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RESUMEN

El conocimiento de la composicidén quimica de la uva y el vino, y particularmente de la
composicion fendlica, constituye una herramienta clave en el monitoreo y mejoramiento de la
calidad de los productos, debido a su impacto directo sobre las caracteristicas organolépticas y a sus
propiedades funcionales. Actualmente, la tendencia del mercado del vino tinto esta orientada hacia
la elaboracién de productos con un alto contenido polifendlico, es por ello que resulta fundamental
la comprensién de estos parametros de calidad y de los multiples factores que inciden sobre los
mismos. En el marco de la vitivinicultura argentina, la variedad Malbec (Vitis vinifera L.) es
considerada el cultivar tinto emblematico del pais y se encuentra ampliamente distribuida en
diferentes ecosistemas, destacandose la Provincia de Mendoza con mas de 85% del total. Sin
embargo, a pesar de su importancia econdmica y cultural, existe un gran desconocimiento sobre su
composicion quimica. Teniendo en cuenta esta necesidad, el objetivo de la presente Tesis Doctoral
fue caracterizar la composicidon fendlica (flavonoide y no-flavonoide) de uvas y vinos Malbec en
relacion a otros cultivares, al origen geografico, a ciertos manejos vitivinicolas y a su valor comercial.

El estudio comparativo de uvas Malbec y Cabernet Sauvignon, provenientes de diversas
zonas viticolas de Mendoza, mostrd algunas diferencias en los pardmetros fendlicos determinados en
hollejos, semillas y pulpa. Las bayas Malbec presentaron mayor concentracion de estos compuestos
en hollejo y pulpa, mientras que Cabernet Sauvignon mostré esta tendencia en semillas.
Paralelamente, se observd la influencia de la region de procedencia, encontrdndose niveles
superiores de fenoles totales, derivados antocidnicos, estilbenos y flavanoles a medida que aumenta
la altitud del vifiedo. Estos resultados fueron confirmados en vinos Malbec de dos vendimias
diferentes, en donde la aplicacion del andlisis candnico discriminante permitié la correcta
diferenciacion vy clasificacion de los vinos de acuerdo a su origen, empleando como variables
predictoras algunos acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles, dihidroflavonoles y antocianinas.

Adicionalmente, se evaluaron vinos de los cultivares Malbec, Bonarda, Cabernet Sauvignon,
Merlot, Shiraz y Tempranillo, y se observaron diferencias cualitativas y cuantitativas en pardmetros
fendlicos globales, componentes del color y perfil de flavonoides y no-flavonoides, confirmando la
influencia del factor “variedad” sobre estos compuestos. Los vinos cvs. Tempranillo, Shiraz y Merlot
se caracterizaron por una alta proporciéon de compuestos no-flavonoides y flavonoles, los vinos
Bonarda y Cabernet Sauvignon por el predominio de derivados flavanicos, y los vinos Malbec por la
mayor proporcidn de dihidroflavonoles y antocianinas. En términos cuantitativos, los vinos Malbec

mostraron una mayor riqueza fendlica en comparacion al resto de las variedades.
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En cuanto a los manejos vitivinicolas, se estudié el efecto del aclareo de racimos y del
sangrado parcial de jugo sobre la composicién fendlica de uvas y vinos Malbec. En el primer caso, los
tratamientos aplicados en diferentes momentos de la fase de maduracién de las bayas sélo
modificaron significativamente los componentes del rendimiento de las plantas, mientras que su
incidencia sobre los pardmetros fisicos y quimicos de las uvas y vinos fue moderada y debida
fundamentalmente a los factores “afio de cosecha y ubicacidn geografica del vifiedo”. En general, los
aclareos realizados en etapas tempranas del desarrollo de la baya (tamafio de grano de arveja y
envero) provocaron un aumento en la biosintesis y acumulacion de compuestos fendlicos en hollejos
y semillas, trasladdandose este efecto a la composicidon de los vinos. Por su parte, la prdctica de
sangrado previo a la fermentacion alcohdlica demostrd que puede mejorar la composicidon fendlica
de vinos de esta variedad, favoreciendo asi la capacidad de envejecimiento en productos de guarda.
Sin embargo, se confirmd que las diferencias producidas en la proporcién sélido/liquido del mosto no
se traducen en modificaciones composicionales proporcionales a la intensidad del tratamiento
efectuado, y que la misma debera seleccionarse de acuerdo a las caracteristicas iniciales de la uva al
momento de cosecha.

De modo complementario, se analizaron comparativamente vinos Malbec y Cabernet
Sauvignon de distintos segmentos de precio, encontrandose ciertas diferencias en los pardmetros
fendlicos globales, en los componentes del color y en el perfil de flavonoides, no-flavonoides y
polisacaridos. En general, se observd una tendencia hacia mayores concentraciones de estos
compuestos con el incremento del valor comercial de los vinos. Estos resultados coincidieron con la
descripcién sensorial, presentdndose mayores registros de los atributos visuales y gustativos en los
vinos de alta gama.

Finalmente, es importante destacar la presencia de dihidroflavonoles (dihidroquercetina-3-
glucdsido, dihidroquercetina-3-ramnésido y dihidrokaempferol-3-glucdsido) en el cultivar Malbec,
representando mas del 30% y del 20% del contenido total de fenoles no-antocianicos, en uvas y vinos
respectivamente, lo cual podria ser considerado como un rasgo distintivo desde el punto de vista
taxondmico. En todas las situaciones evaluadas, la dihidroquercetina-3-glucésido fue el compuesto
mayoritario, con concentraciones superiores al resto de los flavonoides y no-flavonoides
identificados en los vinos. A partir de estas observaciones, se estudid la capacidad de interaccién
entre dihidroquercetina y malvidina-3-glucésido obteniéndose resultados satisfactorios que
permiten suponer la potencialidad de este copigmento sobre la estabilidad de las antocianinas y su

contribucidn al color de los vinos de esta variedad.
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1. Morfologia y composicion quimica de la uva al momento de cosecha

La planta de vid posee frutos (uvas) clasificados botanicamente como “bayas”, las cuales se
organizan o agrupan en un conjunto o “racimo” a través de un érgano herbaceo o lefioso conocido
como “raspdén o escobajo”. A su vez, cada baya se encuentra unida al escobajo por medio del
“pedicelo”, por el cual ingresan los vasos conductores que suministran el agua y nutrientes a la
misma (Ribéreau-Gayon et al., 2006d).

Las bayas estan constituidas por un grupo de tejidos (pericarpio) que rodea y protege las
semillas. El pericarpio se divide en exocarpo (hollejo o piel), mesocarpo (pulpa) y endocarpo (tejido
que recubre el receptaculo de las semillas). El hollejo comprende una region heterogénea formada
hacia el exterior por una cuticula, recubierta de una capa cerosa o pruina, y hacia el interior por una
epidermis (zona compuesta por 2 capas de células alargadas en posicion tangencial) y una
hipodermis (zona compuesta por 6 a 8 capas de células inicialmente rectangulares y luego
poligonales). La pulpa es la parte mas voluminosa de la baya y se compone de 25-30 capas de células
poligonales grandes, de paredes celulares muy delgadas; y finalmente, las semillas estan formadas
desde el exterior hacia el interior por una cuticula, una epidermis, y 3 tegumentos que rodean el
albumen y el embridn (Ribéreau-Gayon et al., 2006d).

En las uvas cosechadas con madurez tecnoldgica, el peso fresco de los racimos estd
representado aproximadamente por el 2-8% de escobajos, 5-20% de hollejos, 1-6% de semillas y 74-
90% de pulpa y jugo. Los componentes quimicos que conforman las bayas son principalmente agua,
azucares, elementos minerales, acidos organicos, compuestos nitrogenados, lipidos, sustancias
odorantes y compuestos fenélicos (Boulton et al., 2002).

El agua es el componente quimico mayoritario de la uva madura (75-85%), y actia como
solvente de diversos compuestos quimicos (volatiles y no-volatiles) que son conducidos hacia la
misma principalmente a través del floema (Keller et al., 2006). Aproximadamente el 99% del agua
presente en las bayas es absorbida por las raices desde el suelo, por lo tanto la disponibilidad de
agua en el mismo afectara significativamente el crecimiento de la planta y el desarrollo de las bayas
(Conde et al., 2007).

Los azucares representan normalmente mas del 90% de los sélidos solubles totales en bayas
maduras, se acumulan principalmente en las células de la pulpa en concentraciones comprendidas
entre 150 y 300 g/L, y constituyen la principal fuente de carbono utilizada por las levaduras durante
la fermentacion alcohdlica. En la mayoria de los cultivares de Vitis vinifera, el 95-99% de estos
azlcares se presentan bajo la forma de hexosas, especialmente glucosa y fructosa, y el resto se
compone fundamentalmente de sacarosa, y algunas pentosas (arabinosa, ramnosa, ribosa, xilosa,
maltosa y rafinosa, entre otros) (Boulton et al., 2002; Keller, 2010). Las flores y uvas inmaduras

pueden contener algo de almiddén, debido a su actividad fotosintética, pero el azlcar se importa
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hacia las bayas en desarrollo en forma de sacarosa a través del floema, la cual se hidroliza por accidn
de enzimas invertasas en sus correspondientes hexosas. Adicionalmente, las bayas contienen
polisacaridos, principalmente insolubles, en las paredes celulares del hollejo y otros tejidos
resistentes, los cuales se componen de celulosa y pectinas con pequefias cantidades de hemicelulosa
(xiloglucanos) (Vidal et al., 2001). Las cadenas de celulosa poseen moléculas de glucosa unidas a las
mismas; mientras que las pectinas y hemicelulosas también contienen otros azlcares como
arabinosa, xilosa, galactosa, manosa y ramnosa, asi como los acidos glucurénico y galacturénico
(Vidal et al., 2001; Doco et al., 2003).

Los acidos tartdrico y malico representan aproximadamente entre el 70 y 90% del contenido
total de acidos orgdnicos presentes en bayas maduras, encontrandose pequefias cantidades de otros
acidos como citrico, oxalico, succinico, fumarico, lactico y acético, asi como también acidos fendlicos,
aminodcidos y 4cidos grasos. La mayor parte de los acidos organicos se acumulan en las vacuolas de
las células de la pulpa y hollejo en forma libre o formando sales, principalmente con iones K* y Na*.
La concentracion de acidos orgéanicos en un jugo de uva madura varia generalmente entre 5y 10 g/L,
la cual, junto con la relacién acido malico/acido tartarico y el contenido de cationes metalicos
presentes, determina el pH del mismo (Keller, 2010).

Con respecto al nitrégeno, en las bayas maduras y en el mosto puede encontrarse en forma
mineral (NH,", NO,” y NO5') u orgdnica (aminodcidos libres, péptidos, proteinas, urea y derivados de
acidos nucleicos, entre otros), alcanzando una concentracion total comprendida generalmente entre
100y 1200 mg/L (Conde et al., 2007). Aproximadamente entre el 50 y 90% del nitrégeno se presenta
bajo la forma de aminoacidos libres (Roubelakis-Angelakis y Kliewer, 1992), mientras que el resto
corresponde principalmente a proteinas, NH," y NO;3™ (Keller, 2010). El mosto posee alrededor de 30
aminodcidos, pero sélo algunos se encuentran en concentraciones apreciables (prolina, arginina,
glutamina, alanina, glutamato, serina y treonina). Estos compuestos también pueden presentarse
como polimeros, desde pequefios oligopéptidos de 2-4 aminodacidos a grandes proteinas de mas de
150 KDa. Durante la vinificacidn, gran parte de este macronutriente es metabolizado por levaduras y
bacterias lacticas observandose niveles variables en el producto final, usualmente mayores en vinos
tintos comparados con vinos blancos (Conde et al., 2007).

Adicionalmente al nitrégeno, la baya posee otros macronutrientes entre los cuales se destaca
el potasio, con concentraciones cercanas a 1 g/L (Rogiers et al., 2006). Este elemento cumple
funciones fisioldgicas muy importantes para la vid (activacion enzimatica, control del potencial de la
membrana plasmatica y regulacion del potencial osmdético), pero niveles excesivos en las bayas
maduras pueden afectar negativamente la calidad de la uva y el vino, debido a su participacién en la
disminucién de acidez y aumento del pH, perjudicando las caracteristicas organolépticas y la

estabilidad quimica y microbioldgica del vino (Conde et al., 2007). Otros minerales como calcio y
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magnesio se han observado en bayas en concentraciones promedio de 80 mg/L (Conde et al., 2007),
junto con trazas de hierro, cobre, manganeso, zinc, boro, azufre y fésforo, entre otros (Rogiers et al.,
2006).

En cuanto a la composicién lipidica, las bayas poseen ceras epicuticulares e intracuticulares,
acidos grasos, y lipidos de membrana en hollejo y pulpa, y aceites en las semillas. Por su parte, las
semillas contienen acidos grasos poliinsaturados, principalmente linoleico y oleico, y saturados como
palmitico y estedrico. Sin embargo, el grupo mas importante de lipidos en términos de calidad de
uvas y vinos corresponde a los carotenoides, especialmente -caroteno (provitamina A) y luteina, en
adiciéon a compuestos minoritarios como xantofilas, neoxantina, violaxantina y zeaxantina (Conde et
al., 2007). La importancia de los mismos radica en su participacion como precursores de
norisoprenoides volatiles, a través de su degradacion enzimdtica durante la maduracién de las bayas,
contribuyendo al aroma y flavor de los productos (Baumes et al., 2002).

La composicion aromatica de la uva comprende diversos tipos de sustancias quimicas
agrupadas como compuestos volatiles propios de la variedad y precursores no volatiles (Rapp vy
Mandery, 1986; Francis et al., 1992; Gomez et al.,, 1994). Los compuestos quimicos volatiles se
encuentran en la uva distribuidos principalmente en el hollejo y en proporciones similares entre la
pulpa y el jugo (Gomez et al., 1994). La concentracion de los mismos en las diferentes partes de la
baya (ng/L a mg/L) depende principalmente de su naturaleza quimica, del grado de madurez y de la
variedad de uva. Estas sustancias quimicas volatiles son extraidas del fruto principalmente durante el
periodo de maceracién y se mantienen inalteradas durante todo el proceso fermentativo (Francis et
al., 1992; Bayonove et al., 2000). Entre las sustancias volatiles conocidas relacionadas con la tipicidad
aromatica de la variedad pueden distinguirse tres familias quimicas principales: los compuestos
terpénicos, las pirazinas y los Ciz-norisoprenoides. Por su parte, los precursores de aromas
(componentes quimicos no volétiles) se distribuyen en la baya en forma similar a las sustancias
volatiles mencionadas (Gomez et al., 1994). Estos componentes inodoros, que constituyen el
potencial aromatico del fruto, liberan la fraccidn volatil, que contribuye significativamente al aroma
varietal del producto final, dependiendo de diversos factores (microorganismos fermentativos y
tecnologias de vinificacion y crianza). Dentro de este grupo se distinguen, principalmente, los
glicésidos, los carotenoides y los compuestos azufrados (Di Stefano, 1999; Bayonove et al., 2000).

Por ultimo, se destacan los compuestos fendlicos que constituyen un grupo quimico esencial
de las uvas y vinos tintos, y cuyo estudio representa el eje conductor de la presente Tesis Doctoral. A
continuacién se resume el estado actual de conocimientos sobre sus diferentes estructuras quimicas,

su biosintesis y acumulacion en las bayas, y su expresién y evolucion en el vino.
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2. Composicion fendlica de uvas y vinos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias quimicas mas
abundantes del Reino Vegetal (Pridham, 1965). Son biosintetizados en las plantas a través del
metabolismo secundario, y cumplen numerosas funciones bioldgicas que han permitido Ia
adaptacion y evolucién de las distintas especies. Entre las mismas se encuentran, el transporte de
hormonas, la atraccion de agentes polinizadores, el crecimiento del tubo polinico y la fecundacion, la
dispersion de semillas, el establecimiento de relaciones simbidticas, la proteccidn de los fotosistemas
frente al dafio oxidativo, las respuestas de defensa frente a la herbivoria y al ataque de patégenos, y
la tolerancia a condiciones abidticas desfavorables (Shirley, 1996).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos o polifenoles incluyen una gran
diversidad de estructuras quimicas muy heterogéneas, que se caracterizan por poseer al menos un
nucleo bencénico sustituido con uno o varios grupos hidroxilos y una cadena lateral funcional (Figura
1). Su reactividad se debe tanto al caracter acido de la funcién fendlica como al caracter nucleofilico

que le confiere la alta densidad electrénica del anillo bencénico (Monagas et al., 2005a).

OH

X

‘ Figura 1. Estructura basica de los compuestos fenélicos

A

R

Representan importantes pardmetros de calidad de uvas y vinos, debido a su influencia
directa sobre las caracteristicas organolépticas del producto, principalmente color, astringencia y
amargor (Ribéreau-Gayon et al., 2006b; Santos-Buelga y De Freitas, 2009), si bien también se ha
estudiado el impacto de algunos polifenoles sobre ciertos compuestos odorantes volatiles (Tominaga
et al.,, 2003; Aronson & Ebeler, 2004). Aunque las propiedades cromadticas y gustativas de los
polifenoles dependen primariamente de su estructura molecular, las mismas son moduladas por
interacciones que tienen lugar entre dichos compuestos, como asi también con otros constituyentes
del vino y la saliva (Vidal et al., 2004b; Cheynier et al., 2006).

Adicionalmente, se los relaciona con efectos fisioldgicos benéficos sobre la salud humana,
vinculado al consumo moderado de vino tinto (Renaud y de Lorgeril, 1992; Shrikhande, 2000; Davalos
y Lasuncidn, 2009; Guilford y Pezzuto, 2011). Entre los mismos se pueden mencionar las propiedades
antioxidantes (Alonso et al., 2002), antiinflamatorias (Bertelli et al., 2002), anticancerigenas (Park et

al., 2001), y protectoras frente a enfermedades cardiacas (Gross, 2004; Yao et al., 2004), entre otras.
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Estos compuestos pueden ser clasificados siguiendo varios criterios. La clasificacion mas
comun y empleada para describir la matriz fenélica de uvas y vinos se basa en la estructura de su
esqueleto carbonado, dividiéndose en compuestos no-flavonoides y flavonoides. Cada grupo se
divide a su vez en diferentes familias quimicas, cuyas caracteristicas estructurales le confieren
propiedades especificas tales como color, aroma y sabor (Cheynier et al., 2006). En las uvas, los
compuestos flavonoides se encuentran principalmente distribuidos en hollejos, semillas y escobajo, y
en menor proporcidn en pulpa; mientras que los no-flavonoides se hallan esencialmente en la pulpa,

en relacion a otras partes de la baya (Zamora, 2003).

2.1. No-flavonoides

Los principales compuestos no-flavonoides presentes en la uva y el vino son los acidos
fendlicos (hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos), en sus formas libres y esterificadas, y los estilbenos.
Adicionalmente a estos compuestos, en el vino se pueden encontrar algunos alcoholes fendlicos y

otros derivados relacionados.

2.1.1. Acidos fendlicos
Dentro de este grupo se encuentran los compuestos formados por un sélo anillo de 6 dtomos
de carbono, incluyendo a los acidos hidroxibenzoicos, con una estructura del tipo C¢-C; (Figura 2) y a

los acidos hidroxicindmicos, con una estructura Cs-C; (Figura 3).

R2 Acidos hidroxibenzoicos R, R, R, R,
Galico H OH OH OH
Gentisico OH H H OH
R; Rj
p-Hidroxibenzoico H H OH H
Protocatéquico H OH OH H
Salicilico OH H H H
Siringico H OCH OH OCH
HOOC R 3 3
4
Vanillico H OCH, OH H

Figura 2. Estructura quimica de los principales acidos hidroxibenzoicos presentes en uvas y vinos.

R2 Acidos hidroxicinamicos R, R, R,
Cafeico OH H H
HO Caftarico OH H Acido tartarico
COOR3 p—CunTa'rlco H H : H _
p-Cutdrico H H Acido tartarico
Ferdlico OCH,4 H H
/ Fertarico OCH, H Acido tartarico
R1 Sinapico OCH, OCH, H

Figura 3. Estructura quimica de los principales acidos hidroxicindmicos presentes en uvas y vinos.

-6-
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2.1.1.1. Acidos hidroxibenzoicos

El acido gdlico es el Unico 4cido hidroxibenzoico formalmente identificado en estado nativo
en las uvas, encontrandose en la pulpa y en las partes sdlidas de la baya (semilla y hollejo) en forma
libre o bien como éster de flavanol ((-)-epicatequina-3-galato) (Su & Singleton, 1969). Posee
propiedades gustativas amargas y astringentes (Hufnagel y Hofmann, 2008), y en forma libre se oxida
muy facilmente formando quinonas. Los principales acidos de este grupo, identificados en uvas y
vinos, se presentan en la Figura 2. Complementariamente a estos compuestos, se han descripto una
serie de derivados en vinos blancos y tintos, incluyendo por ejemplo vanillato de etilo, p-

hidroxibenzoato de etilo, ésteres metilicos de los dcidos vanillico y protocatéquico, protocatecato de

etilo, galato de etilo y el éster glucosilado del acido vanillico, entre otros (Monagas et al., 2005a). Por
su parte, los vinos criados en contacto con madera poseen taninos hidrolizables, que consisten en
poliésteres de acido galico (galotaninos) o acido elagico (elagitaninos), los cuales por hidrdlisis

pueden originar los correspondientes acidos (Sanz et al., 2008).

2.1.1.2. Acidos hidroxicinamicos

Los acidos hidroxicinamicos se encuentran ubicados principalmente en las vacuolas de las
células del hollejo y de la pulpa de las bayas bajo la forma de ésteres tartaricos (Monagas et al.,
2005a). Los principales compuestos presentes en la uva son los isémeros trans del acido caftdrico
(cafeiltartarico), cutdrico (p-cumariltartarico) y fertarico (feruliltartarico), aunque también se han
detectado pequefias cantidades de los isomeros cis (Singleton et al.,, 1978; Adams, 2006), y los
ésteres glucosilados de los acidos trans-p-cumarico y trans-ferilico (Monagas et al., 2005a).
Adicionalmente a estos compuestos, en el vino se pueden encontrar las formas libres de los acidos
mencionados (Somers et al.,, 1987) y una serie de derivados descriptos por diversos autores
(Rentzsch et al., 2009). Desde el punto de vista organoléptico, estos compuestos poseen propiedades
gustativas amargas, aunque pueden aportar sensaciones minoritarias de astringencia (Hufnagel y
Hofmann, 2008) y acidez. Carecen de color en el espectro visible (Zamora, 2003), pero participan en
la acilacién de las antocianinas (acidos p-cumarico y cafeico), influyen indirectamente en el color del
vino a través de su participacion en el fendmeno de copigmentacién (Dimitric-Markovic et al., 2000;
Darias-Martin et al., 2002), y actian como precursores en la formacidon de piranoantocianinas
(Rentzsch et al., 2009). Por su parte, los acidos ferulico y cumdrico pueden generar defectos olfativos
debido a su degradacién microbiana originando fenoles volatiles (Chatonnet et al., 1992). Por otro
lado, el acido cafeico y su éster tartdrico son los principales sustratos de la oxidacién enzimatica de
los mostos, formando quinonas muy reactivas que pueden provocar la oxidacién de antocianinas y
taninos (Singleton, 1987). La Figura 3 muestra la estructura quimica de los principales acidos

hidroxicindmicos presentes en uvas y vinos.
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2.1.2, Estilbenos

Los estilbenos poseen una estructura molecular formada basicamente por dos anillos
bencénicos separados por un puente eteno (Cs-C,-Cg). Son biosintetizados en las plantas de vid,
especialmente en los hollejos y semillas de las bayas y en las raices, como respuesta a condiciones de
estrés (fitoalexinas), tales como infecciones fungicas y radiaciéon UV (Langcake y Pryce, 1976; Jeandet
et al,, 1991). Si bien existen en diferentes especies vegetales, las uvas y sus productos derivados se
consideran la fuente dietaria mas importante de estilbenos (Guebailia et al., 2006). El compuesto
mas abundante y estudiado en uvas y vinos es el resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno), que puede
encontrarse en sus formas libres (isomeros cis y trans) o glucosilados formando los denominados
piceidos (Figura 4). Los estilbenos también pueden formar complejos oligoméricos y poliméricos
denominados viniferinas (Rentzsch et al., 2009). En general, no poseen propiedades sensoriales, sin
embargo, segun diversos estudios se los relaciona con funciones benéficas para la salud humana por

sus potenciales efectos antioxidante, anticarcinogénico, cardioprotectivo y neuroprotectivo (Saiko et

al., 2008).
R OH
/ OH
\

OH
R Compuesto R
trans-Resveratrol OH Compuesto R
trans-Piceido 0Glc cis-Resveratrol OH

cis-Piceido OGlc

OH
OH
trans-S-viniferina

Figura 4. Estructura quimica de los principales estilbenos y derivados presentes en uvas y vinos.

