una de las clases resultantes del analisis de cluster.

Clase 1 2 3 4 5 6
Estaladifia*CyL Benedicto*CLM Cadrete *Nav Carifiena roja*Cata Cadrete *Ara MC1*Gal

Gajo arroba*CyL Corchera*And Cenicienta*CyL ~ Melonera tinta*And  Sanguina*Cata

Riera 2*Cata Garré *Nav Diega 1*Nav Riera 43*Cata Tortozona*Ara
Tinta Jeromo*CLM  Mandregue *Ara ondarribi Beltzan*Pa Tempranillo*And Tortozona*Nav

Tinto Jeromo*CyL Morate*Mad MC2 *Gal Xafardan*Gal

Morate*Nav Sanguina*CLM
Rayada Melonera*Anc Tempranillo*CLM
Variedad y

Rayada melonera*Mas Tinto fragoso*CLM
Rejano tinta*And Zamarrica*Gal
Tempranillo*Mad

Terriza*CLM
Terriza*Mad
Tortozona *Nav
Tortozona*CLM
Tortozona*Mad
Trobat*Cata

zona

And (Andalucia); Ara (Aragén); Cata (Catalufia); CLM (Castilla-La Mancha); CyL (Castilla y Le6n); Gal (Galicia); Mad (Madrid); Nav (Navarra); PaV (Pais Vasco)

Finalmente, la Figura 4 proporciona los perfiles fendlicos tipicos de cada clase.
De mayor a menor porcentaje de AN, la clase 1 engloba las muestras con el mayor
porcentaje de AN (~ 70 %). Se trata de uvas con un alto porcentaje de antocianos, que de
ser elaboradas monovarietalmente podrian ser destinadas a vinos rosados o tintos jovenes,
dado su bajo porcentaje de compuestos fenolicos en Cat y Pro con los que asociarse para
poder construir moléculas mas estables, que aseguraran la permanencia del color en el
tiempo. Los perfiles fendlicos de las muestras englobadas en los grupos 2 y 3 son
similares; en ambos casos contienen similares porcentajes de antocianos y flavanoles
como catequinas y proantocianidinas. Estas dos ultimas clases de compuestos fenolicos
al polimerizarse y transformarse en taninos aportardn astringencia, ademas pueden
asociarse a los antocianos durante la fermentacion y posterior crianza y contribuir a
estabilizar el color de los vinos; en las de la clase 2 predominan Pro y en las del 3, las
Cat. En las clases 4, 5 y 6 se incluyen muestras en cuyo perfil no predominan AN (50 %
> % AN). Las de la clase 4 destacaron por presentar los mayores % Flavo de todas las
muestras; es preciso recordar que estas sustancias tienen una gran capacidad para actuar
como copigmentos responsables del color de vinos jévenes como se ha mencionado
anteriormente. MC1 fue la Unica variedad incluida en la clase 6 y destacd por ser una
variedad no antocianica con altos % de Cat y Pro. Las muestras englobadas en las clases
5 y 6 podrian considerarse para ser empleadas en mezclas con otras variedades mas

antocianicas, como las englobadas en la clase 1.



MUESTRAS ANTOCIANICAS I
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Figura 4. Diferentes perfiles fenélicos de las bayas de las variedades tintas minoritarias

espafolas. Las clases corresponden a las obtenidas en el analisis de cluster.

CONCLUSION

Se ha efectuado la evaluacion del contenido y distribucion del potencial
polifendlico de las variedades tintas minoritarias procedentes de diferentes zonas
espafolas. Los resultados confirman el papel varietal como elemento decisivo en el perfil
fenolico de la uva y por tanto la necesidad de su investigacion. EI conocimiento de los
perfiles fendlicos de estas variedades puede proporcionar datos relevantes para la
evaluacion del potencial enoldgico de cada variedad y, como resultado, la optimizacién
del proceso enoldgico y definicion del tipo de vino mas adecuado que podria elaborarse
con cada una de ellas, de forma que se podra ampliar el espectro de los vinos

comercializados.
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