2.1.3. Alcoholes fendlicos y compuestos relacionados
En adicidn a los fenoles no-flavonoides descriptos anteriormente, en el vino se pueden

encontrar otros compuestos tales como el tirosol (p-hidroxifeniletanol) y el triptofol (indol-3-etanol)
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formados durante la fermentacion alcohdlica a partir de la tirosina (Barcenilla et al., 1989) y del

triptofano (Gil y Gdmez-Cordovés, 1986), respectivamente (Figura 5).

OH

Tirosol Triptofol OH

Figura 5. Estructura quimica del tirosol y triptofol presentes en vinos.

2.2. Flavonoides

Los compuestos flavonoides constituyen el grupo de polifenoles de mayor importancia
tecnoldgica en uvas y vinos, tanto en calidad como en cantidad (Cheynier et al., 2006). Su estructura
molecular basica (C¢-C3-Cs) comprende dos anillos bencénicos polihidroxilados (A y B), unidos a través
de un heterociclo central oxigenado (C) (Figura 6). El grado de insaturacidn del anillo C determina las
distintas familias de compuestos englobados dentro de este grupo, distinguiéndose los flavanoles,
flavonoles y antocianinas, y en menor proporcion los dihidroflavonoles y flavonas. Dentro de cada
familia, los distintos compuestos se diferencian de acuerdo al nimero y localizacidn de los grupos
hidroxilos y metoxilos presentes en el anillo B. Dichas estructuras basicas pueden presentarse a su
vez bajo formas O-glicosiladas en el C3 del anillo C, y estos glicdsidos a su vez pueden encontrarse
acilados o no. Una caracteristica distintiva de estos compuestos es que pueden actuar tanto como
electréfilos o como nucledfilos, lo que explica su alta reactividad en la matriz del vino (Kennedy et al.,

2006).

Figura 6. Estructura quimica basica de los flavonoides presentes en uvas y vinos.
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2.2.1. Flavanoles

Los flavanoles o flavan-3-oles se encuentran ubicados en diferentes tejidos de la planta de
vid (madera, hojas, escobajo) y en las partes sélidas de la baya (hollejo y semilla), como monémeros
o formando oligdmeros y polimeros conocidos con el nombre de proantocianidinas o taninos
condensados. En uvas y vinos, el contenido de proantocianidinas es muy superior a la concentracién
de las unidades monoméricas (Kennedy et al., 2006). Desde el punto de vista sensorial, poseen
propiedades gustativas (amargor) y tactiles (astringencia), e intervienen en la estabilizacidn del color
a través de reacciones de copigmentacion y/o condensacion con las antocianinas. También participan
en reacciones de pardeamiento oxidativo quimico y enzimadtico, en interacciones con otras
macromoléculas del vino y en la formacién de turbidez o precipitados (Terrier et al., 2009; Santos-
Buelga y De Freitas, 2009).

Las unidades monoméricas cominmente presentes en uvas de Vitis vinifera son la (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequina, y (-)-epigalocatequina (Su & Singleton, 1969). La (+)-
catequina y la (-)-epicatequina se presentan ortohidroxiladas en las posiciones C3’ y C4’ del anillo B,
en tanto que la (+)-galocatequina y la (-)-epigalocatequina poseen un tercer grupo hidroxilo en la
posiciéon C5’. En la estructura quimica de estos compuestos existen dos carbonos asimétricos (C2 y
C3) que determinan dos pares de isémeros dpticos con una configuracidn 2R:3S para (+)-catequina y
(+)-galocatequina, y 2R:3R para (-)-epicatequina y (-)-epigalocatequina (Monagas et al., 2005a)
(Figura 7). En la naturaleza, estos monémeros pueden encontrarse como tal, o bajo la forma de
derivados metilados, glucosilados, acilados o esterificados con acido galico en la posiciéon C3. En
general, los monémeros mayoritarios en uvas y vinos son la (+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-
epicatequina-3-galato (Cheynier et al., 2000), y en menor concentracién, (+)-galocatequina, (-)-
epigalocatequina, (+)-catequina-3-galato y (+)-galocatequina-3-galato (Monagas et al., 2005a).

Con respecto a las proantocianidinas (oligémeros y polimeros), su denominacién se refiere a
la propiedad de liberar antocianidinas por calentamiento en medio acido a partir de la ruptura del
enlace interflavanico (Porter et al., 1986). En la uva se distinguen dos grupos de proantocianidinas
dependiendo de la naturaleza de la antocianidina liberada (cianidina o delfinidina) en medio acido
(reaccidn de Bate-Smith): las procianidinas, compuestas por (+)-catequina y (-)-epicatequina, y las
prodelfinidinas, compuestas por (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina. Las primeras se
encuentran sélo en las semillas de las bayas, mientras que los hollejos poseen ambos grupos de
compuestos (Monagas et al., 2005a).

Las proantocianidinas también se distinguen por el nimero de unidades de flavanoles que
forman la cadena y por la naturaleza del enlace interflavanico. El término “oligdmero” se refiere
generalmente a moléculas con un nimero de unidades promedio o grado medio de polimerizacion

(mDP) entre 2 y 5, mientras que los polimeros consisten en moléculas con un mDP > 5. Sin embargo,
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estas definiciones son subjetivas y varian en funcién del sustrato y de la técnica de medicién
empleada (Waterhouse et al., 2000). En general, los hollejos se caracterizan por presentar polimeros
de cadena larga, mientras que las semillas contienen proantocianidinas con un grado de
polimerizacidn menor y una mayor proporciéon de unidades galoiladas (13-29%) comparadas con los
hollejos (3-6%) (McRae y Kennedy, 2011).

En funcidn de la naturaleza del enlace, se encuentran las proantocianidinas de tipo B y las de
tipo A (Figura 7). Las primeras son aquellas en que las uniones entre los mondémeros estan
establecidas entre el C4 de la unidad superior (o de extension) y el C6 o C8 de la unidad inferior,
siendo mas abundantes los dimeros C4 - C8 que los C4 - C6. Mientras que las proantocianidinas
tipo A, presentan ademds un enlace tipo éter entre el C2 de la unidad superior y los grupos hidroxilos
del C5 o C7 de la unidad inferior (Monagas et al., 2005a).

Existe una gran diversidad de oligdmeros detectados en uvas y vinos, los cuales han sido
reportados por diversos autores y se resumen en las revisiones bibliograficas realizadas por Monagas
et al. (2005a) y Terrier et al. (2009). Por su parte, el conocimiento acerca de los polimeros presentes
en dichas matrices es menor, debido a variabilidad existente en el tamafio molecular y en su

composicion, dificultando el analisis y la identificacion.

R3 Monémeros de flavanol R, R, R,

OH (+)-Catequina OH H H OH
(-)-Epicatequina H OH H OH
(-)-Epicatequina-3-galato H O-Gal H
(+)-Galocatequina OH H OH O
(-)-Epigalocatequina H OH OH Gal = || OH
(+)-Galocatequina-3-galato H O-Gal OH
(+)-Epigalocatequina-3-galato 0O-Gal H OH

HO

Dimeros tipo B Dimero tipo A

HO
OH

Figura 7. Estructura quimica de monémeros de flavanoles y dimeros tipo A y B presentes en uvas y vinos.
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2.2.2. Flavonoles

Los flavonoles de la vid se localizan principalmente en los hollejos de las uvas y en las hojas
(Terrier et al., 2009), aunque también se han detectado algunos compuestos en la pulpa (Pereira et
al., 2006), y en los brotes e inflorescencias durante el desarrollo de la baya (Downey et al., 2003b). Se
presentan principalmente bajo la forma de heterdsidos (glucdsidos, galactdsidos, ramndsidos,
rutindésidos o glucurdnidos) de cuatro agliconas principales (quercetina, miricetina, kaempferol e
isoramnetina) (Figura 8), no obstante se han identificado otros compuestos derivados de la laricitrina
y siringetina (Mattivi et al., 2006; Castillo-Mufioz et al., 2007 y 2009), como asi también algunos
diglicésidos (Monagas et al., 2005a). Adicionalmente a estos compuestos, en el vino se pueden
encontrar las formas libres, originadas probablemente por la hidrélisis de los glicésidos durante el
proceso de vinificacion (Cheynier et al., 2000).

Desde el punto de vista organoléptico, los flavonoles son pigmentos que contribuyen a la
componente amarilla del color de los vinos, y debido a su estructura planar participan como
cofactores en el fendmeno de copigmentacion de las antocianinas (Boulton, 2001; Hermosin
Gutiérrez et al.,, 2005). Con respecto a la quercetina, cuando se presenta en concentraciones
elevadas en vinos tintos, puede aportar gusto amargo (Sdenz-Navajas et al., 2010c) acompafiado de

una cierta sensacion de astringencia tipo “puckering” (Hufnagel y Hofmann, 2008).

Rl Flavonol R, R, R,
Kaempferol H H H

OH Kaempferol-3-glucdsido H Glucosa

Kaempferol-3-galactésido H 0-Gal Galactosa

HO (@) Kaempferol-3-glucurénido OH H Acido glucurénico
R2 Quercetina OH H H
| Miricetina OH OH H
| ()F23 Isoramnetina OCH, H H
Laricitrina OH OCH,4 H
OH o .

Siringetina OCH, OCH,4 H

Figura 8. Estructura quimica de los principales flavonoles presentes en uvas y vinos.

2.2.3. Antocianinas

Las antocianinas o antocianos son los compuestos fenédlicos responsables del color rojo de las
uvas y vinos tintos, y se encuentran ubicados principalmente en los hollejos de las bayas, aunque
también estan presentes en la pulpa de algunas variedades tintoreras (Monagas y Bartolomé, 2009).
En las concentraciones normalmente encontradas en los vinos tintos (0,3-1,2 g/L), las antocianinas
no contribuyen intrinsencamente a la astringencia y parecen carecer de propiedades gustativas

(Vidal et al., 2004a). Son pigmentos solubles en agua, formados por una aglicona (antocianidina) cuya
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estructura bdsica comprende un anillo A (derivado del floroglucinol) unido a un heterociclo C, el cual
a su vez se encuentra unido al anillo bencénico B (Figura 9). El anillo C posee una carga positiva
situada sobre el &tomo de oxigeno, la cual estd deslocalizada en todo el heterociclo e incluso en los
ciclos adyacentes (A y B). Esta deslocalizacidn es la responsable de la interaccién con la luz y, por lo
tanto, del color rojo de la molécula (Zamora, 2003), pero también explica su inestabilidad, ya que
dicha carga puede perderse por hidratacion (Fulcrand et al., 2006). Las antocianinas identificadas en
las uvas y vinos de Vitis vinifera son los 3-O-monoglucésidos y los 3-O-monoglucésidos acilados de las
antocianidinas delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las cuales difieren entre si en
el nimero y posicion de los sustituyentes hidroxilos y metoxilos localizados en el anillo B (Figura 9).
La acilacion de estos compuestos se produce en el C6 de la molécula de glucosa por medio de la
esterificaciéon con los Aacidos acético, p-cumarico y cafeico (Monagas y Bartolomé, 2009).
Recientemente, se ha reportado en vinos la existencia de antocianinas aciladas con acido lactico
(Alcalde-Eon et al., 2006), y de compuestos derivados de la pelargonidina (Castillo-Mufoz et al.,
2009). Adicionalmente, algunos autores han confirmado la presencia de 3,5- y 3,7-diglucdsidos en
uvas y vinos de Vitis vinifera (Vidal et al., 2004c; Alcalde-Eon et al., 2006; Castillo-Mufioz et al., 2009),

como asi también de algunos trimeros en extractos de hollejos (Vidal et al., 2004c).

Ry

Antocianidina R, R,
OH Cianidina OH H
+ Delfinidina OH OH
HO 0]
AN R, Peonidina OCH, H
_ HO OH Petunidina OCH, OH
0 0 Malvidina OCH, | oOcH,
OH OH
ORj3
R3= —CO—CHj —CO—CH=CH—< >—OH —CO—CH=CH OH
(acetil) - )
(p-cumaril) (cafeil) OH

Figura 9. Estructura quimica de las principales antocianinas presentes en uvas y vinos.

En medio acuoso, la mayoria de las antocianinas naturales coexisten bajo la forma de cuatro
estructuras quimicas en equilibrio, con caracteristicas cromaticas particulares dependiendo del pH
(Glories, 1984a; Mazza y Brouillard, 1987). Dichas formas son la base quinoidal de color azul, el
cation flavilium de color rojo, la pseudo-base carbinol o hemiacetal incolora, y la forma chalcona,

también incolora (Monagas et al., 2005a). En condiciones muy 4cidas (pH < 2), las antocianinas
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existen principalmente en la forma roja de catién flavilium. A medida que el pH aumenta, el catién
flavilium desaparece debido a una rapida desprotonacién, generandose las formas quinoidales de
color azul. Paralelamente, también se produce la hidratacién del catidn flavilium dando lugar a la
formacidon de la pseudo-base carbinol incolora. Ambas reacciones ocurren simultdneamente
dependiendo de las constantes de equilibrio. Por otro lado, en condiciones levemente acidas (pH 4-5)
y temperaturas elevadas, la pseudo-base carbinol puede ser convertida a las formas cis- o trans-
chalcona por medio de una reaccién rapida de apertura del anillo y de un proceso lento de
isomerizacion. Las chalconas pueden ser neutras e incoloras, o ionizarse y tomar un color levemente
amarillo. La reversién a la forma flavilium por disminucién del pH se produce mas lentamente en el
caso del isémero trans comparado con el cis, indicando que el primero puede ser irreversible. En el
rango de pH de la mayoria de los vinos tintos (alrededor de 3,5), se puede considerar la existencia de
un balance entre las diferentes formas. El catién flavilium de color rojo esta presente en un 12,2%,
estando el equilibrio desplazado mayoritariamente hacia la pseudo-base carbinol (45,2%) y la
chalcona (27,6%), ambas incoloras, y minoritariamente hacia la base quinoidal de color azul (15%)
(Glories, 1984b).

Ademas del factor pH, el color de las soluciones que contienen antocianinas también
depende de la estructura y concentracién del pigmento, temperatura, presencia de copigmentos,
iones metalicos, enzimas, oxigeno, azlcares y sus productos de degradacidn, y diéxido de azufre,
entre otros. Durante el proceso de vinificacidn, las antocianinas participan en reacciones de
oxidacién, hidrdlisis y condensacidon, generdndose importantes cambios en el color del vino

(Monagas et al., 2005a).

2.2.4. Dihidroflavonoles

Los dihidroflavonoles o flavanonoles desempefian un rol funcional en las plantas de vid,
actuando como mecanismo de defensa ante el ataque de hongos como Botritis y son considerados
también compuestos bioactivos capaces de promover efectos fisiolégicos benéficos (antioxidantes,
antimicrobianos, antibacteriales, hepatoprotectivos y quimioprenventivos, entre otros) en humanos
(Vitrac et al.,, 2001; Landrault et al., 2002). Segun la literatura, son considerados compuestos
minoritarios en Vitis vinifera. Entre los dihidroflavonoles reportados en uvas y vinos de variedades
blancas figuran la astilbina (dihidroquercetina-3-ramnésido) y la engeletina (dihidrokaempferol-3-
ramnosido) (Trousdale y Singleton, 1983; Baderschneider y Winterhalter, 2001), y otros glicésidos de
ambos compuestos (Masa et al., 2007; Masa y Vilanova, 2008; Vilanova et al., 2009). Mientras que en
vinos tintos se han identificado dihidrokaempferol-3-glucésido, dihidromiricetina-3-ramnésido y

astilbina (Vitrac et al., 2001; Landrault et al., 2002; Vitrac et al., 2002; Pozo-Baydn et al., 2003; Jeffery
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et al., 2008). La Figura 10 muestra la estructura de los principales dihidroflavonoles detectados en

uvas y vinos.
R, Dihidroflavonol R, R, R,
OH Dihidrokaempferol H H H
Dihidrokaempferol-3-ramnésido H H Ramnosa
HO (0] R Dihidrokaempferol-3-glucdésido H H Glucosa
2 Dihidroquercetina OH H H
Dihidroquercetina-3-ramnésido OH H Ramnosa
OR4
Dihidroquercetina-3-glucdsido OH H Glucosa
OH o Dihidromiricetina-3-ramnésido OH OH Ramnosa

Figura 10. Estructura quimica de los principales dihidroflavonoles presentes en uvas y vinos.

2.2.5. Flavonas

Estos compuestos constituyen una fraccion minoritaria de los fenoles presentes en Vitis
vinifera. En hojas se han identificado algunos glucésidos de apigenina y luteolina (Revilla et al., 1985;
Hmamouchi et al., 1996), mientras que otros autores han detectado apigenina, baicaleina y luteolina
en vinos (Wang y Huang, 2004). La Figura 11 muestra la estructura de algunas flavonas detectadas en

Vitis vinifera.

Flavona R, R, R, R,
Apigenina H H H OH
Apigenina-7-0-glucésido Glucosa H H OH
Luteolina H OH H OH
Luteolina-7-0-glucésido Glucosa OH H OH
Baicaleina H H OH H

Figura 11. Estructura quimica de las principales flavonas presentes en Vitis vinifera.

3. Biosintesis de compuestos fendlicos en las uvas

La ruta de biosintesis de todos los compuestos fendlicos corresponde a la Via
Fenilpropanoide, cuyos precursores, fenilalanina y malonil-CoA, derivan del metabolismo primario
(Figura 12). La misma ocurre en el citoplasma de las células, asociada al reticulo endoplasmatico

rugoso (Hrazdina y Wagner, 1985; Poustka et al., 2007), en donde participan una gran diversidad de
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enzimas tales como citocromo P450 hidroxilasas, dehidrogenasas/reductasas, O-metiltransferasas y
glicosiltransferasas.

El primer paso clave de la ruta es llevado a cabo por la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL). Su actividad depende tanto del suministro del aminoacido precursor (Pirie y Mullins, 1980;
Hunter et al., 1991) como también de la luz y la temperatura (Roubelakis-Angelakis y Kliewer, 1986).
La segunda etapa fundamental en la regulacion de la sintesis de compuestos fendlicos consiste en la
actividad de la enzima chalcona sintasa (CHS) que desvia la ruta hacia la formacién de flavonoides.
Posteriormente, la enzima chalcona isomerasa (CHI) generard una flavanona, que actuard como
intermediario en la formacidn de flavonas, isoflavonas y dihidroflavonoles. Estos ultimos seradn los
precursores en la sintesis de flavonoles, flavanoles y antocianidinas (Figura 12). La etapa final
consiste en la glicosilacidn del grupo 3’-hidroxilo para generar los distintos flavonoles y compuestos
antocianicos. Este proceso es esencial para favorecer su solubilizacién, estabilidad y transporte hacia
las vacuolas de las células (Marrs et al., 1995; Yoshida et al., 2000). Con respecto a los monémeros de
flavanoles, se han descripto diversos mecanismos que explican su transporte a las vacuolas, previo a
su polimerizaciéon en taninos condensados o proantocianidinas (Lepiniec et al., 2006; Zhao et al.,
2010).

Existe una estrecha relacién entre la sintesis de proantocianidinas y antocianinas. Diversos
autores han reportado la produccién de (+)-catequina a partir del precursor leucocianidina por accién
de la enzima leucoantocianidina reductasa (LAR) (Stafford y Lester, 1984). Mientras que la (-)-
epicatequina y la (-)-epigalocatequina son generadas a partir de la cianidina y delfinidina por medio
de la enzima antocianidina reductasa (ANR) (Xie et al., 2003). Otros autores encontraron en las
bayas, que la enzima ANR es codificada por un Unico gen mientras que la enzima LAR depende de dos
genes estrechamente relacionados. El gen de ANR se expresa en hollejos y semillas hasta el inicio de
la maduracidn, en tanto los genes de LAR muestran patrones de expresion diferenciales, sugiriendo
la incidencia del tejido y de la regulacién temporal de los mismos sobre la composicion tanica de la
uva durante la maduracion (Bogs et al., 2005).

Finalmente, el paso que compromete la biosintesis de antocianinas depende de la enzima
UDP-glucosa flavonoide 3-O-glucosiltransferasa (UFGT), que cataliza la glicosilacidon de antocianidinas
inestables (cianidina y delfinidina) en antocianinas pigmentadas (cianidina-3-glucdsido y delfinidina-
3-glucésido), a partir de los cuales por medio de la accidn de la enzima O-metiltransferasa (OMT) se
forman las antocianinas principales, los cuales finalmente son acumuladas en las vacuolas generando

el color caracteristico de las uvas tintas (Castellarin et al. 2007b).
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Figura 12. Resumen de la Via Fenilpropanoide involucrada en la biosintesis de compuestos no-flavonoides y
flavonoides. Abreviaturas: PAL, fenilalanina amonio liasa; C4H, cinamato-4-hidroxilasa; C4L, cinamato-4-liasa;
CHS, chalcona sintasa; StSy, estilbeno sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H/F3’'H/F3'5'H, flavonoide
hidroxilasas; FLS, flavonol sintasa; DFR, dihidroflavonol reductasa; ANS, antocianidina sintasa; ANR,
antocianidina reductasa; LAR, leucoantocianidina reductasa; UFGT, UDP-glucosa flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa; OMT, O-metiltransferasa. Adaptada de Castellarin et al. (2007b).
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4. Fisiologia de la maduracidn de la baya. Evolucidn de los compuestos fendlicos

En el ciclo biolégico de Vitis vinifera se pueden distinguir dos etapas fisioldgicamente bien
diferenciadas, una primera en la que se destacan los procesos de crecimiento y desarrollo de los
drganos vegetativos y una segunda donde predominan los procesos de acumulacidon de almiddn,
durante el agostamiento, y de azlcares, durante la maduracién de las bayas.

El desarrollo de las bayas comprende 3 fases con dos periodos de crecimiento sigmoidal
(Figura 13): una primera fase de crecimiento rapido (desarrollo en verde), una segunda fase

estacionaria o de latencia, y una ultima fase de maduracidn y crecimiento en tamafio (Coombe,

1992).

gg@ -~ i Fasesde |

g gzo < | crecimiento !

& & ' de la baya i
A

| I 1]
Cuajado Envero Maduracion
Cosecha

Peso de baya
2Brix

Antocianinas
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Oxidacién de
proantocianidinas

T T
20 40 60 80 100 120

Tiempo (dias postfloracién)

Figura 13. Representacion esquematica de las etapas de crecimiento de las bayas de vid y de los cambios en la
composicion de azucares y flavonoides. El crecimiento del fruto esta representado por una curva doble
sigmoidea indicando el peso de baya. Adaptada de Matus Picero (2008).

La primera fase se inicia con el cuajado de las bayas y dura aproximadamente 45 a 60 dias.
Este periodo se caracteriza por una rapida divisién celular, inducida por la accidn de las hormonas
auxinas y giberelinas, seguida de alargamiento celular. A pesar de la presencia de pigmentos
fotosintéticos, la produccién de fotosintatos en el fruto no es suficiente para sus requerimientos,

debiendo importar azucares a través del floema (Giaquinta, 1983). Durante esta etapa se sintetizan
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mayoritariamente los acidos malico y tartarico (Ruffner, 1982), y se acumulan algunos compuestos
fendlicos como los acidos hidroxicinamicos y las proantocianidinas en semillas y hollejos, hasta el
momento de envero donde alcanzan sus valores mdaximos. (Romeyer et al., 1983 ; Kennedy et al.,
2000b y 2001, Downey et al., 2003a).

Al comienzo de la segunda fase, se detiene el crecimiento en la mayoria de los tejidos de la
baya, a excepcidon de la semilla. Se producen cambios fisicos tales como la acumulaciéon de pruina
sobre la epidermis del hollejo, la disminucién de la transpiracién, la ruptura de los vasos del xilema y
un aumento del flujo de potasio respecto de otros iones (Creasy et al., 1993). Sobre el final de esta
fase, las bayas comienzan a ablandarse y a perder clorofila, siendo estos los principales indicadores
de la transicién a la tercera fase de desarrollo. El rapido incremento de glucosa durante esta etapa es
acompafiado por la sintesis de antocianinas (Kennedy et al., 2001). Este proceso de cambio de
coloracién de la baya denominado “envero o pinta” indica el inicio de la maduracidn. A partir de este
momento, el transporte de agua y azlcares hacia la baya se realiza a través del floema (Coombe y
McCarthy, 2000).

La tercera fase del desarrollo o maduracién de la baya, implica una serie de cambios
significativos en el metabolismo inducidos, en gran parte, por el acido abscisico (ABA) (Cakir et al.,
2003) y en menor medida por el etileno (Hale et al., 1970). Los mismos incluyen: acumulacién de
azucares, ablandamiento del exocarpo, expansién celular, sintesis de antocianinas en hollejos de
uvas tintas, reduccion de los niveles de acidos organicos (principalmente acido malico), sintesis de
compuestos odorantes, acumulacién de aminoacidos, sintesis y transporte de fitohormonas vy
sustancias de crecimiento, entre otros (Coombe 1976; Nunan et al. 1998; Barnavon et al. 2000;
Robinson y Davies, 2000; Giovannoni, 2001; Deluc et al., 2007). En cuanto a la evolucién de los
distintos compuestos fendlicos, generalmente el contenido de los no-flavonoides aumenta hasta el
envero para luego disminuir durante la maduracion (Romeyer et al., 1983; Obreque-Slier et al.,
2010). Respecto a los flavonoides, usualmente el nivel maximo de antocianinas se alcanza dos o tres
semanas antes de la cosecha, disminuyendo en forma sostenida hacia el final del proceso (Kennedy
et al., 2002; Pefia-Neira et al., 2004; Fournand et al., 2006). Los flavonoles suelen mostrar una
tendencia similar (Pefia-Neira et al., 2004; Singh Brar et al., 2008), en tanto las proantocianidinas se
comportan diferencialmente de acuerdo al tejido involucrado. En el caso de las semillas, se observa
una disminucién desde el envero relacionada con procesos de oxidacion (Kennedy et al., 2000a,b;
Ristic e lland, 2005), generando un cambio de coloracién hacia tonalidades pardas y contribuyendo a
una reduccidn de la astringencia global de las uvas al momento de cosecha. Mientras que en hollejos,
la concentracion de proantocianidinas disminuye levemente o permanece constante durante la
maduracién de la baya, observdndose por el contrario un aumento en el grado medio de

polimerizacion (Kennedy et al., 2001; Harbertson et al., 2002).
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Las uvas, al igual que la mayoria de los frutos, poseen una limitada capacidad fotosintética,
por lo cual los compuestos acumulados en las mismas son sintetizados a partir de azlcares y otros
precursores provenientes de diferentes drganos de la planta e importados a través del floema. El
conjunto de cambios que se producen durante la maduracién es coordinado individualmente dentro
de cada baya, pero el proceso de maduracién de las distintas bayas pertenecientes a un mismo
racimo no ocurre sincronizadamente (Robinson y Davies 2000). Esto da lugar a diferencias

importantes entre las bayas al momento de cosecha, impactando notablemente en su calidad final.

5. Factores que afectan la biosintesis y acumulacion de compuestos fendlicos en las bayas

La biosintesis y acumulacién de compuestos fendlicos durante las distintas fases del
desarrollo de las bayas, depende tanto del genotipo de la planta como también de diversos factores
bidticos (microorganismos estimulantes o antagonistas), abidticos (condiciones edafoclimaticas), y de
las practicas culturales realizadas en el vifiedo. Si bien muchos de estos factores han sido estudiados
en Vitis vinifera, la investigacion se ha desarrollado en su mayoria empleando especies modelo como
Arabidopsis thaliana (Downey et al., 2006).

En primer lugar, resulta importante destacar la influencia evidente del factor “variedad”
sobre la composicién cualitativa y cuantitativa de polifenoles. Diversos estudios han sugerido la
relevancia de estos compuestos como marcadores quimicos de autenticidad y diferenciacién varietal
de uvas y vinos. Nufez et al. (2004) y Otteneder et al. (2004) encontraron perfiles antocianicos
caracteristicos en distintas variedades de uva, mientras que otros autores demostraron las
diferencias existentes en el perfil de flavonoles entre cultivares (Mattivi et al., 2006; Castillo-Mufioz
et al., 2007). Ademads de la variedad, la heterogeneidad intravarietal es un factor que induce un
comportamiento muy diferente entre los distintos clones, por lo que, en el caso de ser posible,
resulta esencial la eleccion del clon mas adecuado de acuerdo al objetivo buscado.

Por otro lado, la disponibilidad nutricional de la planta influye notablemente en su
crecimiento, afectando la composicién fendlica en distintos tejidos de la misma. Existen varios
estudios realizados acerca de la incidencia de distintos niveles de nitrégeno y potasio sobre estos
compuestos, encontrandose que concentraciones excesivas de estos nutrientes tienden a disminuir
la tasa de flavonoides en los hollejos de las bayas (Kliewer, 1977; Jackson y Lombard, 1993; Delgado
et al., 2004). Segiin Downey et al. (2006), el mecanismo probable de esta disminucidn podria estar
vinculado con el excesivo vigor. En relacion a este factor, diversos autores han observado cambios
cuantitativos en la composicion fendlica de hollejos y semillas de bayas en vides manejadas con
distintos niveles de vigor, encontrando en algunos casos una correspondencia entre bajo vigor y
mayores contenidos de compuestos fendlicos (Pefia-Neira et al., 2004; Cortell et al.,, 2005). En

muchos casos, resulta incierto confirmar la incidencia directa del vigor o de un efecto indirecto

-20-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Introduccion

Diposit Legal: T. 727-2012

generado por cambios en la arquitectura del follaje, dando como resultado una modificacién en la
exposicién solar de los frutos y afectando por ende el microclima del racimo (Coombe y McCarthy,
2000).

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (composicidn nutricional, estructura,
profundidad y textura) también pueden afectar la acumulacién de flavonoides en las bayas, debido a
su incidencia directa sobre el crecimiento de las plantas. Sin embargo, el mayor impacto del tipo de
suelo estd referido a la capacidad de retencidn de agua y al aporte de las condiciones de pH
necesarias para la absorcion de macro y micronutrientes (Matus Picero, 2008). El estado hidrico de
las plantas ha sido expuesto por diversos autores como uno de los factores de mayor influencia sobre
la calidad de la uva, observandose resultados variables. Algunos autores (Nadal y Arola, 1995; Ojeda
et al., 2002; Roby y Matthews, 2004; Castellarin et al., 2007b) encontraron que en condiciones de
restriccion hidrica se observé un aumento del contenido de antocianinas y proantocianidinas en
bayas, mientras que en otros estudios la restriccién hidrica mostré un efecto bajo o nulo sobre la
acumulacidn de estos compuestos (Kennedy et al., 2000b y 2002). Segin Downey et al. (2006), el
efecto del déficit hidrico estaria relacionado con la disminucidon del tamafo de la baya y la
modificaciéon de la relacién peso de hollejo/peso de baya, lo cual afectaria la concentracidon de
compuestos fendlicos. Adicionalmente, otros autores consideraron que los cambios en la estructura
y desarrollo del hollejo serian los responsables de este efecto, mdas que la incidencia directa sobre la
ruta biosintética (Roby et al., 2004; Roby y Matthews, 2004). Por lo tanto, la dificultad en la
interpretacion de este factor radica en el impacto que tiene la disponibilidad de agua sobre diversos
procesos bioldgicos de la planta anexos a la ruta fenilpropanoide, tales como el cierre/apertura
estomatica, fotosintesis, acumulacidn de fotoasimilados, crecimiento vegetativo y radicular, y en
casos extremos modificacién de la relacidn fuente/recepticulo y senescencia de algunos tejidos
(Downey et al., 2006).

El impacto de las condiciones ambientales en la composicién de las uvas ha sido
ampliamente estudiado en diversas zonas vitivinicolas. La exposicién a la luz solar y a la temperatura
constituyen los factores mas relevantes sobre la composicidon fendlica de las bayas (Spayd et al.,
2002). Gran parte de los estudios sobre la incidencia de la radiacidn solar en la sintesis de
flavonoides, no han podido diferenciar los efectos independientes de la luz fotosintéticamente activa
(PAR), la radiacion UV y la temperatura, generandose conclusiones contradictorias dependiendo del
sitio de estudio (Haselgrove et al., 2000; Downey et al., 2004). La luz y todas aquellas practicas
culturales que promueven su incidencia en los racimos de uva, inducen significativamente la
acumulaciéon de flavonoides (Cortell y Kennedy, 2006) y la expresién de genes de esta ruta
metabdlica (Downey et al., 2004; Jeong et al., 2004). Por su parte, el efecto de la temperatura en la

sintesis de flavonoides estd también intimamente relacionado a los manejos y conduccion del follaje
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de las plantas. En términos generales, temperaturas diurnas y nocturnas moderadas (15-25 2C)
favorecen la biosintesis y acumulacién de antocianinas en hollejos (Buttrose et al., 1971; Mori et al.,
2005), mientras que temperaturas elevadas (> 35 2C) podrian afectar la acumulacién de estos
compuestos a través de una inhibicidén de la ruta biosintética conjuntamente con un fendémeno de
degradaciéon (Mori et al., 2005 y 2007).

Otras caracteristicas macroclimaticas como la topografia del terreno, la latitud y la altitud,
también pueden modificar la composicidon quimica de las bayas. Algunos autores observaron un
aumento en la concentracion de antocianinas y flavanoles a mayor altitud del vifiedo (Mateus et al.,
2001ay 2002; Berli et al., 2008).

Las practicas agrondmicas realizadas en el vifiedo tienen como funcidn principal controlar el
equilibrio entre el crecimiento vegetativo y productivo de la vid. Segun el estado fenolégico de la
planta, los diferentes manejos viticolas tendran como objetivo controlar el vigor, mantener
condiciones microclimaticas que mejoren la iluminacién y ventilacién de los racimos, facilitar los
tratamientos fitosanitarios y la cosecha, modular la concentracién de compuestos fendlicos y
odorantes en las bayas, y en resumen, lograr la calidad de uva adecuada para el tipo de vino
buscado. Entre los manejos culturales que pueden modificar la composicidn fendlica de las bayas se
encuentran, el sistema de conduccion (Haselgrove et al., 2000), el tipo de poda (Gonzalez-Neves et
al., 2002), el aclareo de racimos (Guidoni et al., 2008; Valdés et al., 2009), las labores en verde
(desbrote, despunte, deshoje) (Poni et al., 2009), la fertilizacion (Delgado et al., 2004) y el manejo del
agua (Esteban et al., 2001; Ojeda et al., 2002), entre otros. Adicionalmente, la aplicacién de practicas
culturales bajo sistemas convencionales, orgdnicos o biodindmicos han mostrado cierta incidencia
sobre la composiciéon fendlica de las bayas (Reeve et al., 2005; Vian et al., 2006).

Otros factores como la edad del vifiedo (Reynolds et al.,, 2007) y la presencia de
enfermedades criptogdmicas (Amati et al., 1996) también pueden afectar la composicién fendlica de
las uvas. Si bien, se ha investigado ampliamente el aumento en la produccién de fitoalexinas
(resveratrol, viniferina) en presencia de heridas y hongos en bayas, no se ha extendido el estudio del
efecto de estos pardmetros sobre la biosintesis de flavonoides (Romero-Pérez et al., 2001; Timperio
et al., 2012)

Finalmente, resulta esencial el grado de madurez de las uvas (hollejo, semilla y pulpa), que
permitira definir el momento oportuno de cosecha, con el mejor potencial de calidad, para producir
el vino con las caracteristicas buscadas. La madurez fendlica considera la abundancia, diversidad y
complejidad de los compuestos fendlicos, y la facilidad de extraccién de los mismos, de las distintas

partes de la baya, durante el proceso de vinificacion.
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6. Evolucion de los compuestos fendlicos durante la vinificacidn y crianza del vino tinto

Durante el proceso de vinificacién en tinto se produce la extraccién y difusiéon de los
compuestos fendlicos localizados en las diferentes partes de la baya, generando un medio
(mosto/vino) complejo y en constante evolucion, donde participan una serie de fendmenos
bioquimicos y quimicos, que contindan durante la crianza y posterior almacenamiento del vino

(Cheynier et al., 2000).

6.1. Extraccion de antocianinas y flavanoles durante la vinificacion

La vinificacion en tinto es un proceso complejo que involucra la ocurrencia de dos etapas en
forma simultdnea: la maceracién y la fermentacidn alcohdlica. Es precisamente la superposicién de
estas dos etapas la que condiciona la cinética de disolucion de los principales compuestos
responsables de las caracteristicas organolépticas del vino tinto (Zamora, 2003).

La maceracidon es un proceso fisico-quimico que incluye la extraccién fraccionada de
compuestos quimicos desde la fase sélida (principalmente, hollejos y semillas de las bayas), seguido
de la disolucién de los mismos en la matriz del mosto/vino (Peynaud, 1984). Durante la maceracion,
dos procesos fisicos ocurren de manera secuencial. El primero de ellos corresponde a la disolucién e
implica la extraccion de los compuestos hacia la fase liquida o mosto; y el segundo, implica la difusion
de las sustancias extraidas. El proceso de maceracién completo se puede dividir en tres etapas, en las
cuales la composicion y condiciones fisico-quimicas del medio de extraccion son diferentes (Figura
14). La primera etapa, denominada maceracion prefermentativa, corresponde al periodo inicial
previo al comienzo de la fermentacion alcohdlica, ocurre en medio acuoso y generalmente a
temperaturas moderadas (Zamora, 2003), y su duracion depende fundamentalmente de la
temperatura, de la concentracion de SO, y de la fase de latencia de las levaduras presentes. La
segunda etapa o maceracidn propiamente dicha, ocurre en condiciones crecientes de temperatura y
concentracién de etanol conforme progresa la fermentacion alcohdlica, y su duracidon depende, entre
otros factores, de la concentracién inicial de azlcares, de la cepa de levadura, de la composicién
nutricional del mosto, de la concentracién de O, disuelto y de la temperatura. Finalmente, la tercera
etapa o maceracion postfermentativa, tiene lugar en un medio eminentemente hidroalcohdlico, en
condiciones de descenso de temperatura, y su duracion depende generalmente de decisiones
enoldgicas, de acuerdo al tipo de vino buscado.

Los compuestos fendlicos, principalmente antocianinas y proantocianidinas, presentan
cinéticas de extraccidon diferentes durante la maceracion/fermentacién, que pueden apreciarse
esquemadticamente en la Figura 14. En general, responden a una curva exponencial simple, mientras
que las antocianinas difunden siguiendo un modelo exponencial en dos fases, con un incremento y

un posterior descenso (Boulton, 1995). La velocidad de extraccidon es proporcional al gradiente de
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concentracion entre los sélidos y el mosto/vino, aunque el proceso total es mas complejo. Es posible
establecer que maceraciones prefermentativas a bajas temperaturas, previo a la fermentacion
alcohdlica (FA), aumentan la concentracidn de antocianinas y proantocianidinas de hollejos, en tanto
gue postmaceraciones hacia el final de la FA resultan en vinos con mayores concentraciones de

proantocianidinas de semilla y menos antocianinas (Cheynier et al., 2006).
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Figura 14. Fases de la maceracion/fermentacion alcohdlica. Cinética de extraccion de compuestos fendlicos.
Adaptada de Ribéreau-Gayon et al. (2006b).

Con respecto a la extraccion de las antocianinas durante la maceracién, la misma ocurre a
una tasa generalmente muy rapida, alcanzandose la maxima concentracién de las formas
monoméricas durante los primeros 4-5 dias de fermentacion. Luego de alcanzado el maximo nivel, se
registra un descenso (de hasta un 60 %), asociado con fendmenos de oxidacidn, precipitacion,
adsorcién sobre las paredes celulares de las levaduras y sélidos presentes en la maceracion, inclusién
en cristales de bitartrato de potasio, y modificaciones estructurales (Zamora, 2003). Asimismo, las
antocianinas pueden polimerizarse con los flavanoles y/o reaccionar con otros compuestos del vino
como el acido pirdvico, el acetaldehido, etc., disminuyendo su degradacion y aumentando la
estabilidad del color del vino (Monagas y Bartolomé, 2009). Por otro lado, el aumento de la
concentracién de etanol reduce los fendmenos de copigmentacién y provoca una disminucién de la
solubilidad de ciertos copigmentos como la quercetina (Somers y Evans, 1979), conduciendo a una
disminucién del color. Patrones clasicos de extraccion de antocianinas han sido informados por
diversos autores (Somers y Evans, 1979; Gil-Mufioz et al., 1999; Goémez-Miguez y Heredia, 2004;
Gomez-Plaza et al., 2005; Aron y Kennedy, 2007).
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Por su parte, la extraccion de las proantocianidinas de los hollejos se inicia conjuntamente
con la extraccién de las antocianinas, aunque se desarrolla mas lentamente, con una cinética de
solubilidad favorecida por el etanol y la temperatura (Canals et al., 2005; Sacchi et al., 2005). En el
caso de las proantocianidinas de las semillas, es necesario un tiempo de maceracidn mayor para su
extraccién, debido a la necesidad de una eliminacidn previa de los lipidos presentes en éstas (Glories
y Saucier, 2000). En general, la extraccion de flavanoles comienza lentamente en la etapa
prefermentativa y continla progresivamente durante la fermentacién y postfermentacion,
modificando su composicion cualitativa en el vino (Cheynier et al., 2000; Gonzalez-Manzano et al.,
2004; Llaudy et al., 2008). Teniendo en cuenta esta variabilidad y dependiendo del estilo de vino,
resulta necesario adaptar las condiciones de maceracidn para obtener las caracteristicas deseadas
(Sacchi et al., 2005). Por ejemplo, respecto al tiempo de contacto, puede ser conveniente emplear
maceraciones cortas para la obtencidon de vinos jévenes, con suficiente color y poco tanicos, y
maceraciones largas en la elaboracidn de vinos de guarda, para obtener la estructura necesaria y
poder garantizar la estabilidad del color (Zamora, 2003). También se pueden optimizar otras
variables como la temperatura (Reynolds et al., 2001), la dosis de SO, (Bakker et al., 1998), el
numero, intensidad y automatizacion de los remontajes (Razungles, 2006), la aplicacion de
délestages (Zoecklein et al., 2003), la cantidad de semillas presentes, la relacién sdlido/liquido
(Singleton, 1972), y la aplicacién de tratamientos fisicos (altas temperaturas, vacio, o temperaturas
de congelamiento) sobre la uva previo a la maceracion (termomaceracion, Girard et al., 1997; flash-

détente, Morel-Salmi et al., 2006; crio-maceracién, Crespy et al., 2005).

6.2. Cambios en la composicidn fendlica durante la vinificacion y crianza del vino

La evolucion de los compuestos fendlicos durante todo el proceso de vinificacién involucra
principalmente dos tipos de mecanismos. El primero, comprende diversas reacciones bioquimicas,
catalizadas por diferentes enzimas, y sucede mayoritariamente en las primeras etapas de la
elaboracion; mientras que el segundo, lleva consigo fendmenos quimicos que se desencadenan
durante la vinificacion y contindan durante la crianza del vino. Todas estas reacciones conducen a la
generacion de nuevos productos a través de la formacién o ruptura de enlaces covalentes, como asi
también mediante interacciones moleculares establecidas por uniones energéticamente débiles

(Cheynier et al., 2000).

6.2.1. Procesos enzimaticos
Las reacciones enzimaticas que conducen a la oxidacion y degradacidn de compuestos
fendlicos en los vinos, pueden ser catalizadas por enzimas enddgenas o exdgenas de la uva. La

principal enzima enddgena corresponde a la polifenoloxidasa (PPO), mientras que entre las exdgenas
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se encuentran principalmente las cinamato esterasas, tanino acil-hidrolasas y p-glicosidasas
(Cheynier et al., 2000).

En el caso particular de la oxidacién enzimatica catalizada por la PPO (pardeamiento
enzimatico), la misma comienza a producirse desde el momento de la molienda de la uva, en
presencia de oxigeno molecular, siendo mds importante durante la vinificacidon en blanco que en los
vinos tintos. Los principales sustratos para la PPO son los acidos caftarico y cutdrico, a partir de los
cuales se generan o-quinonas altamente reactivas capaces de oxidar otros constituyentes del mosto.
Si bien, las antocianinas y flavanoles no pueden oxidarse directamente por la PPO, debido
posiblemente a impedimentos estéricos (Cheynier et al., 2000), pueden reaccionar con las o-
quinonas de los acidos mencionados (oxidacién acoplada y condensacion nucleofilica) produciéndose
su degradacion (Figura 16) (Cheynier y Ricardo Da Silva, 1991; Sarni-Manchado et al., 1995 y 1997;
Monagas et al., 2005a).

Con respecto a las B-glicosidasas, estas enzimas pueden ser liberadas por algunas cepas de
levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces durante la vinificacion, pueden ser afiadidas al
proceso para liberar compuestos odorantes volatiles o estar presentes como actividades secundarias
en preparados enzimaticos del tipo pectinasas o glucanasas (Cheynier et al., 2000). Su incidencia
sobre los compuestos fendlicos se debe principalmente a la capacidad de escindir el enlace
glicosidico de algunos flavonoles y antocianinas, liberando las correspondientes agliconas mas

inestables y facilmente degradables (Somers y Ziemelis, 1985; Monagas y Bartolomé, 2009).

6.2.2. Reacciones quimicas

Tal como se mencioné anteriormente, durante la vinificacidn y crianza del vino se suceden
una serie de reacciones quimicas entre los flavonoides (antocianinas y proantocianidinas) y con otros
componentes del vino, gobernadas principalmente por mecanismos de adicién nucleofilica,
acoplamiento de radicales e interacciones electrostaticas, que conducen a la modificacién vy
estabilizacidn del color, cuerpo y astringencia del producto. A continuacién se describen brevemente

las principales reacciones involucradas entre dichos compuestos.

6.2.2.1. Copigmentacion

La copigmentacion es un fendmeno de solucién que involucra la asociacion entre formas
monoméricas antocidnicas coloreadas y espacialmente planares (forma flavilium y base quinoidal) y
otros compuestos organicos no coloreados (copigmentos), determinando complejos m-m de
apilamiento vertical, mantenidos por enlaces labiles y de baja energia (fuerzas de Van der Walls,
interacciones hidrofébicas) que se estabilizan por disposicion de las moléculas de azucar en la parte

externa del complejo, entre las cuales se establecen uniones por puente de hidrégeno (Boulton,
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2001). Se asume que este arreglo tipo “sdndwich” es el mds favorable para mantener las moléculas
de agua alejadas del cromodforo del catidn flavilium, evitando la hidratacidn nucleofilica y la
formacién de bases carbinol incoloras al hacer que el equilibrio se desplace hacia las formas
coloreadas (Brouillard et al., 2003; Gémez-Miguez et al., 2006). Adicionalmente a esta interaccién
intermolecular (Figura 15), también se ha descrito el mecanismo de asociacidon covalente del
cromdforo antocidnico con los residuos aromaticos de su propia molécula (interaccion
intramolecular), la autoasociacién de antocianinas y la copigmentacion mediada por cationes
metadlicos (Asen et al., 1972; Dangles et al., 1993; Fernandez et al., 2006). Como resultado de este
fenémeno, las soluciones copigmentadas habitualmente muestran un desplazamiento de la longitud
de onda maxima en el espectro visible hacia longitudes de onda mayores (efecto batocrémico) o
menores (efecto hipsocromico), acompafiado de un incremento de absorbancia (efecto
hipercromico). La amplitud de estos efectos depende de varios factores tales como el pH, la
temperatura, el contenido de etanol, la naturaleza del croméforo y del copigmento, y la relacion

molar pigmento/copigmento (Boulton, 2001).

r_—M —_1

Autoasociacion Copigmentacion Copigmentacion Copigmentacion mediada por metales
intermolecular intramolecular
EEmmssm———— Antocianina Copigmento Q_ Azucar = Acido

Figura 15. Esquema de las distintas variantes del fendémeno de copigmentacion que pueden ocurrir en los vinos
tintos. Adaptado de Casassa (2007).

Entre los componentes del vino tinto, los flavonoides y los acidos hidroxicindmicos
constituyen los principales copigmentos. En ensayos realizados en soluciones simil-vino, los
flavonoles mostraron un mayor potencial de copigmentacién, seguido por los 4cidos
hidroxicindmicos y finalmente por los flavanoles (Brouillard et al., 1991; Gdmez-Miguez et al., 2006).
La capacidad limitada de estos uUltimos para interactuar con las antocianinas se atribuye a la ausencia
de estructura planar, observandose una eficiencia diferencial de acuerdo al origen y conformacién
molecular del flavanol involucrado (Berké y De Freitas, 2005; Gonzalez-Manzano et al., 2009).

La copigmentacion es un proceso de gran interés enoldgico, ya que resulta vital para la

comprension de la relacién entre la composicidon fendlica de la uva y el color de los vinos tintos
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jévenes (Boulton, 2001). Asimismo, diversos autores han sefialado su posible participacion en la
evolucidn del color durante la maduracién y crianza del vino, al constituir la primera etapa en la
formacién de pigmentos mas estables (Brouillard y Dangles, 1994), habiéndose demostrado que
vinos tintos jovenes con altos porcentajes de color copigmentado dan lugar a vinos con altos

porcentajes de color polimérico (Lorenzo et al., 2005; Cliff et al., 2007).

6.2.2.2. Condensacion directa antocianina-flavanol, flavanol-flavanol y antocianina-antocianina

Los mecanismos de reaccion propuestos para la formacion de pigmentos por condensacion
directa entre antocianinas y flavanoles comprenden la unién antocianina-flavanol (A-F) y flavanol-
antocianina (F-A) (Figura 16).

La condensacion directa A-F comienza con el ataque nucleofilico de la posicién C8 o C6 del
flavanol a la posicién electrofilica C4 de la antocianina en forma de catidn flavilium, dando lugar a un
flaveno, que puede oxidarse a su correspondiente catidn flavilium y finalmente deshidratarse para
formar pigmentos de color amarillo (forma xantilium) (Jurd y Somers, 1970; Somers, 1971; Santos-
Buelga et al., 1999) o generar un producto incoloro de condensacién biciclica (Bishop y Nagel, 1984).

Con respecto a la condensacién F-A, el mecanismo propuesto consiste en la reaccion entre
los carbocationes (generados a partir de las proantocianidinas, por la ruptura de los enlaces
interflavanicos en medio acido), como electrdfilos, y la forma hemiacetal hidratada de la antocianina
en la posicién C6 o C8, como nucledfilo, dando lugar a pigmentos incoloros que podrian ser
deshidratados a la forma flavilium de color roja (Haslam et al., 1980; Monagas et al., 2005a). Estos
carbocationes también pueden reaccionar con otros flavanoles (condensacién directa flavanol-
flavanol) generando proantocianidinas, que pueden conducir a un aumento del mDP, si los flavanoles
nucledfilos son polimeros, o a una disminuciéon del mismo, en el caso de un exceso de flavanoles
monoméricos (Haslam et al., 1980; Vidal et al., 2002).

Aunque inicialmente los productos resultantes de estos dos mecanismos sélo se detectaron
en soluciones modelo, diversos autores han confirmado la existencia de ambos mecanismos en vinos
tintos (Monagas y Bartolomé, 2009). Adicionalmente, se ha demostrado que las reacciones de
condensacidon descriptas se encuentran altamente influenciadas por factores como el pH, la
temperatura, y el mDP de los flavanoles involucrados (Malien-Aubert et al., 2002; Salas et al., 2003;
Duefias et al., 2006).

Por otro lado, también se han detectado algunos dimeros antocianina-antocianina en vinos
tintos. Entre ellos se encuentran el flaveno (malvidina-3-glucdsido[flaveno]-(C4-C8)-malvidina-3-
glucésido[A™]), la estructura biciclica (malvidina-3-glucésido[flavano]-(C2-O-C7, C4-C8)-malvidina-3-

glucésido [A']), otros dimeros de malvidina-3-glucdsido con delfinidina, cianidina, peonidina o

-28-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Introduccion

Diposit Legal: T. 727-2012

petunidina-3-glucdsidos, y oligdmeros formados por (-)-epicatequina o (-)-epigalocatequina y un

dimero de antocianina (Vidal et al., 2004c; Salas et al., 2005; Alcalde-Eon et al., 2007).

6.2.2.3. Condensacion antocianina-flavanol, flavanol-flavanol y antocianina-antocianina mediada
por aldehidos

El mecanismo de condensacidén propuesto en este caso por Timberlake y Bridle (1976),
consiste en la reaccion del aldehido, en forma de carbocatién, con el flavanol en la posicion C6 o C8
del anillo A. Este aducto flavanol-aldehido, después de la deshidratacién, reacciona con las
antocianinas o flavanoles, generando nuevas estructuras unidas por puente etilo (Figura 16).

El principal aldehido que participa de esta reaccion es el acetaldehido, que se origina en el
vino durante la fermentacion alcohdlica, por descarboxilacion del acido pirdvico (Romano et al.,
1994), y en etapas posteriores del proceso, por oxidacion del etanol (Widenradt y Singleton, 1974).
Otros aldehidos presentes en menor cantidad en el vino y que pueden participar de este mecanismo
son el formaldehido, propionaldehido, isovaleraldehido, isobutiraldehido y benzaldehido, furfural, 5-
hidroximetilfurfural y vainillina (provenientes del envejecimiento en roble), y acido glioxilico
(resultante de la oxidacién del acido tartarico) (Monagas y Bartolomé, 2009).

Los pigmentos resultantes de la condensacidon antocianina-flavanol han sido ampliamente
reportados en vinos (Monagas y Bartolomé, 2009). Poseen color violeta (base quinoidal), y son mas
estables a los cambios de pH y a la decoloracién por anhidrido sulfuroso que las antocianinas. Sin
embargo, estos pigmentos son mas sensibles a la degradacidn en solucién acuosa, y la ruptura de los
puente etilo puede generar nuevos precursores capaces de reaccionar con otros polifenoles
(Escribano-Bailon et al., 2001).

También se ha demostrado en vinos la existencia de este mecanismo de condensacion entre
flavanoles, en ausencia de antocianinas, dando lugar a la formacidn de estructuras incoloras. En
general, los oligdmeros y polimeros que pueden formarse a partir de esta reaccidn son inestables e
intervienen en otras reacciones (Fulcrand et al., 2006).

Finalmente, se ha reportado en vinos la formacion de pigmentos mediante la condensacion
de antocianinas via acetaldehido en ausencia de flavanoles (Atanasova et al., 2002b). Esta reaccion
puede inducir a la formacién de dimeros, trimeros o tetrdmeros compuestos por unidades
antocidnicas enlazadas por puente etilo en sus diversas formas estructurales (flavilium, hemiacetal y
quinoidal).

Entre los principales factores que afectan este mecanismo de condensacién se encuentran la
concentracién de los precursores involucrados, el contenido de O,, el pH y la temperatura. En
general, la velocidad de reaccidn es mayor en presencia de O, y a pH acido, debido a que se favorece

la formacion de acetaldehido y de su forma protonada (Rivas-Gonzalo et al., 1995; Atanasova et al.,
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2002a). Por otro lado, la formacidn de puente etilo es mas lenta a temperaturas bajas (15 2C) y los
compuestos generados son mas estables en relacién a su degradacién y precipitacién (Rivas-Gonzalo

et al., 1995).

6.2.2.4. Formacion de piranoantocianinas

Estos pigmentos se originan en los vinos tintos por reacciones de cicloadiciéon entre las
antocianinas y otros compuestos de bajo peso molecular, principalmente metabolitos producidos por
las levaduras, como acetaldehido (vitisina B) (Bakker y Timberlake, 1997; Vivar-Quintana et al., 1999;
Monagas et al., 2003a; Alcalde-Eon et al., 2006), acido pirtavico (vitisina A) (Fulcrand et al., 1998;
Mateus et al., 2001b), acetona (Alcalde-Eon et al.,, 2006), acido acetoacético (He et al., 2006a),
vinilfenol (Fulcrand et al., 1996; Schwarz et al., 2003b), vinilguayacol (Hayasaka y Asenstorfer, 2002),
y vinilcatecol (pinotina A) (Schwarz et al., 2003a). Los pigmentos asi formados presentan un color
rojo-anaranjado y una mayor estabilidad a los cambios de pH y resistencia a la decoloracién por SO,,
en comparacién con las antocianinas naturales presentes en la uva y el vino (Sarni-Manchado et al.,
1996), sugiriendo su participacion en los cambios graduales de color que ocurren durante la crianza
del vino.

También se ha demostrado en vinos la presencia de flavanil-piranoantocianinas, formados
por la reaccidon entre antocianinas y flavanoles o vinilflavanoles, a través de un mecanismo similar al
descripto para las hidroxifenil-piranoantocianinas (cicloadiciéon con vinilfenoles) (Atanasova et al.,
2002a; Mateus et al., 2003a,b; Monagas et al., 2003a; Alcalde-Eon et al., 2006). Al igual que los
derivados vinilfendlicos, estos pigmentos son de color rojo-anaranjado y presentan una mayor
resistencia a los efectos del pH y el SO, que los pigmentos unidos a través de puente etilo (Vivar-
Quintana et al., 2002).

Finalmente, se ha reportado en vinos Oporto una nueva serie de pigmentos, denominados
“portisinas” o flavanil-vinilpiranoantocianinas, con caracteristicas espectroscépicas asociadas al color
azul en condiciones acidas (Mateus et al., 2003b). El mecanismo de formacidn sugiere la unién entre
una carboxi-piranoantocianina (aducto antocianina-acido pirdvico) y un vinilflavanol a través de un
puente vinilo (Mateus et al., 2004). Adicionalmente, este mecanismo podria ser extrapolado a la
formacién de fenil-vinilpiranoantocianinas (reaccidn entre una carboxi-piranoantocianina y un
vinilfenol), detectados en vinos tintos (Mateus et al., 2006).

La Figura 16 muestra la estructura de algunas piranoantocianinas descriptas anteriormente.
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Figura 16. Esquema de las principales reacciones quimicas de las antocianinas durante la vinificacion y crianza.
Adaptado de Monagas y Bartolomé (2009).
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6.2.2.5. Reacciones de condensacion con otros compuestos

Algunos autores han reportado la existencia de otras reacciones de condensacién durante la
crianza del vino en presencia de roble. Quideau et al. (2003 y 2005) observaron la formacién de
estructuras tanicas complejas denominadas acutissimina y epiacutissimina, como resultado de una
reaccion de sustitucion nucleofilica entre (+)-catequina o (-)-epicatequina y la (-)-vescalagina
(elagitanino proveniente de la crianza del vino en madera o de la adicidn de taninos enoldgicos). Por
su parte, otros autores sugirieron la posibilidad de condensacién entre antocianinas y elagitaninos,
generando un efecto batocrémico en el color del vino (Chassaing et al., 2010). Sin embargo, resulta

necesario ampliar el conocimiento sobre estas reacciones.

6.2.2.6. Interacciones entre flavonoides y otras macromoléculas del vino

En forma complementaria a las reacciones descriptas anteriormente, los flavonoides tienen
la capacidad de interactuar con otros componentes del vino tales como las proteinas y los
polisacaridos.

Las interacciones entre proantocianidinas y proteinas han sido objeto de numerosas
investigaciones resumidas en varias revisiones bibliograficas (Haslam y Lilley, 1988; Hagerman, 1989;
Haslam et al., 1992), destacandose su incidencia en las caracteristicas organolépticas del producto
(percepcion de astringencia), en la formacion de turbidez y precipitados, en procesos tecnolégicos
como la clarificacidn y estabilizacién del vino (fendmenos coloidales), y en aspectos nutricionales y
antinutricionales (inhibicién de enzimas y reduccion de proteina dietaria) (Terrier et al., 2009). En
particular, las interacciones de las proantocianidinas del vino con las proteinas salivales
(especialmente, proteinas ricas en prolina e histatinas) producen la sensaciéon de sequedad vy
rugosidad en toda la cavidad bucal, conocida con el término de astringencia (Gawel, 1998). El
mecanismo de asociacidn entre las proantocianidinas y las distintas proteinas (presentes en el vino,
adicionadas como clarificantes, y proteinas salivales) involucra interacciones de Van der Waals-
London y enlaces por puente de hidrégeno (Murray et al., 1994), dando lugar a la formacién de
complejos solubles o insolubles. La precipitacién de los mismos depende principalmente de la
estructura y configuracién espacial del flavanol involucrado, en especial del nimero de funciones o-
difenol, y aumenta con el grado de polimerizacién y el nimero de unidades galoiladas (Haslam vy
Lilley, 1988; Ricardo Da Silva et al., 1991). Otros factores que afectan esta interaccién son la
concentracién de proteinas, las caracteristicas del solvente, la presencia de polisacaridos, la
temperatura, la fuerza idnica y el pH del medio (Terrier et al., 2009).

Por su parte, los polisacaridos presentes en el vino también pueden interactuar con los
flavanoles y las asociaciones flavanoles-proteinas, previniendo posibles precipitaciones y afectando

positivamente la calidad organoléptica del vino, al modificar el cuerpo, estructura y astringencia del
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producto (Terrier et al., 2009; Ferndndez et al., 2011). Estos compuestos provienen de las paredes
celulares que recubren y protegen la membrana plasmatica, tanto de las células del hollejo de las
bayas [arabinogalactanos-proteinas (AGPs), arabinanos y ramnogalacturonanos (RG-I y RG-Il)], como
de las levaduras, hongos y bacterias involucradas en el proceso de elaboracién (manoproteinas)
(Riou et al., 2002), y también pueden ser adicionadas durante la vinificacién (goma arabiga, mezcla
de arabinogalactanos-proteinas y arabinogalactanos) como coloides protectores para evitar la
floculacién y precipitacion de proantocianidinas o de complejos flavanoles-proteinas (Pellerin y
Cabanis, 2000). En general, se ha observado que las manoproteinas y algunos arabinogalactanos-
proteinas actian como moduladores de la astringencia al forman estructuras estables con los
flavanoles, previniendo su precipitacion y asociacién con la proteinas (Fuster et al., 2002). Mientras
que los dimeros de RG-Il pueden aumentar la agregacién y conducir a una precipitacion de flavanoles
(Riou et al., 2002). Entre los factores que afectan esta interaccién se encuentran el tamafio y
conformaciéon estructural del polifenol y polisacdrido involucrado, y la composicién del medio

(contenido de etanol y fuerza idnica) (Terrier et al., 2009).

7. Elvinoy la calidad

El vino es un producto de caracteristicas particulares debido a que el grado de diferenciacion
responde a un mercado imperfecto, donde los diferentes productos compiten por la misma
demanda, pero cada uno con estilos Unicos.

En vista de las necesidades y demandas del mercado vitivinicola actual, resulta cada vez mas
necesario producir vinos de la mayor calidad posible. La calidad del vino puede ser definida por
diferentes criterios, estando sujeta a los parametros de evaluacion empleados y siempre destinados
a satisfacer las necesidades de los consumidores. También hay que sefalar que el concepto de
calidad esta estrechamente relacionado con el valor comercial del producto.

En muchos casos, la calidad se evalia a través del anadlisis sensorial mediante panelistas
entrenados que caracterizan los vinos de acuerdo a sus propiedades organolépticas. Luego, estos
datos se correlacionan con el gusto de los consumidores o con la aceptacién de grupos especificos de
consumidores. En este contexto, las técnicas de analisis sensorial han sido ampliamente utilizadas
como un complemento en el control de calidad y como herramienta de diagndstico para caracterizar
las diferencias entre productos (Goldner y Zamora, 2007; Ferreira et al., 2009).

Del mismo modo, la identificacidn y cuantificacidon de los componentes quimicos minoritarios
es un enfoque promisorio que sirve para explicar la descripcidén sensorial de un vino, y para evaluar
su estabilidad, origen y autenticidad y, en consecuencia, su calidad comercial (Sdenz-Navajas et al.,
2010a). La relacién entre la evaluacion sensorial y la composicién quimica del vino es un punto critico

de investigacion en enologia. Algunos autores han evaluado la influencia de la composicién volatil
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sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos (Escudero et al., 2007; Sdenz-Navajas et al.,
2010b), mientras que otros han examinado las relaciones entre los compuestos fendlicos y sus
atributos sensoriales (Holt et al., 2008; Chira et al., 2011). Por otra parte, la composicién quimica del
vino relacionada con la variedad o zona agroecoldgica de procedencia es un parametro de
importancia no sélo en el campo de las investigaciones vitivinicolas sino también como herramienta
necesaria en el marketing de los productos.

Estos enfoques mencionados han estimulado el desarrollo de investigaciones en el ambito de
la quimica analitica a fin de generar nuevas metodologias que sean capaces de verificar la
autenticidad de los vinos (Siret et al.,, 2000; Hernandez-Orte et al., 2002; Otteneder et al., 2004,
Garde-Cerdan et al., 2009), como asi también adecuadas para evaluar diferentes factores viticolas
(Gonzalez-Neves et al., 2002; Ojeda et al., 2002; Guidoni et al., 2008) y enoldgicos (Peinado et al.,

2004; Sacchi et al., 2005; Comuzzo et al., 2006) que inciden sobre la calidad de los productos.

7.1. Composicion quimica del vino
El vino es considerado un producto de lujo, del cual el consumidor espera obtener un placer
intenso y sofisticado como para justificar su alto precio. Dicho placer estd relacionado con las

Ill

diferentes sensaciones gustativas, olfativas, tactiles y quemoestésicas (el picante, el “efecto frio” o la
astringencia) producidas durante su consumo. Este conjunto de sensaciones debe estar equilibrado y
no debe ser enturbiado por la presencia de ninguna sensacion espuria. Adicionalmente, durante la
degustacién, las distintas sustancias quimicas presentes en el vino generan diferentes sensaciones,
que después de un complejo procesado cerebral, permiten al consumidor distinguir y reconocer
aromas, sabores, texturas y sensaciones quemoestésicas. Por lo tanto, detras de la calidad (o de la
falta de ella) de un vino se encuentran un cierto numero de compuestos odorantes y gustativos,
siendo el mayor reto para la quimica determinar su naturaleza y estructura, y comprender el papel
gue juegan en la percepcion final. En este sentido es importante realizar una clasificacion general de
los componentes quimicos del vino en funcidn de su contribucién asociada a las caracteristicas
organolépticas. Asi, en el vino pueden distinguirse los componentes odorantes, los componentes
gustativos y los responsables de sensaciones tactiles (astringencia). Por otro lado, también existen

otros componentes que, aunque no sean percibidos sensorialmente, inciden en las caracteristicas

organolépticas de los productos.

7.1.1. Componentes odorantes
La composicion volatil y odorante de los vinos se caracteriza por su compleja constitucidn
quimica formada por diferentes familias de compuestos generados a lo largo de una extensa

secuencia bioldgica, bioquimica y tecnoldgica llevada a cabo en el proceso vitivinicola. En los vinos
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jévenes esta fraccion estd constituida por compuestos de origen varietal (terpenos, pirazinas,
norisoprenoides y tioles volatiles, entre otros), por compuestos prefermentativos formados entre la
vendimia y la molienda (alcoholes, aldehidos y acidos organicos, saturados e insaturados de 6 a 9
atomos de carbono) y por compuestos generados por el metabolismo de los microorganismos
fermentativos (alcoholes, ésteres, cetonas, acidos organicos, aldehidos, terpenos, compuestos
azufrados y fenoles volatiles, entre otros). Asimismo, en los vinos de crianza y/o después del
almacenamiento en botella deben considerarse también los compuestos que se generan por
transformaciones quimicas de las sustancias presentes inicialmente en los vinos jovenes, y los
compuestos aportados por la madera de roble. Los diferentes componentes de esta fraccion volatil y
odorante se encuentran en concentraciones comprendidas entre los ng/L y los mg/L (dependiendo

del compuesto quimico y de su origen) (Bayonove et al., 2000).

7.1.2. Componentes gustativos

El gusto dulce de los vinos es la expresidn gustativa de azlcares residuales en el producto
terminado y de algunos alcoholes formados durante la etapa fermentativa. Los azlcares residuales
encontrados en los vinos son aquellos que provienen de las uvas. A este grupo pertenecen las
hexosas (glucosa y fructosa) y las pentosas (arabinosa y xilosa) (Pellerin y Cabanis, 2000). Estos
azUcares se encuentran en los vinos blancos y tintos secos en concentraciones inferiores a 3 g/L. Por
otro lado, los alcoholes que generan gustos dulces se producen durante la fermentacion alcohdlica
por oxidacién de azucares, y son principalmente el etanol (del 9 al 16% v/v), el glicerol (entre 5y 10
g/L) y en menor proporcion el butilenglicol. Otros alcoholes que participan en el gusto dulce (inositol,
manitol, xilitol, arabitol, eritritol, sorbitol) también son formados durante la vinificacién, pero sus
concentraciones en el vino son dependientes del tipo de fermentacion realizada (Cabanis et al., 2000;
Pellerin y Cabanis, 2000).

La acidez del vino se atribuye a distintos 4cidos organicos provenientes de la uva (acidos
tartarico, malico y citrico) y otros originados durante la fermentacién (acidos succinico, piruvico,
lactico y acético). Su concentracion total en los vinos varia generalmente entre 5y 10 g/L (Boulton et
al., 2002). Otros acidos como el galacturénico y glucurdnico, y algunos acidos grasos saturados e
insaturados también conforman la acidez del vino pero se encuentran en concentraciones inferiores
a 100 mg/L (Cabanis et al., 2000). En el caso de uvas afectadas por Botrytis cinerea y/u otros hongos,
la presencia de acido gluconico puede ser muy significativa (mas de 2 g/L) (Ribéreau-Gayon et al.,
2006d). La mayor parte de los acidos se encuentran en estado libre y constituyen la acidez total de
los vinos; aunque, en menor proporcidn, también se presentan en sus formas idnicas, contribuyendo

de esta manera al gusto salado. Paralelamente, la acidez del vino y en particular el pH desempefan
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un papel fundamental en muchos aspectos de la vinificacién, estabilidad y crianza del producto
(Boulton et al., 2002).

Por su parte, los componentes del gusto salado consisten en sales de los cationes Na*, K,
Ca*?y Mg™ de compuestos inorganicos adicionados en diferentes etapas del proceso vitivinicola (CI,
PO,3, SO,2 SO5?), y en sales de los cationes Fe*, Al"3, Cu™y Cu* de cidos organicos propios de las
uvas o generados durante la fermentacion (tartarico, malico y lactico). Estos componentes en general
se encuentran en los vinos en concentraciones inferiores a 3 g/L, acompafiados de oligoelementos
como F, Si, |, Br, B, Zn, Pb, Co, Ni, etc. (Cabanis, 2000).

Finalmente, el gusto amargo y la sensacion de astringencia de los vinos son producidos por
los compuestos fendlicos, descritos anteriormente en el item 2. La concentracion de estos
compuestos quimicos es variable y dependiente de multiples factores viticolas (variedad de uva,
grado de madurez, condiciones agroecoldgicas y manejo del vifiedo, entre otros) y de las condiciones
de vinificacién. El contenido de compuestos no-flavonoides en los vinos tintos se encuentra en el
rango comprendido entre 1 y 200 mg/L, en tanto que los flavonoides varian entre 20 mg/Ly 5 g/L.
Asimismo, los compuestos fendlicos ademas de impartir a los vinos el gusto amargo y la sensacién de

astringencia, estan asociados al color de los mismos (Cheynier et al., 2000).

7.1.3. Otros componentes

Dentro de este grupo se encuentran principalmente los compuestos nitrogenados, los
polisacaridos y las vitaminas. Respecto a las vitaminas, las mismas no poseen ninguna influencia
directa sobre las propiedades organolépticas del vino, pero son factores de crecimiento
indispensables para las levaduras y bacterias lacticas intervinientes en el proceso de vinificacién. El
contenido promedio de vitaminas (tiamina, riboflavina, nicotinamida, colina, biotina, acido félico,
acido pantoténico) en un vino varia entre 0,1 y 5 mg/L (Cabanis et al., 2000).

Por su parte, las sustancias nitrogenadas (aminodcidos, péptidos y proteinas) se encuentran
en el vino en concentraciones inferiores a 1 g/L (Feuillat et al., 2000). Con respecto a los
aminodcidos, son muy importantes durante la vinificacidn, al ser utilizados como fuente de nitréogeno
por levaduras y bacterias lacticas, y participan también en la generacidon de compuestos odorantes
deseables (alcoholes superiores, aldehidos, ésteres y cetonas), aunque pueden producir otros
compuestos indeseables (carbamato de etilo, aminas bidgenas, ocratoxina A) (Moreno-Arribas y
Polo, 2009). En cuanto a los péptidos, también actlan como nutrientes de levaduras y bacterias, y
han sido vinculados con propiedades gustativas de dulzor y amargor (Moreno-Arribas et al., 2009).
Mientras que las proteinas, intervienen principalmente en fendmenos de estabilizacién de los vinos
al formar agregados entre ellas y con otros componentes del vino (polifenoles y polisacaridos), y

poseen cierto impacto sensorial (dulzor) (Waters y Colby, 2009).
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Finalmente, los polisacdridos constituyen uno de los principales grupos de macromoléculas
del vino, con concentraciones generalmente inferiores a 2 g/L (Ribéreau-Gayon et al., 2006c). Como
ya se menciond anteriormente (item 6.2.2.6.), estos compuestos contribuyen a la estabilidad del vino
respecto a la precipitacion tartarica, quiebra proteica y agregacion de proantocianidinas. Por otro
lado, también inciden en las propiedades organolépticas y en la calidad sensorial del vino, al
aumentar la viscosidad, volumen en boca y modular la astringencia (Vidal et al., 2003b; Fernandez et
al.,, 2011), e interaccionar con algunas sustancias odorantes (ésteres y alcoholes) disminuyendo su

volatilidad (Dofour y Bayonove, 1999; Chalier et al., 2007).

8. La vitivinicultura argentina

8.1. Breve resefia historica

La historia de la vitivinicultura argentina se remonta a la época de la colonizacién, ya que el
cultivo de la vid estaba estrechamente relacionado con las practicas agricolas de los colonos
espanoles. Los primeros ejemplares de la especie Vitis vinifera llegaron a mediados del siglo XVI a
Peru, de alli pasaron a Chile y a partir del afio 1551 fueron introducidos en Argentina, propagandose
por el centro, oeste y noroeste del pais. Favorecida por las dptimas condiciones edafoclimaticas, la
vitivinicultura manifestdé un amplio y acelerado desarrollo, principalmente en las regiones andinas. En
las Provincias de Mendoza y San Juan se implantaron los primeros vifiedos entre 1569 y 1589, lo que
dio lugar, con el transcurso del tiempo, al desarrollo de un importante polo econdmico-industrial
(Montafia, 2007).

A principios del siglo XVII, ya se contaba con una importante produccién de vinos, lo que
llevod a buscar nuevos mercados. Por esa época no existia una industria vitivinicola propiamente dicha
sino sélo una produccion casera y artesanal, que se fue incrementando y fue generando un
intercambio progresivo con Buenos Aires, ya entonces el principal centro de consumo. A partir de la
mitad de siglo XIX, en plena época filoxérica en Europa, comenzd una etapa de impulso debido a la
introducciéon de variedades francesas, italianas y espafolas, acompafiada de un fuerte incremento en
el consumo de vinos por la creciente inmigracion y la llegada del ferrocarril. Simultdneamente se
inicié una transformacion radical en el ambito organizacional a través de la creacién de la Quinta
Normal de Agricultura en Mendoza, que fue la primera Escuela de Agricultura de la Republica
Argentina, y el dictado de las leyes de aguas y tierras. Estos cambios constitucionales permitieron el
crecimiento de la colonizacién, con el importante aporte de las técnicas de cultivo y elaboracién
proporcionadas por los inmigrantes europeos, dando lugar a innovaciones utilizadas en los vifiedos y

bodegas de ese entonces (Montafia, 2007).
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8.2. Situacidn actual de contexto

Durante la década de 1990 la vitivinicultura argentina sufrié una serie de cambios
estructurales, que confluyeron en un nuevo modelo agroindustrial. En este periodo, la industria
especializada en la produccién de vinos de mesa y orientada hacia el mercado nacional fue
convirtiéndose paulatinamente en otra con elevados niveles tecnolégicos y dedicada a la produccién
de diferentes gamas de vinos para la exportacion y el consumo interno.

Los motivos de estos drasticos cambios estuvieron relacionados por un lado con la
contraccién del mercado nacional de vinos de mesa, a partir de 1980, que condujo a una fuerte
disminucién de la superficie cultivada con vid, y a la desaparicion de muchas bodegas. Por otro lado,
la apertura y estabilidad de la economia que vivié la Argentina en esa etapa, incentivd las inversiones
nacionales y extranjeras orientadas a captar mercados, con un consumo creciente de vinos varietales
de alta calidad y precios convenientes (Vigil et al., 2003). Durante la década de 1990 se erradicaron
alrededor de 35.000 hectareas de uvas criollas, de baja calidad enoldgica, y se implantaron otras
tantas con variedades de alto potencial cualitativo, por lo que la superficie total de vifiedos se
mantuvo prdcticamente estable.

En general, los vifiedos y bodegas se ubican en la zona oeste del pais (Figura 17), al pie de la
Cordillera de los Andes, en valles irrigados principalmente por rios de montafia. El cultivo se extiende
desde los 222 de latitud sur (Provincia de Salta) hasta los 422 de latitud sur (Provincia de Rio Negro).
Esta gran amplitud latitudinal, combinada con la topografia de sus valles andinos, condicionan
grandes variaciones ecolégicas que admiten el cultivo de una amplia gama de variedades, destinadas
a la obtencion de diversos tipos de vinos (Catania y Avagnina, 2010). En la actualidad, la Republica
Argentina posee 228.575 hectareas cultivadas con vid, lo cual representa aproximadamente el 3% de
la superficie mundial de vifiedos. La Provincia de Mendoza concentra mas del 70% del total nacional
con 160.704 ha, seguida por la Provincia de San Juan (49.492 ha). Es importante destacar el
predominio de las variedades de uva para vinificar, las cuales representan mas del 93% del total
implantado (INV, 2009).

Con respecto a las inversiones extranjeras realizadas en el sector, el monto invertido durante
la década de 1990, fue de aproximadamente 1500 millones de ddlares. Dichas inversiones se
destinaron tanto a la adquisicién de empresas argentinas, como a la instalacién de vifiedos y bodegas
nuevas. Este cambio de escenario trajo aparejado un aumento de las ventas en el mercado internoy
de las exportaciones de vinos de alta calidad enoldgica. Asi las exportaciones de estos productos
pasaron de aproximadamente 492.000 hL (USS$ 96.800.000) en el afio 2000 a 1.981.000 hL (USS
636.000.000) en el afio 2010 (INV, 2010a,b).
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8.3. Caracteristicas de la cadena vitivinicola

En un andlisis simplificado puede afirmarse que en el ambito de la vitivinicultura argentina
coexisten dos actividades bien diferentes desde el punto de vista del producto: los vinos de mesa y
los vinos de alta calidad enoldgica. Existen muchas empresas que se dedican a la produccién de
ambos tipos, pero es mads frecuente que las bodegas y los productores de uva estén especializados o
tiendan a especializarse en sélo uno de ellos.

En el sector de los vinos de alta calidad enoldgica se observa una mayor diversificacién de los
actores que participan en el negocio. Aparece en primer lugar un grupo reducido de grandes
empresas especializado en la gama mds baja de estos productos, que en conjunto con los vinos de
mesa, conforman los vinos bdsicos y representan aproximadamente el 91% del total de los vinos
producidos en la Argentina. Al igual que en los vinos de mesa, en este subsector existe una fuerte
concentracién empresaria y estrategia de liderazgo en costos. Este grupo de empresas generalmente
cuenta con vifledos propios, que alcanzan a autoabastecer aproximadamente la mitad de lo que
elaboran, y reciben el resto de las uvas de productores no integrados. Las mismas elaboran una
amplia gama de productos pero trabajan mayoritariamente este segmento, el cual es comercializado
principalmente en grandes cadenas nacionales de supermercados. El siguiente grupo es el
conformado por las bodegas que producen vinos de alta gama (premium y superpremium). Son
alrededor de 50 empresas o grupos empresarios que comercializan vinos embotellados en el
mercado interno, y exportan vinos a granel y/o embotellados con marcas propias o pertenecientes al
distribuidor. Las uvas que utilizan para su elaboracion provienen de vifiedos propios y de productores
no integrados. Por otro lado, existe también un conjunto de bodegas trasladistas que en los ultimos
afios han realizado un importante proceso de tecnificacién, adquiriendo equipamiento de avanzada
con el objetivo de mejorar la calidad de sus productos. Estas empresas no han logrado un desarrollo
de marca, ni una distribucidn propia, debido a su objetivo tradicional de elaborar productos a granel.
En general se dedican a la exportacidn de vinos a granel o embotellados con marcas del distribuidor.
Finalmente, se encuentra un pequefio grupo de bodegas cooperativas orientadas a la elaboracién de
vinos de alta calidad enoldgica, que ha asumido también un proceso de tecnificacién similar y en la

actualidad realizan exportaciones bajo la misma modalidad (Vigil et al., 2003).

8.4. Consideraciones generales

Argentina posee condiciones agroecoldgicas dptimas para el desarrollo vitivinicola debido a
la diferenciacién de altitud, suelo y clima asociados a las distintas zonas de cultivo, en las cuales se
producen diversas variedades de uva adecuadas para la elaboracién de vinos de elevada calidad. Esta
situacién permite la obtencién de una gran diversidad de productos de distintas gamas y estilos

comerciales, que han permitido posicionar a este pais como el quinto productor mundial de vinos
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después de lItalia, Francia, Espafia y Estados Unidos (OIV, 2010a). La existencia de un sistema
cooperativo comercialmente exitoso y en expansidn, favorece a que gran parte de los pequefios
productores alcancen las ventajas de la integracién y vayan transitando su proceso de reconversion,
amortiguando los efectos de la crisis del vino de mesa.

Los cambios estructurales marcados por las fuertes inversiones han sido acompafiados por
reformas en el ambito legal, como la sancion de la Ley de Denominacion de Origen Controlada,
Indicaciones Geograficas e Indicaciones de Procedencia (Ley 25.163, promulgada el 6 de octubre de
1999), y la constitucién de la Corporacidn Vitivinicola Argentina (COVIAR) mediante la Ley 25.849
(promulgada el 26 de febrero de 2004) destinada a gestionar y coordinar la implementacion del
denominado Plan Estratégico Argentina Vitivinicola 2020 (PEVI). Estas acciones conjuntas han
permitido la promociéon del consumo del vino argentino, tanto en el mercado interno como externo,

y el posicionamiento dentro de los paises vitivinicolas mas importantes del mundo (Jofré, 2011).

9. La variedad Malbec (Vitis vinifera L.)

9.1. Origen

La variedad Malbec (Vitis vinifera L.) es considerada la uva tinta emblematica de la Argentina
y se caracteriza por ser un cultivar (cv.) exigente, respecto a las condiciones agroecolégicas de las
zonas de producciéon y al manejo del vinedo, al momento de expresar todo su potencial. Segun
diversos autores seria originaria de las zonas de Cahors, Quercy o la Touraine, en el sud-oeste de
Francia. Alli se la conoce principalmente con el nombre de “Cot”, aunque posee varios sindbnimos
tales como Auxerrois, Cot de Bordeaux, Pressacn y Luckens, entre otros. La denominacion “Malbec”,
por la cual se la conoce en Argentina, proviene de “Malbeck”, el nombre del viticultor hingaro que
habria introducido esta variedad en Burdeos (Rodriguez et al., 1999; Catania y Avagnina, 2010).

Su cultivo fue muy extendido en los vifiedos franceses, representando gran parte del
encepado del sud-oeste y centro-oeste de ese pais. Fue una variedad importante hasta la época de la
filoxera, donde resulté muy afectada, quedando relegada hasta su reimplantacion a partir del afo
1940. En la region de Cahors es la variedad tinta dominante, y seglin la Apelacion de Origen
Controlada (AOC) interviene al menos en una proporcion del 70% en los vinos producidos,
complementados con otras variedades como Tannat y Merlot. Forma parte asimismo del encepado
tinto de la AOC “Bordeaux” junto a las variedades Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Carménére,

Merlot y Petit Verdot (Rodriguez et al., 1999).
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9.2. Antecedentes en Argentina

Desde sus origenes la viticultura argentina se inclind netamente a las variedades de uva para
vinificar. En un comienzo se caracterizd por el cultivo de variedades “criollas” provenientes de
semillas de variedades espafiolas. La introduccion del Malbec en Argentina, tal como se menciond
anteriormente, coincidié con el ingreso de otros cultivares europeos a mediados del siglo XIX,
atribuyéndose esta labor al agronomo francés Michel Aimé Pouget. Esta variedad tuvo una rapida
difusion en la Provincia de Mendoza, adaptdndose notablemente a diferentes condiciones
agroecoldgicas y alcanzando una superficie superior a 50.000 ha en el afio 1966 (Pandolfi, 2000). En
esa época era conocida como “uva francesa”, aunque esta denominacién incluia otras variedades
como Tannat y Petit Verdot, constituyendo la base de los vinos tintos de la region.

Lamentablemente, al amparo de beneficios impositivos, en la década de 1960 comenzaron a
implantarse nuevamente variedades criollas de mucha productividad y baja calidad enolégica, que
dejaron en desventaja y desplazaron al Malbec debido a sus rendimientos limitados. La consecuencia
fue un importante porcentaje de erradicacidn, disminuyendo su superficie cultivada a 10.000 ha
hacia el afio 1990. A partir de ese momento, la reestructuracién de la vitivinicultura hacia vinos de
alta calidad enoldgica permitio la revalorizacion del Malbec, volviendo a ocupar el primer lugar entre
las uvas tintas. En la actualidad existen mds de 28.000 ha de esta variedad en Argentina, de las cuales

aproximadamente el 80% (24.000 ha) se encuentra en la Provincia de Mendoza (INV, 2009).

9.3. Regiones de cultivo

La variedad Malbec ha sido difundida en todas las regiones vitivinicolas argentinas desde la
localidad de Cafayate en la Provincia de Salta (252 latitud sur) a 1600 metros de altura sobre el nivel
del mar (msnm), hasta los valles de la Provincia de Rio Negro (402 de latitud sur y 300 msnm) en la
region patagodnica (Figura 17).

Mendoza es la provincia por excelencia para el cultivo de esta variedad con 24.331 ha (85,3%
del total nacional), seguida por las Provincias de San Juan (7,2%), Neuquén (2,0%), La Rioja (1,8%),
Salta (1,7%) y Rio Negro (1,2%), mientras que la superficie restante se encuentra distribuida en otras
localidades menos significativas (INV,2010c). Dentro de Mendoza (Figura 17), es indudable que la
Zona Alta del Rio Mendoza es la mas tradicional con aproximadamente el 40% de la totalidad del
Malbec provincial. Esta regién abarca gran parte de las dreas cultivadas de los departamentos de
Lujan de Cuyo, Maipu, Guaymallén y Las Heras. La segunda zona en importancia corresponde al Valle
de Uco, constituido por los departamentos de San Carlos, Tunuyan y Tupungato, que en conjunto
poseen 8.000 ha con esta variedad representando el 35% del total provincial. Finalmente, se destaca

la zona del Este Mendocino (San Martin, Junin, Rivadavia) con el 16%, y el Sur Mendocino (San
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Rafael) con el 6%. Actualmente, se estd difundiendo a nuevas areas, con resultados promisorios en

las regiones de altura (Catania y Avagnina, 2010; INV,2010c).
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Figura 17. Regiones vitivinicolas de Argentina (A) y regiones vitivinicolas de la Provincia de Mendoza (B).

9.4. Comportamiento agrondmico y aptitud enolégica
Desde el punto de vista agrondmico, el Malbec es una variedad de maduracién media

(marzo-abril para las condiciones edafoclimaticas de Mendoza), manifiesta yemas basales fértiles, y
una productividad baja a media, obteniéndose los mejores resultados con rendimientos cercanos a
los 10.000 kg/ha. Se caracteriza por su alta sensibilidad a las heladas, mientras que por el contrario
es menos susceptible a enfermedades tales como oidio, perondspora y podredumbre de los racimos
(Rodriguez et al., 1999). Es de porte erecto, por lo que se adapta muy bien a la conduccién vertical
con posicionamiento ascendente de los brotes como los sistemas Guyot y Corddn Bilateral (VSP), no
asi a los de follaje descendente como el sistema Ginebra Cortina Doble (GDC). Es un cultivar vigoroso,
poco plastico y sensible a las altas temperaturas nocturnas (Casassa, 2007).
Desde el punto de vista enoldgico, es una variedad apta para la elaboracion de vinos tintos
jévenes y de guarda, como asi también para la produccién de vinos rosados y espumantes.
Organolépticamente, los vinos Malbec se caracterizan por una alta intensidad colorante, con matices

violetas y negros. Los descriptores aromaticos mas citados son frutos rojos (ciruela, mora), tinta,
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violetas y anis, con algln cardcter herbaceo cuando las uvas provienen de vifiedos desequilibrados.
En boca, se caracteriza por presentar taninos suaves, maduros y redondos, y por un sabor
ligeramente dulce. Envejece muy bien y es adecuado para la crianza en barricas (Vila, 2002; Casassa,
2007).

Es importante destacar, que la insercidén y posicionamiento competitivo de Argentina en la
escena vitivinicola mundial se debe en gran medida al desarrollo de esta variedad, utilizando como
eje numerosos trabajos de investigacidon especialmente en al dmbito agrondmico. Asi, en los ultimos
20 afios el Malbec ha sido caracterizado a nivel viticola respecto a sus clones y/o poblaciones (Scarsi,
2000), sistemas de conduccién (Ojeda et al., 1994) y condiciones agroecoldgicas mas favorables para
su desarrollo (Rodriguez et al., 1999). La necesidad de preservar su patrimonio y el auge alcanzado
con el tiempo llevaron a la creacién de la Denominacion de Origen Controlada “Lujan de Cuyo” en el
afio 1986. Por su parte, en el ambito enoldgico se han evaluado distintas alternativas de maceracion
y crianza en roble tendientes a optimizar la calidad del producto (Catania y Avagnina, 2010). Sin
embargo, existe hasta el momento un gran desconocimiento sobre la composicion quimica de las
uvas y vinos de esta variedad.

Finalmente, si bien el Malbec se ha convertido en el vino emblematico argentino, resulta
necesario consensuar criterios viticolas y enoldgicos que permitan mejorar las cualidades del

producto y contribuyan a definir estilos diferenciales.
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El presente trabajo de investigacion pretende ser una contribucién al estudio y conocimiento
de la composicién quimica de uvas y vinos de la variedad Malbec (Vitis vinifera L.). De acuerdo a lo
sefialado en la introduccidn, el cultivo de esta variedad es de suma importancia para la vitivinicultura
argentina, representada en su mayoria por la Provincia de Mendoza, ya que ha permitido la insercidn

y posicionamiento competitivo de este pais en el mercado vitivinicola mundial.

El conocimiento de la composicidén quimica de la uva y el vino, y particularmente de la
composicion fendlica, es uno de los elementos clave a la hora de monitorear y mejorar la calidad de
los productos. Actualmente, la tendencia del mercado del vino tinto se orienta hacia la elaboracion
de productos con un alto contenido polifendlico, coloraciones intensas, buena estructura en boca y
equilibrados. Por lo cual, resulta fundamental la comprensidn de estos parametros de calidad y de los

multiples factores que inciden sobre los mismos.

Estudios previos vinculados a la composicidn fendlica de uvas y vinos de la variedad Malbec
sélo se han focalizado en evaluar la influencia de algunas variables viticolas y enoldgicas sobre
pardmetros analiticos generales. Sin embargo, existe un gran desconocimiento sobre la distribucidn y
concentracion de compuestos fendlicos individuales (flavonoides y no-flavonoides) en dichos
productos, en relacidon a otros cultivares, al origen geografico, a ciertos manejos vitivinicolas y al

valor comercial.

Por lo tanto, en respuesta a las necesidades planteadas, se han propuesto las siguientes

Hipodtesis y Objetivos Generales:

Hipdtesis

v" La composicidn fendlica de uvas y vinos cv. Malbec es influenciada por la regién geogréfica de

procedencia, y por los manejos viticolas y enolégicos realizados durante el proceso vitivinicola.

v" La composicidon fendlica y polisacaridica de vinos cv. Malbec se encuentra relacionada con la

calidad de los mismos, la cual se ve reflejada en el valor comercial.

v" Los vinos cv. Malbec presentan una composicién fendlica diferencial respecto a los vinos
producidos con otras variedades tintas cultivadas en la Provincia de Mendoza (Argentina), lo que

puede condicionar sus propiedades sensoriales.
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Objetivos Generales

v" Caracterizar la composicidn fendlica de uvas y vinos cv. Malbec provenientes de diferentes zonas

geograficas de la Provincia de Mendoza (Argentina).

v" Evaluar el efecto de la practica viticola “aclareo de racimos” y del manejo enolégico “sangrado
parcial del mosto” sobre la composicion fendlica de uvas y vinos cv. Malbec de la Provincia de

Mendoza.

v" Determinar la influencia de la composicidn fendlica y polisacaridica sobre las caracteristicas

cualitativas y el valor comercial de vinos cv. Malbec de la Provincia de Mendoza.

v Describir y comparar la composicién fendlica de vinos provenientes de las seis variedades tintas
mas cultivadas en la Provincia de Mendoza (Malbec, Bonarda, Cabernet Sauvignon, Merlot,

Shiraz y Tempranillo).
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Influencia del origen geografico sobre la
composicion fendlica de uvas y vinos de la
variedad Malbec (Vitis vinifera L.)

Leon Roulette, Tuscany splendor.

II.1.Caracterizacién de la composicion fendlica de uvas Malbec cultivadas en
diferentes zonas geograficas de la Provincia de Mendoza (Argentina).

I.2. Caracterizacion de la composicion fendlica de bajo peso molecular y perfil
antocianico de vinos Malbec provenientes de diferentes zonas geograficas

de la Provincia de Mendoza.

I.3. Caracterizacion de la fraccion flavanica y otras fracciones fendlicas de vinos
Malbec de diferentes zonas geograficas de la Provincia de Mendoza.
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De acuerdo a lo descrito en la introduccién general, los compuestos fendlicos constituyen
uno de los grupos de compuestos quimicos de mayor relevancia en la uva destinada a vinificacion,
debido principalmente a su influencia directa sobre las caracteristicas organolépticas del producto.
Estos compuestos son biosintetizados en las plantas como resultado del metabolismo secundario, el
cual se encuentra regulado por diversos factores. Entre los factores genéticos, la variedad determina
en gran medida la composicidn cualitativa y cuantitativa de las diferentes partes de la baya (hollejo,
semilla y pulpa) y, por consiguiente, del vino. Por otro lado, las condiciones edafoclimaticas que
definen una determinada zona geografica inciden notablemente sobre la misma. A pesar de la
importancia de la variedad Malbec (Vitis vinifera L.) para la vitivinicultura argentina, existe un gran
desconocimiento sobre su composicién quimica. Con el propdsito de ampliar el conocimiento sobre

este cultivar, en este primer capitulo se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

v’ Caracterizar la composicién fendlica de hollejos, semillas y pulpa de uvas Malbec provenientes de
tres zonas geograficas de la Provincia de Mendoza (Argentina), y realizar un estudio comparativo

con uvas Cabernet Sauvignon.

v’ Caracterizar la composicidon fendlica de vinos Malbec provenientes de diferentes zonas

geograficas de la Provincia de Mendoza.

Los resultados obtenidos, tendientes al cumplimiento de estos objetivos, se describen en los

siguientes apartados:

I.1. Caracterizacidon de la composicién fendlica de uvas Malbec cultivadas en diferentes zonas

geograficas de la Provincia de Mendoza (Argentina).

I.2. Caracterizacidn de la composicién fendlica de bajo peso molecular y perfil antocidnico de vinos

Malbec provenientes de diferentes zonas geograficas de la Provincia de Mendoza.

I.3. Caracterizacidon de la fraccidon flavdnica y otras fracciones fendlicas de vinos Malbec de

diferentes zonas geograficas de la Provincia de Mendoza.

Este primer trabajo ha permitido la publicacidn cientifica de los resultados obtenidos en el

Apartado 1.2: “Phenolic characterization of Malbec wines from Mendoza province (Argentina)”.
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Caracterizacion de la composicion fendlica de uvas
Malbec cultivadas en diferentes zonas geograficas de
la Provincia de Mendoza (Argentina)

-50-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tulo I

Diposit Legal:

T. 727-2012

1. Consideraciones generales

Los compuestos fendlicos son considerados uno de los parametros de calidad mas
importantes de uvas y vinos. Segln su estructura quimica pueden ser divididos en dos grandes
grupos: no-flavonoides (acidos fendlicos y estilbenos) y flavonoides (antocianinas, flavanoles y
flavonoles). En las bayas, se distribuyen principalmente en hollejos y semillas (no-flavonoides y
flavonoides) y en menor proporcién en pulpa (no-flavonoides) (Monagas et al., 2005a). Las
antocianinas constituyen la familia de compuestos directamente responsables del color de las uvas y
vinos tintos jovenes, los flavanoles (mondémeros, oligdmeros y polimeros) contribuyen a la
astringencia, amargor y estructura de los vinos (Gawel, 1998), en tanto, los flavonoles se relacionan
con el amargor (Sdenz-Navajas et al., 2010c) y junto con los flavanoles participan del color a través de
reacciones de copigmentacidon y/o condensacion (Monagas y Bartolomé, 2009). Adicionalmente, se
los relaciona con efectos fisioldgicos benéficos sobre la salud humana debido a sus propiedades
antimicrobianas, anticarcinogénicas y antioxidantes (Renaud y de Lorgeril, 1992; Shrikhande, 2000).
Las antocianinas y flavonoles son los polifenoles mas abundantes en los hollejos, mientras que los
flavanoles predominan en las semillas (Rodriguez Montealegre et al., 2006). La presencia y
concentracién de compuestos fendlicos en las bayas depende principalmente de factores genéticos,
ambientales y culturales. Al analizar el efecto de la variedad de uva, diversos estudios han
demostrado diferencias significativas en la composicion de antocianinas, flavonoles y flavanoles
entre cultivares (Nufiez et al., 2004; Otteneder et al., 2004; Rodriguez Montealegre et al., 2006;
Castillo-Mufioz et al., 2007; Obreque-Slier et al., 2010). Por su parte, factores ambientales como la
luz y la temperatura, que caracterizan las diferentes zonas de cultivo, inciden directamente sobre la
actividad fotosintética de la planta y sobre las enzimas de la ruta fenilpropanoide modificando la
biosintesis de estos compuestos (Boss et al., 1996a; Goldberg et al., 1998; Pefia-Neira et al., 2000).

El cultivar Malbec (Vitis vinifera L.), de origen francés, es la variedad de uva tinta mas
producida en Argentina (> 28.000 ha), debido a su adaptacidon a los distintos ecosistemas,
permitiendo la obtenciéon de materia prima apta para la elaboracion de diferentes estilos de vino.
Mendoza es la principal provincia productora con mas del 80% de la superficie implantada con esta
variedad en Argentina, la cual se distribuye en diferentes zonas con caracteristicas agroecoldgicas
particulares (INV, 2009). Desde hace algunas décadas se estan realizando algunos estudios de
investigacion a nivel agronédmico (seleccién masal y clonal, evaluacidn de sistemas de conduccion y
riego, manejos del suelo, etc.) y enoldgico (sistemas de maceracién y crianza) tendientes a su
posicionamiento en el mercado internacional (Catania y Avagnina, 2010). Sin embargo, existe escasa

informacidn acerca de su composicion quimica.
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Por lo expuesto anteriormente, se propuso estudiar la composicion fenélica de uvas Malbec
provenientes de tres zonas geograficas de la Provincia de Mendoza (Junin, Agrelo y Gualtallary), con
el fin de determinar los parametros que las caracterizan. Paralelamente, se decidié realizar un
analisis comparativo con Cabernet Sauvignon por ser una variedad ampliamente estudiada vy

difundida en la mayoria de los paises de importancia vitivinicola.

2. Condiciones experimentales

El estudio se realizé en bayas de la vendimia 2010. Se analizaron uvas de los cultivares (cvs.)
Malbec (MB) y Cabernet Sauvignon (CS) provenientes de vifiedos implantados sobre pie franco y
representativos de cada variedad, ubicados en 3 zonas viticolas de Mendoza: Junin, Agrelo y

Gualtallary (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas geograficas de las distintas zonas de Mendoza.

Zona Altitud (msnm?) Latitud Longitud
Junin (Zona este) 650 33°05'S 68°28' O
Agrelo (Zona alta del rio Mendoza) 940 33°07'S 68°52'0
Gualtallary (Valle de Uco) 1450 33°24'S 69°17' O

% msnm (metros sobre el nivel del mar)

Estas zonas se diferencian principalmente por la altitud, incidiendo en las condiciones
agroecoldgicas y generando distintos regimenes de temperatura y radiacién solar sobre los vifiedos
en cuestion. Los vifiedos pertenecian a la empresa Bodegas Esmeralda S.A. (Mendoza, Argentina) y
fueron manejados siguiendo el criterio agronédmico tradicional aplicado a cada zona estudiada. La
Tabla 2 muestra los datos mas relevantes de los vifiedos evaluados. Se emplearon 3 réplicas por
variedad, correspondientes a 30 plantas homogéneas conducidas en espaldera, con orientacion
norte-sur, y sometidas a regimenes hidricos y practicas culturales estandares. El manejo del follaje,
realizado manualmente, incluyé desbrote de tronco, eliminacién de brotes dobles, y posicionamiento
de brotes sobre alambres méviles. Las plantas fueron mantenidas sin restriccién hidrica y la cantidad
media de agua recibida desde brotacion hasta cosecha (septiembre-marzo) fue estimada en 400-450
mm. Se realizé el muestreo aleatorio de bayas en madurez tecnoldgica (24-25 2Brix), siguiendo el
procedimiento descrito en el Anexo I. Se separaron los hollejos, semillas y pulpa, y cada fraccion fue
sometida a la determinacién de parametros analiticos generales y al analisis de compuestos

fendlicos, siguiendo la metodologia detallada en el Anexo I.
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Tabla 2. Datos de los vifiedos Malbec y Cabernet Sauvignon de las distintas zonas evaluadas.
Variedad  Zona® Afio de Marco de Sistema de Rendimiento Poda Sistema de Fechade
plantaciéon plantacion conduccion (t/ha) riego floracion
J 2002 2,2x1,2m  Espaldera (2 niveles) 14,0 Cordon de pitones Superficial 01-11-2009
Malbec A 1996 2x1,2m Espaldera simple 10,0 Guyot doble Goteo 18-11-2009
G 1998 2x1,2m Espaldera simple 8,0 Guyot doble Goteo 23-11-2009
J 1999 2,2x1,2m  Espaldera (2 niveles) 13,0 Cordén de pitones Superficial 10-11-2009
Cabernet A 1997 2x1,2m Espaldera simple 10,0 Guyot doble Goteo 22-11-2009
Sauvignon
G 1998 2x1,2m Espaldera simple 8,0 Guyot doble Goteo 28-11-2009
@J (Junin), A (Agrelo), G (Gualtallary)

3. Resultados y discusion

3.1. Parametros analiticos generales

Las bayas MB y CS de las distintas zonas evaluadas fueron caracterizadas inicialmente a
través de los parametros analiticos presentados en la Tabla 3. El andlisis de 100 bayas mostrd una
tendencia creciente en el peso total a medida que aumenta la altitud del vifiedo, con diferencias
estadisticamente significativas sélo en MB (p < 0,05) indicando un mayor tamafo promedio de bayas
en las muestras de Gualtallary. Esto podria deberse posiblemente al menor rendimiento del MB en
esta zona, relacionado en parte a temperaturas muy bajas durante la temporada anterior afectando
probablemente la induccion floral y el desarrollo de las inflorescencias inmaduras en las yemas
latentes, como asi también a menores temperaturas ambientales al momento de la floracion
causadas por la mayor altitud. Esta situacién probablemente condujo a un menor nimero de bayas
por racimo, disminuyendo la competencia entre las bayas de cada racimo e incidiendo notablemente
en su peso final, al generarse condiciones mas propicias para los procesos de divisidn y elongacién
celular caracteristicos de las etapas de formacién y maduracidon de las bayas, respectivamente

(Coombe y McCarthy, 2000).

Tabla 3. Pardmetros analiticos generales de uvas Malbec y Cabernet Sauvignon de Mendoza.
; Malbec Cabernet Sauvignon
Parametro

Junin Agrelo Gualtallary Junin Agrelo Gualtallary
Peso de 100 bayas (g) 176,0+4,2*a 194,3+15b 2104+08c 133,0+3,3a 1379+80a 146,7+1,7a
Peso de hollejos (g) 135+04a 153+16a 17,2+0,8a 16,1+15a 148+09a 154+0,5a
Peso de semillas (g) 71+04a 6,3+04a 58+0,1a 71+02a 74+0,6a 6,5+0,2a
Solidos solubles (°Brix) 247+0,1a 252+05a 243+0,1a 245+0,2a 256+0,1b 241+0,1a
Acidez titulable (g/L) 53+0,1la 52+0,2a 6,7+0,1b 46+0,1a 55+0,2b 79+01c
pH 362+0,04b 352+002b 331+0,02a 354+0,01b 354+002b 3,28+0,01a
* Media + error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas entre zonas para la misma
variedad (Tukey HSD, p < 0,05).

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en el peso de hollejos y semillas

para ambas variedades en las tres zonas estudiadas. Los datos agrupados de las uvas se muestran en
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la Tabla 4, donde se aplicé un ANOVA multifactorial empleando “zona” y “variedad” como factores. A
partir de este analisis, se observé también un efecto significativo del factor “variedad” sobre el peso
de bayas, indicando mayores valores para MB comparado con CS. Al utilizar las variables fisicas
medidas en las uvas para calcular la relacion hollejo/pulpa, el cultivar CS mostré una proporcion
superior [Junin (0,13), Agrelo (0,15), y Gualtallary (0,12)] respecto de MB [(0,09), en las tres zonas].
Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores en uvas Cabernet Sauvignon de
distintas zonas de Mendoza, revelando la posibilidad de obtener mejores relaciones sélido/liquido al
momento de la molienda y beneficiando la extraccién de los compuestos quimicos presentes en el

hollejo durante la vinificacion (Gonzalez et al., 2009).

Tabla 4. Valores de probabilidad para "zona y variedad de uva" de los
pardmetros analiticos generales en uvas Malbec y Cabernet Sauvignon
de Mendoza. Datos agrupados de Junin, Agrelo y Gualtallary.
Factor
Parametro zona variedad  zonax variedad "
Pvalue
Peso de 100 bayas (g) 0,0003 < 0,0001 0,0678
Peso de hollejos (g) 0,3373 0,9399 0,1531
Peso de semillas (g) 0,0552 0,0521 0,2712
Sdlidos solubles (°Brix) 0,0006 0,8605 0,4040
Acidez titulable (g/L) <0,0001  0,0290 0,0001
pH <0,0001 0,0841 0,1242
& Considerado significativo cuando pyaue< 0,05.
® Efecto de interaccion entre “zona y variedad”.

Con respecto a la composiciéon quimica general, el contenido de sdlidos solubles de las uvas
fue similar para ambas variedades en las distintas zonas (24-25,5 2Brix), con valores levemente
superiores en Agrelo, especialmente para CS (Tabla 3). Paralelamente, se observaron diferencias
significativas en los parametros restantes determinados en la pulpa. En ambos cultivares, los niveles
de acidez obtenidos en Gualtallary fueron mayores al resto de las zonas, coincidente con los bajos
valores de pH (Tabla 3). Esto podria explicarse por las condiciones climaticas de esta zona,
condicionada principalmente por su gran altitud. Segun estudios previos (Catania y Avagnina, 1994;
Gonzélez et al.,, 2009), es considerada una zona mas fria que las restantes y se caracteriza por
presentar, durante el periodo de maduracién de las bayas, una gran amplitud térmica (> 20 eC) y
noches muy frias. Las bajas temperaturas durante el ciclo disminuyen la tasa de catabolismo
respiratorio de los acidos fijos (tartarico y malico), manteniendo este parametro en niveles altos
(Boulton et al., 2002). Por otro lado, al comparar las variedades se observaron niveles
significativamente mayores de acidez en CS respecto de MB, indicando también la influencia de la

variedad sobre la composicion acidica de las bayas (Tabla 4).
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3.2. Composicion fendlica de hollejos

3.2.1. Pardametros fendlicos generales

La composicidon fendlica global de los hollejos provenientes de las uvas MB y CS fue
determinada empleando las técnicas espectrofotométricas descritas en el Anexo |I. En ambas
variedades, se observd una mayor concentracidon de fenoles totales, antocianos totales, flavanoles
DMACH e intensidad colorante a medida que aumenta la altitud del vifiedo, con diferencias
estadisticamente significativas entre las zonas estudiadas (Figura 1). Estos resultados podrian
deberse a las diferencias ambientales generadas por la altura (radiacién UV-B, radiacion PAR,
regimenes de temperatura, textura del suelo, etc.), y coinciden con algunos datos publicados por
otros autores (Berli et al., 2008) lo cudles observaron una mayor riqueza fendlica en uvas Malbec
cultivadas a 1500 msnm. Por su parte, los bajos niveles de antocianos determinados en las uvas de
Junin, indicarian que las elevadas temperaturas de esta zona (> 33 2C, entre enero y marzo) podrian
afectar la acumulacidon de estos compuestos a través de una inhibicion de la ruta biosintética
conjuntamente con un fendmeno de degradacién (Mori et al., 2005 y 2007; Guidoni et al., 2008). Por
el contrario, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de
proantocianidinas entre zonas (Figura 1), confirmando el menor impacto de las variaciones de
temperatura (entre el dia y la noche) sobre la biosintesis de estos compuestos en hollejos después de

envero (Cohen et al., 2008).

Tabla 5. Valores de probabilidad de los parametros fendlicos generales
para "zona y variedad de uva". Datos agrupados de Junin, Agrelo y
Gualtallary.
Factor
Parametro zona variedad zona x variedad ”
pvmue

Hollejos
Fenoles totales <0,0001 <0,0001 0,7755
Antocianos totales < 0,0001 0,0001 0,7014
Proantocianidinas totales 0,5109 < 0,0001 0,3158
Flavanoles DMACH 0,0003 < 0,0001 0,3734
Intensidad colorante <0,0001 <0,0001 0,0033
Matiz 0,0498 0,0013 0,2320
Semillas
Fenoles totales 0,0004 0,0122 0,1960
Proantocianidinas totales 0,0040 0,1396 0,1569
Flavanoles DMACH 0,2713 0,2159 0,0262
Pulpa
Fenoles totales <0,0001 <0,0001 < 0,0001
Proantocianidinas totales 0,0006 0,1071 0,0542
Flavanoles DMACH 0,0006 0,4642 0,0002
& Considerado significante cuando pyawe< 0,05.
® Efecto de interaccion entre zona y variedad.
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Figura 1. Parametros fendlicos generales determinados en extractos de hollejos de bayas Malbec y Cabernet
Sauvignon de distintas zonas de Mendoza (J, Junin; A, Agrelo; G, Gualtallary).

Los datos agrupados de hollejos, semillas y pulpa se muestran en la Tabla 5, donde se aplicé
un ANOVA multifactorial empleando “zona” y “variedad” como factores. A partir de este analisis, se
observd también un efecto significativo del factor “variedad”, indicando mayores niveles de todos los

pardmetros analizados en hollejos MB comparado con CS. La Unica excepcion se presentd en el

-56 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tulo I

Diposit Legal: T. 727-2012

matiz, donde CS mostré registros levemente superiores (Figura 1). En general, los resultados
obtenidos en este estudio para hollejos MB fueron similares a los observados por Da Silva et al.
(2008), en hollejos de esta misma variedad cultivada en Brasil; y superiores a los publicados en otro
estudio (Matus et al., 2006), sobre hollejos Malbec de Mendoza. Por su parte, los niveles observados
en CS fueron superiores a los reportados por otros autores (Matus et al., 2009; Obreque-Slier et al.,

2010), en hollejos de esta variedad cultivada en Chile.

3.2.2. Perfil de antocianinas individuales

Los compuestos antocidanicos presentes en los hollejos provenientes de las uvas MB y CS
fueron identificados y cuantificados empleando la metodologia descrita en el Anexo I. Los mismos
fueron agrupados de acuerdo a la ausencia o presencia de acilacién y compuesto acilante (glucdsidos
no acilados, acetil-glucésidos y cinamil-glucésidos), y considerando la antocianidina involucrada
(delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina). Los glucdsidos cinamilicos incluyeron las
antocianinas cumarilicas y cafeilicas. Las Figuras 2 y 3 muestran cromatogramas tipicos
correspondientes a hollejos MB y CS de las distintas zonas de Mendoza, y la Tabla 6 resume los
resultados cuantitativos obtenidos. Al analizar la composicion del Malbec, todos los derivados
antocidnicos aumentaron con la altitud del vifiedo, presentdndose diferencias estadisticamente
significativas entre las zonas estudiadas. Dado que la sintesis de antocianos ocurre en el reticulo
endoplasmatico de las células como resultado de la actividad de diversas enzimas unidas a él, asi
como la acilacion de estos compuestos ocurre en el citoplasma y vacuolas (Zhao et al., 2010), seria
posible inferir una mayor actividad de dichos complejos enzimaticos a medida que aumenta la altitud
del vifiedo. Esta observacidn coincide con los niveles de antocianos totales cuantificados por
espectrofotometria (Figura 1). Por su parte, en el caso del CS se observé la misma tendencia respecto
a los compuestos no acilados, presentandose un patron diferencial en los derivados acetilicos y
cinamilicos, con concentraciones significativamente superiores en Agrelo. Las proporciones medias
de los grupos antocianicos fueron diferentes entre ambas variedades, pero las relaciones entre los
mismos indicaron un patrén caracteristico para cada una de ellas. El grupo de los monoglucésidos
representaron la proporcién mas alta de todas las antocianinas determinadas (69,2% para MB y
63,8% para CS). Por su parte, los derivados acilados mostraron las mayores diferencias entre las
variedades. Teniendo en cuenta los derivados acetilicos, los hollejos CS tuvieron la mayor proporcion
(30,9%) comparado con MB (17,2%); mientras que al evaluar los derivados cinamilicos se observo un
comportamiento opuesto (MB 13,6%; CS 5,2%). Estos resultados coinciden con los obtenidos en el
Apartado 1.1 (Capitulo Il) y en otros estudios realizados por diversos autores (Garcia-Beneytez et al.,

2003; Nufiez et al., 2004; Gonzalez-Neves et al., 2007).

-57-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC
SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO,

Martin Leandro Fanzone Sanchez
Diposit Legal: T. 727-2012

1.64

1.4

1.2

1.01

0.8+

0.6

Respuesta (mAU)

0.44

0.2

0.0

(VITIS VINIFERA L.):

FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Capitulo I

MB (Junin)

17

15
12 131416

1.61

1.44

1.2

1.01

0.8+

0.6

Respuesta (mAU)

0.4

0.2

0.0+

— U1

MB (Agrelo)

17

12 13 1416 fﬂ \

1.61

1.44

1.2+

1.04

0.8+

0.61

Respuesta (mAU)

0.4+

0.2

0.0+

Ul

5

E—

MB (Gualtallary)

17

14,6
1213°A16 JH

4

6

8

10

12 1

16 18 20 22 24 26 28 30 3

Tiempo de retenciéon (min.)

Figura 2. Perfil de antocianinas por HPLC-DAD (520 nm) de extractos de hollejos Malbec de distintas zonas de
Mendoza. La identificacion de los picos cromatograficos se encuentra en la Tabla 6.
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Figura 3. Perfil de antocianinas por HPLC-DAD (520 nm) de extractos de hollejos Cabernet Sauvignon de
distintas zonas de Mendoza. La identificacion de los picos cromatogréaficos se encuentra en la Tabla 6.
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Paralelamente, se calcularon las relaciones entre los distintos derivados antocianicos. De
particular interés resultd la relacidon Zacetiladas / Zcumariladas, propuesta por algunos autores para
la verificacion de autenticidad varietal en cepajes tintos (Otteneder et al., 2004), obteniéndose
valores significativamente diferentes para MB (1,3) y CS (6,6). Adicionalmente, los valores medios
obtenidos para las relaciones Zglucosiladas / Zacetiladas y Zglucosiladas / Icumariladas en los
hollejos MB fueron 4,1y 5,3; yen CS, 2,1y 14,2 (Tabla 6).

En términos del perfil basado en las diferentes antocianidinas, los derivados de la malvidina
constituyeron los compuestos mas abundantes en todas las muestras analizadas (MB 60,1-73,3%; CS
54,7-76%), mientras que los derivados de la cianidina mostraron la menor proporcion (MB 1,4-2,1%;
CS 1,7-4,9%). La distribucién del resto de los compuestos en ambas variedades reveld un patrén
similar al observado en el Apartado Il.1 (Capitulo Il) y en otros estudios previos (Nufiez et al., 2004;

Berli et al., 2011).

Tabla 7. Valores de probabilidad de compuestos fendlicos para "zona y variedad
de uva". Datos agrupados de Junin, Agrelo y Gualtallary.
Factor
Compuesto zona variedad zonax variedad °
pvalue
Hollejos
Antocianinas glucosiladas <0,0001 <0,0001 0,2594
Antocianinas acetiladas <0,0001 <0,0001 0,0005
Antocianinas cinamiladas 0,0050 <0,0001 0,0452
Delfinidinas <0,0001 0,1479 0,0085
Cianidinas <0,0001 <0,0001 <0,0001
Petunidinas <0,0001 <0,0001 0,0005
Peonidinas <0,0001 0,3721 0,0208
Malvidinas <0,0001 <0,0001 0,4035
Antocianinas totales <0,0001 <0,0001 0,1624
Acidos hidroxibenzoicos/derivados 0,0806 <0,0001 0,1036
Acidos hidroxicinamicos/derivados 0,0045 <0,0001 0,1888
Estilbenos 0,0001 < 0,0001 0,0027
Flavanoles 0,0500 < 0,0001 0,7072
Flavonoles 0,4752 0,0951 0,0430
Dihidroflavonoles 0,7548 < 0,0001 0,8118
Fenoles no-antocianicos totales 0,4529 < 0,0001 0,5138
Semillas
Fenoles no-antocianicos totales <0,0001 <0,0001 0,0002
Pulpa
Fenoles no-antocianicos totales <0,0001 <0,0001 < 0,0001
& Considerado significante cuando pyue< 0,05.
® Efecto de interaccion entre zona y variedad.
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De acuerdo a estos resultados, y conjuntamente con los datos agrupados presentados en la
Tabla 7, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la composicidn
antocidnica de las variedades estudiadas, sugiriendo la influencia del cultivar sobre la actividad
enzimatica involucrada en su biosintesis y en las reacciones que conducen a la acilacién de estos
compuestos (Castellarin y Di Gaspero, 2007a). Finalmente, se observd que la concentracidn total de
antocianinas fue significativamente superior en la variedad Malbec indicando, junto al resto de los
parametros fendlicos evaluados (Figura 1), un gran potencial para la produccidon de vinos con

coloraciones intensas y estables en el tiempo.

3.2.3. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Los compuestos fendlicos no-antocidnicos presentes en los hollejos provenientes de las uvas
MB y CS fueron identificados y cuantificados empleando la metodologia descrita en el Anexo I. Los
mismos fueron agrupados en no-flavonoides (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos vy
estilbenos) y flavonoides (flavanoles, flavonoles y dihidroflavonoles). La Figura 4 muestra los
cromatogramas tipicos correspondientes a hollejos MB y CS. La concentracién de los distintos
compuestos, individualmente y agrupados, y las proporciones relativas de cada grupo en las
muestras analizadas se presentan en la Tabla 8. Los flavonoides constituyeron la fraccion mas
abundante (media, 96,3% en MB y 96,5% en CS) comparada con los no-flavonoides (media, 3,7% en
MB vy 3,5% en CS), en concordancia con lo reportado en el Apartado Il.1 (Capitulo Il) y en otros
estudios (Pefia-Neira et al., 2004; Monagas et al., 2005a; Obreque-Slier et al., 2010). Coincidente con
los resultados observados en los parametros fendlicos descritos anteriormente (pardmetros
generales y antocianinas individuales), se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) entre variedades para la mayor parte de los compuestos determinados (Tabla 7). En general,
los hollejos MB presentaron una mayor concentracién de fenoles no-antocidnicos (1784,7-2039,1
mg/kg), indicando su riqueza fendlica comparado con CS (879,8-1001,4 mg/kg).

Con respecto a los no-flavonoides cuantificados en ambas variedades, no se observé una
influencia significativa de la zona geografica sobre el contenido de acidos fendlicos. Por el contrario,
el nivel de glucdsido de trans-resveratrol en las muestras analizadas mostré una tendencia creciente
hacia las zonas de mayor altitud, con concentraciones significativamente superiores en MB (Tablas 7
y 8). Estas diferencias parecen indicar un posible efecto de la variedad de uva y de las condiciones
medioambientales sobre estos compuestos (Vitrac et al., 2002; Bavaresco et al., 2007; Perrone et al.,
2007; Moreno et al., 2008). Cabe destacar la elevada concentracidon observada en hollejos MB de
Gualtallary (20,7 + 0,2 mg/kg), lo cual podria deberse a la alta exposicion de las bayas a la radiacién
UV en esta zona (Berli et al., 2008), y coincide con los niveles obtenidos en otro estudio conducido

sobre uvas Malbec en la misma localidad durante la vendimia 2009 (Apartado 1.2, Capitulo Il).
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Figura 4. Perfil de fenoles de bajo peso molecular por HPLC-DAD (280 nm) de extractos de hollejos Malbec y
Cabernet Sauvignon de Mendoza. La identificacién de los picos cromatograficos se encuentra en la Tabla 8.
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Al analizar el grupo de los flavanoles, sélo los hollejos CS mostraron un contenido diferencial
segln la zona de procedencia con niveles superiores en Agrelo (Tabla 8), coincidiendo con los
resultados obtenidos en otros parametros evaluados (proantocianidinas totales y antocianinas
aciladas). Comparando ambos cultivares, los hollejos MB presentaron concentraciones
significativamente superiores de todos los compuestos identificados, independientemente de la zona
de estudio (Tablas 7 y 8). El principal mondmero cuantificado fue (+)-catequina (16,7-32,5 mg/kg en
MB vy 4,1-8,4 mg/kg en CS) seguido por (-)-epicatequina (11,2-17,4 mg/kg en MB y 2,9-4,3 mg/kg en
CS). Considerando que la relacién (+)-catequina/(-)-epicatequina fue variable entre las muestras de
cada variedad para las distintas zonas estudiadas (1,5-1,9 en MB y 1,4-2,2 en CS) es posible sugerir la
influencia de las condiciones ambientales sobre la biosintesis de estos compuestos y una mayor
actividad de la enzima leucoantocianidina reductasa en ambos cultivares, coincidiendo con lo
reportado en el Apartado Il.1 (Capitulo Il) y en otros estudios (Rodriguez Montealegre et al., 2006).
Por otro lado, los altos niveles de dimeros y trimeros de procianidina encontrados en hollejos MB,
junto al elevado contenido de antocianinas observado en esta variedad, revelan su capacidad para
producir vinos de alta calidad con potencial para un envejecimiento adecuado, debido a la
posibilidad de estabilizacién del color a través de reacciones de copigmentacion y condensacion
(Escribano-Bailon et al., 2001).

Los flavonoles representaron el grupo fendlico mds abundante determinado en hollejos CS
(75,7-82,9%), mientras que en MB compartieron una proporcion similar con los dihidroflavonoles
(40,3-44,8%). El contenido total en las muestras analizadas estuvo comprendido entre 722,6 y 912,4
mg/kg de hollejos para MB, y entre 666,1 y 788,4 mg/kg de hollejos para CS, sin encontrarse
diferencias significativas entre zonas para cada variedad estudiada (Tabla 8). Estos valores elevados
para ambas variedades podrian ser explicados por las condiciones ambientales de Mendoza,
principalmente la alta intensidad de luz solar durante el periodo de maduracién de las bayas, lo cual
parece estar asociado a una mayor acumulacién de flavonoles (Downey et al., 2004; Makris et al.,
2006a). Al comparar las variedades, si bien no existieron diferencias significativas en el contenido
total, se observaron, por el contrario, perfiles diferenciales entre las mismas (Tablas 7 y 8). En
hollejos MB, el principal compuesto fue kaempferol (media 26,3%), seguido por quercetina (25,1%),
miricetina (23,8%), laricitrina (10,0%), siringetina (7,7%), naringenina (4,5%) e isoramnetina (2,6%);
mientras que en CS, no se detecté kaempferol y el flavonol predominante fue quercetina (54,2%),
seguido por miricetina (18,7%), laricitrina (13,7%), naringenina (6,0%), siringetina (4,3%) e
isoramnetina (3,1%). Esta variacion observada en la proporcion de cada compuesto indicaria la
influencia del cultivar en la actividad enzimatica (flavonol sintasa y/o metiltransferasa) involucrada
en la biosintesis de flavonoles (Mattivi et al., 2006). Por otro lado, la mayor parte de estos

compuestos se encontraron bajo la forma glicosilada, aprecidndose entre variedades una selectividad
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diferencial por parte de las enzimas glicosil-tranferasas sobre el sustrato utilizado en el proceso
biosintético. Los hollejos MB se caracterizaron por presentar mayor proporcion de galactésidos
(media 44,5%), mientras que en CS predominaron los derivados glucosilados (media 36,3%). Por
ultimo, con respecto a los flavonoles-3-glucurdnidos ambos cultivares mostraron niveles similares.
Completando los flavonoides identificados, es importante destacar la presencia de
dihidroflavonoles en las bayas analizadas. Estos compuestos desempenan un rol funcional en las
plantas, actuando como mecanismo de defensa ante el ataque de hongos como Botritis (astilbina o
dihidroquercetina-3-ramndsido), y son considerados también compuestos bioactivos capaces de
promover efectos fisiolégicos benéficos (antioxidantes, antimicrobianos, antibacteriales,
hepatoprotectivos, quimioprenventivos, entre otros) en humanos (Vitrac et al., 2001; Landrault et al.,
2002). Segun la literatura, son considerados compuestos minoritarios y han sido reportados
principalmente en variedades de uva blanca (Masa et al., 2007; Masa y Vilanova, 2008; Vilanova et
al., 2009), y en vinos blancos y tintos (Baderschneider y Winterhalter, 2001; Landrault et al., 2002;
Vitrac et al., 2002; Pozo-Baydn et al., 2003; Jeffery et al., 2008). En el presente estudio, los
dihidroflavonoles caracterizados por HPLC-DAD/ESI-MS e informacién espectral fueron
dihidroquercetina-3-glucésido, dihidrokaempferol-3-glucésido y dihidroquercetina-3-ramnésido
(Tabla 9). En hollejos MB se detectaron los tres compuestos, mientras que en CS sélo los dos
primeros. El contenido total en las muestras analizadas estuvo comprendido entre 762,2 y 827,3
mg/kg de hollejos para MB, y entre 56,1 y 79,4 mg/kg de hollejos para CS, observandose diferencias
significativas entre variedades (Tablas 7 y 8). Analizando la influencia de la zona de procedencia, sdlo
en el caso de CS se observé una tendencia significativa creciente hacia las zonas de mayor altitud
(Tabla 8). En las muestras MB de las distintas zonas evaluadas, la dihidroquercetina-3-glucésido fue
el compuesto mayoritario representando entre el 22,8 y 28,1% de la totalidad de fenoles de bajo
peso molecular cuantificados, mientras que en CS sélo representd entre el 2,1 y el 4,0%. Los altos
niveles de dihidroflavonoles encontrados en Malbec coinciden con otros estudios realizados en el
marco del presente trabajo de Tesis Doctoral, sobre uvas y vinos del mismo cultivar, y podrian indicar

un rasgo taxondmico distintivo de esta variedad.

Tabla 9. Dihidroflavonoles identificados por HPLC-DAD/ESI-MS en hollejos de bayas Malbec
y Cabernet Sauvignon de distintas zonas de Mendoza.

Compuesto (}r»]n;;x) lon mole((r:nullzz;r [M-H] Fra%m/ezr)]tos
Dihidroquercetina-3-glucosido 336 (h)?, 292 465 303
Dihidroquercetina-3-ramndésido 336 (h), 292 449 303
Dihidrokaempferol-3-glucosido 340 (h), 292 449 287
®h, hombro.
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3.3. Composicion fendlica de semillas

3.3.1. Parametros fendlicos generales

Las semillas cumplen un rol muy importante durante la vinificacion, aportando al medio
flavanoles de diversa estructura molecular, los cuales inciden directamente en las caracteristicas
sensoriales de los vinos tintos (astringencia y amargor) y participan en la estabilizacion de los
pigmentos antocidnicos (Monagas y Bartolomé, 2009). La Figura 5 muestra los resultados de los

pardmetros fendlicos globales determinados en semillas MB y CS de las distintas zonas evaluadas.

2307 Proantocianidinas 3 Malbec
200 : totales .| @@ Cabernet Sauvignon

170+ b
140+ T ab

110- L a
80-“' Fenoles totales | '

lFIavanoIes DMACH.
b

Concentracién (mg/g)

JAGIAGJIAGJIAGIAGIJIAG
Zonas geogréficas de Mendoza

Figura 5. Parametros fendlicos generales determinados en extractos de semillas de bayas Malbec y Cabernet
Sauvignon de distintas zonas de Mendoza (J, Junin; A, Agrelo; G, Gualtallary).

Al considerar conjuntamente ambas variedades, las semillas de Agrelo presentaron los
mayores niveles de fenoles y proantocianidinas totales, con diferencias significativas respecto a las
zonas restantes (p < 0,05). Estas diferencias podrian deberse a factores climaticos y/o culturales que
inciden sobre el desarrollo de las bayas, afectando sus caracteristicas fisicas (tamafio, peso,
volumen). Particularmente en las muestras de este estudio, no existieron diferencias significativas
entre zonas respecto al peso de semillas (Tabla 3), pero si se encontraron diferencias en el nimero
de semillas por baya, observandose los mayores valores en Agrelo (MB 1,8 semillas/baya; CS 2,1
semillas/baya), lo cual podria suponer una mayor fuente de estos compuestos. Con respecto a los
flavanoles DMACH, las semillas de bayas MB mostraron el mismo patron observado para los otros

pardmetros; mientras que en el caso de CS, las semillas de Gualtallary presentaron los mayores
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niveles de estos compuestos. Al comparar los cultivares (Tabla 5), no se evidencié un efecto varietal
significativo sobre los pardmetros evaluados, encontrandose sélo diferencias en el contenido de
fenoles totales y, en general, una mayor concentracién fendlica en CS. Finalmente, los niveles de
compuestos fendlicos obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por otros autores

(Mateus et al., 2001a; Bozan et al., 2008; Obreque-Slier et al., 2010).

3.3.2. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Los compuestos fendlicos no-antocianicos presentes en las semillas provenientes de las uvas
MB y CS fueron identificados y cuantificados empleando la técnica cromatografica descrita en el
Anexo |. Entre ellos, se determinaron tres mondmeros [(+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC) y (-)-
epicatequina-3-galato (ECG)], cinco dimeros de procianidina [(+)-catequina-(40.—>8)-(+)-catequina
(B3), (-)-epicatequina-(4p—>8)-(+)-catequina (B1), (+)-catequina-(4oc—>8)-(-)-epicatequina (B4), (-)-
epicatequina-(4B—>8)-(-)-epicatequina (B2) y (+)-catequina-(4a—>6)-(+)-catequina (B6)], un trimero de
procianidina [(-)-epicatequina-(4B—>8)-(-)-epicatequina-(4B—>8)-(+)-catequina (C1)], seis procianidinas
no identificadas [dos dimeros esterificados con dcido galico, dos trimeros esterificados con acido
galico, un trimero y un tetramero], y sélo un compuesto no-flavonoide (acido gélico). La Figura 6
muestra los cromatogramas tipicos correspondientes a semillas MB y CS, y la Tabla 9 resume los
resultados cuantitativos obtenidos en las muestras analizadas. Coincidente con la tendencia
observada en los parametros fendlicos generales (Figura 5), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre variedades para todos los compuestos determinados por HPLC
(Tablas 7 y 9). En general, las semillas CS presentaron una mayor concentracidon de fenoles no-
antocianicos (3792,7-7880,3 mg/kg), comparado con MB (3337,2-4388,2 mg/kg). Estos niveles
totales determinados en semillas fueron mayores que los obtenidos en hollejos, lo cual concuerda
con los resultados reportados en el Apartado 1.1 (Capitulo 1) y en otros estudios previos (Cheynier et
al., 2000; Rodriguez Montealegre et al., 2006).

Con respecto a los mondmeros cuantificados en ambos cultivares, y segin observaciones
realizadas en el Apartado 1.1 (Capitulo Il) y en otros estudios (Guendez et al., 2005; lacopini et al.,
2008; Obreque-Slier et al., 2010), el principal compuesto fue (+)-catequina, seguido por (-)-
epicatequina y (-)-epicatequina-3-galato. En general, las semillas CS presentaron mayores niveles de
mondmeros en todas las zonas evaluadas, comparado con MB (Tabla 9). Las proporciones relativas
de estos compuestos (C:EC:ECG) fueron similares para las semillas MB de las distintas zonas (Junin
32,6:19,0:4,2; Agrelo 32,7:19,6:3,7; Gualtallary 32,5:20,0:3,9); mostrando algunos cambios en CS
(Junin 26,8:16,3:4,5; Agrelo 35,2:21,4:1,9; Gualtallary 39,3:20,0:2,8).

Al analizar la distribucion de las distintas procianidinas, se observd un comportamiento

similar a los mondmeros, con niveles superiores en CS y abundancias relativas distintas segun la zona
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(Tabla 9). En semillas CS, las proporciones de procianidinas y compuestos esterificados con acido
galico estuvieron comprendidas entre 22,5-31,5% y 13,5-18,3%, respectivamente; mientras que en
MB, fueron de 26,1-27,6% vy 13,4-14,8%., indicando una menor dispersién para esta variedad.
Finalmente, al analizar la influencia de la zona geogréfica sobre estos compuestos se observd
una concentracion creciente hacia las zonas de mayor altitud en las dos variedades estudiadas. Estos
resultados difieren de los obtenidos en los pardmetros fendlicos generales, y podrian deberse a la
influencia especifica de las condiciones climaticas y del terroir sobre la biosintesis de compuestos

flavanicos de bajo peso molecular (Mateus et al., 2001a; Lorrain et al., 2011).
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Figura 6. Perfil de fenoles de bajo peso molecular por HPLC-DAD (280 nm) de extractos de semillas Malbec y
Cabernet Sauvignon de Mendoza. La identificacién de los picos cromatograficos se encuentra en la Tabla 9.
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3.4. Composicion fendlica de pulpa

3.3.1. Parametros fendlicos generales

El andlisis global de la pulpa proveniente de uvas MB y CS mostré concentraciones 2-3
ordenes de magnitud inferiores al resto de la baya (Figura 7), coincidiendo con la literatura (Cheynier
et al., 2000; Terrier et al., 2009). Es probable que gran parte de los flavanoles detectados en la pulpa
provengan desde el hollejo a través de su transferencia durante el proceso de separacién vy
procesamiento de las muestras (Sun et al., 2001a; Mané et al., 2007). Al analizar la variedad CS, se
observé una tendencia similar a la detectada en semillas, con concentraciones significativamente
superiores de fenoles en la pulpa proveniente de las bayas de Agrelo. Por el contrario, en el caso del
MB no se observé el mismo patrdn, presentandose niveles similares de proantocianidinas y
flavanoles DMACH en las distintas zonas evaluadas, y un mayor contenido de fenoles totales en
Gualtallary. Comparativamente, el cultivar CS mostré concentraciones significativamente superiores
de fenoles totales respecto al MB (Tabla 5, Figura 7). Finalmente, la proporcién relativa de
proantocianidinas en la pulpa de bayas MB representd entre 0,20 y 0,30%, y en CS entre 0,18 y 0,24%

del contenido cuantificado en toda la baya, coincidiendo con lo reportado por Sun et al. (2001a).
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Figura 7. Parametros fenodlicos generales determinados en extractos de pulpa de bayas Malbec y Cabernet

Sauvignon de distintas zonas de Mendoza (J, Junin; A, Agrelo; G, Gualtallary).

3.3.2. Perfil de compuestos fenédlicos de bajo peso molecular
Los compuestos fendlicos no-antocianicos presentes en la pulpa de las bayas estudiadas

fueron identificados y cuantificados empleando la técnica cromatografica descrita en el Anexo I.
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Entre ellos, se determinaron ocho compuestos no-flavonoides (acidos galico, protocatéquico,
siringico, trans-caftarico, trans-cutarico, trans-cafeico, galato de etilo y un acido fendlico no
identificado), y ocho flavonoides [(+)-catequina, (-)-epicatequina, un dimero y dos trimeros de
procianidina, quercetina-3-glucdsido, dihidroquercetina-3-glucdésido y dihidrokaempferol-3-
glucésido]. La Figura 8 muestra los cromatogramas tipicos correspondientes a la pulpa de bayas MBy
CS. La concentracién de los distintos compuestos, individualmente y agrupados, y las proporciones

relativas de cada grupo en las muestras analizadas se presentan en la Tabla 10.
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Figura 8. Perfil de fenoles de bajo peso molecular por HPLC-DAD (280 nm) de extractos de pulpa Malbec y
Cabernet Sauvignon de Mendoza. La identificacion de los picos cromatogréaficos se encuentra en la Tabla 10.
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Segun la literatura, la pulpa contiene principalmente acidos fendlicos (Cheynier et al., 2000) y
trazas de mondmeros y dimeros de flavanoles (Bourzeix et al., 1986; Revilla y Ryan, 2000). En el
presente estudio se detectaron diferencias significativas entre las variedades estudiadas (Tablas 7 y
10), coincidiendo con los resultados observados en hollejos. La pulpa de las bayas MB presentaron
una mayor concentracion de compuestos fendlicos (11,5-22,6 mg/kg de pulpa) comparado con CS
(4,6-6,6 mg/kg de pulpa). Con respecto al contenido de no-flavonoides (dcidos fendlicos y derivados),
se observé la misma tendencia mencionada anteriormente, con valores comprendidos entre 3,7y 5,9
mg/kg de pulpa para MB y entre 3,2 y 4,5 mg/kg de pulpa para CS. La principal diferencia entre las
variedades se encontro en la fraccién flavonoide. En el caso de CS, sélo se detectaron (+)-catequina,
(-)-epicatequina y quercetina-3-glucdsido, representando en conjunto entre 27,3 y 32,8% del total de
los fenoles cuantificados. Por el contrario, en la pulpa de la variedad MB se determinaron ademas
otros flavanoles (un dimero y dos trimeros) y dos dihidroflavonoles, alcanzando una proporcién
superior al 65% en todas las muestras analizadas.

Finalmente, al analizar la influencia de la zona geografica sobre estos compuestos se observo
un comportamiento diferencial segun la variedad (Tablas 7 y 10). En el caso de MB, las muestras
provenientes de Agrelo mostraron una concentracion significativamente inferior, seguidas por Junin,
en tanto que la zona de Gualtallary presentd los mayores registros. Por su parte, las muestras de CS
con los mayores niveles de compuestos fendlicos en la pulpa correspondieron a Agrelo. Estas
observaciones coinciden con los resultados obtenidos en la determinacion global de fenoles por
espectrofotometria (Figura 7).

Las observaciones descritas anteriormente muestran variaciones en algunos pardmetros
fendlicos globales y en la composicion flavonoide y no-flavonoide de uvas Malbec y Cabernet
Sauvignon cultivadas en distintas zonas geograficas de Mendoza. En los hollejos de ambas
variedades, se observd mayor concentracion de fenoles totales y derivados antocidnicos a medida
gue aumenta la altitud del vifnedo. Los compuestos no-flavonoides mostraron una tendencia similar,
con diferencias significativas en el contenido de glucdsido de trans-resveratrol. Con respecto a los
flavonoides, no se observaron diferencias en MB; mientras que para CS, los hollejos de Agrelo
presentaron contenidos superiores de estos compuestos. Al analizar las semillas de ambos cultivares,
Agrelo generdé los mayores niveles de fenoles y proantocianidinas totales; mientras que los
mondmeros y oligémeros de flavanoles siguieron el mismo patrén observado en hollejos, en general
las zonas mas altas presentaron los mayores niveles de flavanoles. Por su parte, las bayas MB
presentaron una mayor riqueza fendlica en hollejo y pulpa, mientras que CS se caracterizé por un
mayor contenido en semillas. Es importante destacar la presencia de dihidroflavonoles en el cultivar
Malbec, representando entre 37,3 y 43,7% de los fenoles no-antocianicos, e indicando un rasgo

distintivo desde el punto de vista taxonémico.
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ABSTRACT

Malbec is a wine grape variety that is now mainly produced in Mendoza and considered to be the
emblematic cultivar of Argentina. Forty-four phenolic compounds, including hydroxybenzoic and
hydroxycinnamic acids and different flavonoids, were identified and quantified in 61 monovarietal
Malbec wines from 11 geographical zones of Mendoza province, using a reversed high-performance
liquid chromatography system coupled to a diode array detector (HPLC-DAD). Among non-flavonoids,
gallic, cis-caftaric, trans-coutaric and caffeic acids presented the higher concentrations in all of the
samples, whereas trans-resveratrol glucoside was present at concentrations from 0.6 to 1.3 mg/L.
For the flavonoids, (+)-catechin and (-)-epicatechin presented the higher concentrations among
flavan-3-ols with a ratio (+)-catechin / (-)-epicatechin from 1.3 to 2.1. An astilbin derivative and
quercetin presented the higher concentrations for flavonols, whereas malvidin-3-glucoside and its
derivatives were the major anthocyanins. For the first time the phenolic composition of Malbec

wines from Mendoza province has been characterized.

KEYWORDS: Phenolic compound; Malbec; Mendoza; high-performance liquid chromatography;

Argentina; wine.
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INTRODUCTION

Argentina is a New World wine producer and consumer country in the southern hemisphere,
with 225846 ha of vineyards representing ~3% of the global winegrape cultivation area. Mendoza
province has ~70% of all Argentinean vineyards, with 158833 ha. In Mendoza, there are around
22000 ha of Malbec (Vitis vinifera L.) vines, which account for 80% of the cultivated area for that
variety in the country and ~28% of total red wine grape production in Mendoza (1, 2). This middle-
maturing grape variety, of French origin, is well adapted to the soil and dry climate of Mendoza and
produces wines with very deep color and high tannin concentration, with a fruity aroma and a
particularly plum-like flavor. Today, Malbec is considered to be the emblematic cultivar of Argentina
(3).

Phenolic compounds are one of the most important quality parameters of wines, and they
contribute to organoleptic characteristics such as color, astringency, and bitterness. These
compounds are also active in biochemical processes and have nutraceutical effects on human health,
including antimicrobial, anticarcinogenic, and antioxidant properties (4-6). Additionally, phenolic
compounds have been suggested as chemical markers to confirm cultivar authenticity and
geographical origin in grapes and wines. In past years, the cultivar-characteristic profiles of
monomeric anthocyanins have been widely used for the classification and differentiation of grape
cultivars and monovarietal wines (7-9).

The phenolic profile of a wine depends on the grape variety, the geographical location of the
vineyard, factors that affect the berry development (e.g., soil, weather, viticultural practices, etc.),
grape maturity (10, 11), and the winemaking techniques (12-14). The variation in phenolic
composition among cultivation areas can be explained by the fact that the phenylpropanoid pathway
enzymes are highly influenced by temperature and light, factors that also affect the photosynthetic
process, which provides the biosynthetic precursors (mainly sugars) necessary for synthesis of
phenolic compounds (15-17).

To our knowledge, there is to date no published information on the phenolic composition of
Argentinean Malbec wines. Considering this, the aim of this work was to study the non-flavonoid and
flavonoid compositions of commercial wines of this cultivar from different zones of Mendoza

province.

MATERIALS AND METHODS

Wine Samples. Sixty-one Malbec wines produced at commercial scale were collected in

bottles (750 mL), at the end of malolactic fermentation, directly from the 23 collaborating wineries to
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ensure the varietal purity of the samples. The wine samples belonged to 11 different zones of
Mendoza (Table 1): 5 samples of zone 1 (East (Santa Rosa, Rivadavia, SanMartin, and Junin)), 5
samples of zone 2 (East Maipu), 7 samples of zone 3 (Maipu-Lujan), 5 samples of zone 4 (West Lujan),
6 samples of zone 5 (Agrelo), 4 samples of zone 6 (Alto Agrelo), 5 samples of zone 7 (Perdriel), 6
samples of zone 8 (Ugarteche), 8 samples of zone 9 (West Valle deUco), 5 samples of zone 10 (Center
Valle de Uco), and 5 samples of zone 11 (San Carlos). All wines were pure monovarietals from the
2007 vintage. They were stored in darkness at 12-15 °C, and each wine bottle was opened

immediately before the analysis.

Table 1. Geographical Characteristics of Different Zones of Mendoza

zone description altitude (m asl®)  latitude longitude
1 East 650 33°05'S 68°28'W
2 East Maipu 750 32°58'S 68°45'W
3 Maipu-Lujan 910 33°00'S 68°52'W
4 West Lujan 1000 33°01'S 68°58'W
5 Agrelo 970 33°07'S 68°52'W
6  Alto Agrelo 1100 33°06'S 68°57'W
7 Perdriel 940 33°04'S 68°52'W
8  Ugarteche 900 33°13'S  68°52'W
9  West Valle de Uco 1450 33°24'S  69°17'W
10 Center Valle de Uco 1050 33022'S  69°08'W
11  San Carlos 1100 33°43'S  69°07'W

% m asl, meters above sea level.

Chemical Analyses. Total Phenols, Anthocyanins, Tannins, and Other Chemical Parameters.
Absorbance measurements were made with a Perkin-Elmer UV-vis spectrophotometer model
Lambda 25 (Perkin-Elmer Instruments, Hartford, CT).

Total phenols were determined by direct reading of the absorbance of the samples at 280 nm
(18). Total phenols were expressed as milligrams of gallic acid equivalents per liter of sample (GAE,
mg/L).

Total anthocyanins were measured by diluting wine samples with ethanol and hydrochloric
acid. Briefly, two aliquots of this dilution were treated either with NaHSO; or with the same amount
of water. Each aliquot was then analyzed at 520 nm (18). Total anthocyanins were expressed as
milligrams per liter of malvidin-3-glucoside.

For total tannins, the analytical method applied was the acid butanol assay (19). This method
is based on the acid-catalyzed oxidative cleavage of the C-C interflavanic bond of proanthocyanidins
in butanol-HCI. Total tannins were expressed as milligrams per liter of catechin.

Gelatin index (Gl) was measured using the methodology described by Glories (20). To two

tubes with 10 mL of wine was added 1 mL of distilled water (total tannin) or 1mL of 70 g/L gelatin
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solution (tannin precipitated with gelatin). After 3 days, the samples were centrifuged at 3500 rpm
for 10 min (Rolco CM4080, Buenos Aires,Argentina). The supernatants were assayed to determine
the tannin concentration (19).Gelatin index (%) was expressed as the relationship between tannin
residual (difference among total wine tannin concentration and tannin after gelatin precipitation)
and total tannin concentration.

Other chemical parameters measured in the samples were pH (by Altronix equipment TPX-1,
Buenos Aires, Argentina), titratable acidity (g/L of tartaric acid) (21), degree of polymerization of
condensed tannins (DMACH, p-dimethylaminocinnamaldehyde assay) (22), color intensity (Cl), and
hue values (23).

HPLC-DAD Analysis of Anthocyanins. The chromatographic system consisted of an HPLC
equipped with a photodiode array detector model L-7455, intelligent pump model L-6200, and
autosampler model L-7200 (Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany). Separation was performed on a
reverse-phase Nova-Pak Ciz column (150 mm x 3.9 mm i.d., 4 um) at room temperature (Waters
Corp.,Milford,MA). A gradient consisting of solvent A (water/formic acid, 90:10, v/v) and solvent B
(acetonitrile) was applied as 0-23 min, 96-85% A and 4-15% B; 23-27 min, 85-80% A and 15-20% B;
27-43 min, 80-70% A and 20-30% B and followed by washing (methanol) and re-equilibration of the
column. The flow rate was 1.1 mL/min from 0 to 23 min and 1.5 mL/min from 23 to 43 min. One
hundred and fiftymicroliters of wine, previously filtered through a 0.45 um pore size membrane, was
injected onto the column. Photodiode array detection (DAD) was performed from 260 to 600 nm
(24). Quantification was carried out by area measurements at 520 nm, and the anthocyanin content
was expressed as malvidin-3-glucoside (Extrasynthese, Lyon, France), using a standard calibration
curve.

HPLC-DAD Analysis of Low Molecular Weight Phenolic Compounds. An aliquot (50mL) of wine
from each bottle was extracted three times with 20 mL of ethyl ether and three times with 20 mL of
ethyl acetate. The organic fractions were combined. The extracts were evaporated to dryness under
vacuum at 30 9C. The residue was dissolved in 2 mL of methanol/water (1:1, v/v) and then filtered
through a 0.45 um pore size membrane, and 30 pL was injected into the HPLC-DAD system. The
chromatographic system consisted of an HPLC equipped with a photodiode array detector model
G1315B, quaternary pump model G1311A, and autosampler model G1329A (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). A reverse phase Nova-Pack C;5 column (300 mm x 3.9 mm i.d., 4 um) at 20 2C (Waters
Corp.) was used for separation of the compounds. Two mobile phases were employed for elution: A
(water/acetic acid, 98:2, v/v) and B (water/acetonitrile/acetic acid, 78:20:2, v/v/v). The gradient
profile was 0-55 min, 100-20% A and 0-80% B; 55-57 min, 20-10% A and 80-90% B; 57-90 min, 10% A

and 90% B isocratic, followed by washing (methanol) and re-equilibration of the column. The flow
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rate was 1.0 mL/min from 0 to 55 min and 1.2 mL/min from 55 to 90 min. Detection was performed
by scanning from 210 to 360 nm with an acquisition speed of 1 s (15).

Qualitative and Quantitative Analysis. The identification of specific compounds was carried
out by comparison of their spectra and retention time with those of standards. The standards were
purchased from Sigma (St. Louis, MO): gallic, protocatechuic, syringic, p-coumaric, and caffeic acids;
tyrosol, (+)-catechin, (-)-epicatechin, trans-resveratrol, myricetin, and quercetin. The flavonol
glycosides, myricetin glycosides, trans-resveratrol glucoside (piceid), hydroxycinnamic acid esters,
and the procyanidins for which no standards were available were identified by their retention time
and spectral parameters, as reported by Pefia-Neira et al. (15, 24).

Quantitative determinations were made by using the external standard method with the
commercial standards. The calibration curves were obtained by injection of standard solutions, under
the same conditions as for the samples analyzed, over the range of concentrations observed. The
compounds for which no standards were available were quantified with the curves of quercetin
(flavonol glycosides, myricetin glycosides, and dihydroflavonols), trans-resveratrol (trans-resveratrol
glucoside), caffeic acid (hydroxycinnamic acid esters and unknown compound), and (+)-catechin
(procyanidins). All of the solvents were of HPLC grade and purchased from Merck (Darmstadt,

Germany). All of the analyses were performed in duplicate.

Statistical Analysis. Means comparisons were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s multiple-range tests (TMRT). A p < 0.05 was considered to be statistically
significant. Canonical discriminant analyses (CDA) were performed to examine geographical
differences inMalbec wines from Mendoza, using the chemical determinations, in which new
variables, called canonical discriminant functions, were created to separate the zones. Statistical
analysis was evaluated with Statgraphics Plus version 4.0 software (Copyright 1994-1999, Statistical

Graphics Corp., Warrenton, VA).

RESULTS AND DISCUSSION

General Chemical Parameters. Table 2 presents the results of the general chemical
parameters of the Malbec wines studied. Among all of the samples studied, titratable acidity varied
from 5.1 to 6.1 g/L and pH from 3.5 to 3.8. These results show a low dispersion for these important
parameters that influence not only the sensorial quality of wine but also the color intensity
expression and the microbiology stability (21).

For all samples, total phenols ranged between 1932.0 and 3506.8 mg/L. These results are in

agreement with those determined by Minussi et al. (25) for red wines from South America.

-81-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

(VITIS VINIFERA L.)

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC

FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO,

Martin

Capitulo I

Leandro Fanzone Sanchez

727-2012

T.

t Legal

iposi

D

"159) ASH Aayn L e 0) Buipiodde (50°0 > d) seduaiayip Juedylubis ayesipul Mol swes ay) u

IM SI191I9] JUSIBYIQ "UONBIASP piepuels ‘dS "xapul
lo uonezuswAlod Jo 8a169p ‘HOVING :suluuel [ejo} ‘L1 sjousyd [elo) ‘dL ‘Aususiul 10j0d ‘|D ‘sujueAooyjue [elo} ‘Y1 "BZOPUSIA JO SBUOZ JUBISHIP WOl 93q[eN "Ad Saum pal BunoA jo sonsusioereyd oljousyd sy} sulLLISISP O} Pasn spoylaw [eanAjeur ayi Jo sHNsay

11e|ab ‘|9 !sujuue) pasuapuod|

qeyc+0v8 qe 6'€ +508 qege+.Le8 qSCcFEV8 qLEFYV8 qev'8FvLL qe '€ +€6L B60T*6¢L qv'v+998
BREFETI BV'CF66 ®LCFVOT eO0C*FL0T ey'0F.L0T eZCFVCL BZEFO6IT BL9FVCT BOT*VIT
qe 6'9v0T ¥ ¥'T6Cy de8'¢86 + 6'9vEY 0 T'GCST +€'EV6Yy Je 9'9E0T ¥ 9°¢9Ty de L'SYIT ¥ L°'/90V ge ¢'6EET ¥ ¥'IEVY e 918G ¥ L'6€TE Qe G'STET # T'066E de L'/69 F T'T28E
qe v'8¢S ¥8/8/¢ Ce I8y ¥6.v6¢ CT'080T ¥8'90S€ (e ETIV¥8/.6/C U8 9Vr.F¥6°¢c/c UBT6ESFEGLIE ®©GGSEFO0EVC OB T'CEC*GVC6C (e E'8EY + 21082

QB 9S+6.LL
BETFITT
© 9'86C ¥ 6'C8.C
e Sv0y ¥ 8'0LTC

qe ¥'9 ¥ 8'6L

eO0T*90T
e €°08. ¥ €'69T€
© E/SE F0CEBT

(%) 19

HOVING

(/6w ‘uyoayed) 11
(/6w ‘3av9) d1|

(eunuabiy) ezopus|\ Jo sauoz [eaiydeiboab

B EBF V09 qe 99 ¥ T'vS qe g'v + 8'€S qegv+./S eOEFVEY qe /.'6 + 999 qe sy FTvS eZYv+908S qe Z'9¥8vS qe6'v + 9'vS q.L0T*¥'59 00T X (WUQZS/WUOZY V) SenfeA any
qe g L¥¢g LT qe L'S¥TLT qOeET+T'SC qezge+29t qe0'8+9'.LT qe 6 + 96T qeTeZFvvl qe v’y + 96T qe9ex6vl eGZ+81T e0CZ+L.L8 0T X (WUQZ9+WUQZS+WUOZY V) 1D
99 0'S8T + T'VT9 90 0'8S ¥ 8809 0 9°€TC #8208 90 7'66 ¥ 8'6T9 oqe 2'99T # S'¥€S 90 €'TOC + 6959 04 9'€¢T + 8'999 9 T'96 + €TE9 0q T'OET + 9'GLS qe Z'v6 + 8¢9t eTT9FTT9C (/6w ‘spisoon|B-g-uipiAfew) v
eT0*S¢ eZ0FLE eT0*9¢ eT0+FLE eT0+G¢€ eT0+8¢ eZ0FLE eT0*S¢ eZ0+9¢€ eT0+9¢ eZ0FLE Hd
eSTF/L'S e.LT+99 eTT*T9 eTT+TS e80+T9 eS0F99 eETFES eeoFT9 ®90+99 eZT+V'S ®S0+89 (/6 ‘proe ourewey) Aypioe ajqerenn
(G=u) 1T (g=u)ot (8=u)6 (9=u) 8 (G=u) 2 (r=u) 9 (9=u) g (G=u)v (L=u)e (G=u)z (G=u)T

J919Wesed

+SOUIAN 290[eA [elasaWWoD Jo (S F Uesy) Sislewesed [ealwsyd ‘g d|qel

-82-



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tulo I

Diposit Legal: T. 727-2012

The total anthocyanins, color intensity, and hue values of the samples ranged from 261.1 to
802.8 mg/L, from 8.7 to 25.1, and from 48.4 to 65.4, respectively. The high dispersion of these results
might be due to the influence of different factors (e.g., origin of wine samples or effect of
agronomical and enological practices) on the phenolic compounds, responsible for the color of the
wines and related parameters.

Total tannin contents ranged between 2782.9 and 4943.3mg/L. These concentrations are
similar to those observed by Gonzalez-Neves et al. (26) for Cabernet Sauvignon, Merlot, and Tannat
wines from Uruguay.

The degree of polymerization of condensed tannins is the ratio between catechin and
proanthocyanidin contents and is mainly dependent upon the cultivar and the chemical age of the
wine (22). For all samples, the values for this parameter ranged from 9.9 to 12.4, indicating high
degrees of condensation for the proanthocyanidins contained in these wines.

The Gl is an analytical parameter for estimating astringency in red wine. For Malbec samples,
the values for this index ranged between 72.9 and 86.6%. These values are higher than those
described by Llaudy et al. (27) for wines from different Spanish Origin Denominations and show high
tannin reactivities for all of the wines studied. These results could be because the samples were of

young wines, without any fining treatment.

Anthocyanins and Pyranoanthocyanins. Anthocyanins are water-soluble pigments present in
red grape skins, which partition into the wine during vinification. The monomeric forms are
responsible for most of the red color of young wines, and they contribute to the development of red
polymeric pigments during wine aging (28).

Glycosylated and acylated (acetyl and p-coumaroyl derivatives) anthocyanins, as well as
pyranoanthocyanins, were identified by HPLC-DAD. Table 3 summarizes the individual anthocyanin
and pyranoanthocyanin concentrations in Malbec wines. Figure 1 shows a chromatographic profile of
these compounds in the wines analyzed.

Concentrations of monoglucosylated anthocyanins in Malbec samples ranged from 12.0 to
67.8 mg/L for delphinidin-3-glucoside, from 1.6 to 15.5 mg/L for cyanidin-3-glucoside, from 17.7 to
83.5 mg/L for petunidin-3-glucoside, from 3.5 to 23.5 mg/L for peonidin-3-glucoside, and from 189.9
to 408.8 mg/L for malvidin-3-glucoside.

The concentrations for acetylated anthocyanins found in the wine samples ranged from 2.9
to 11.0 mg/L for delphinidin-3-(6-acetyl)glucoside, from 2.7 to 19.2 mg/L for cyanidin-3-(6-
acetyl)glucoside, from 1.9 to 7.7 mg/L for petunidin-3-(6-acetyl)glucoside, from 6.4 to 10.8 mg/L for
peonidin-3-(6-acetyl)glucoside, and from 32.9 to 68.7 mg/L for malvidin-3-(6-acetyl)glucoside.
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Figure 1. Chromatographic profile of anthocyanins in Malbec wine. For peak identification, see Table 3.

In the case of coumaroyl derivatives, the concentrations ranged from 0.7 to 5.3 mg/L for
delphinidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, from 0.6 to 5.2 mg/L for cyanidin-3-(6-p-
coumaroyl)glucoside, from 0.4 and 2.0mg/L for petunidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, from 1.3 to
4.8 mg/L for peonidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, and from 19.3 to 31.8 mg/L for the malvidin-3-(6-
p-coumaroyl)glucoside.

Anthocyanin-derived pigments, such as vitisins, are of interest for winemakers because they
have high stability during the aging of red wines. These pyranoanthocyanins are more resistant to
elevated pH values and bisulfite bleaching than anthocyanins, and they present an orange-red color;
these compounds are responsible for deeper colors than other pigments at the typical pH of wine
(29). Table 3 shows that all wines contained vitisin B (6.9-37.1 mg/L), but only the wines from zones
4, 5, 6, 10, and 11 contained vitisin A (9.8-16.1 mg/L). The differences observed in the vitisin
concentrations could be related with the winemaking conditions (9), which could influence mainly

the formation of vitisin B and in some cases of vitisin A.

Low Molecular Weight Phenolic Composition. Table 4 shows the individual concentrations
of the different non-flavonoids (hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids, trans-resveratrol
glucoside, and tyrosol) and flavonoids (flavanols, flavanonols, and flavonols). Figure 2 shows a
chromatographic profile of low molecular weight phenolic compounds in Malbec wine samples.

An unknown compound (peak 23) was found in all of the wines studied. The peak eluted at

46min and has a UV spectrum with an absorption maximum at 279 nm, shown in Figure 3.
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The phenolic acids (gallic, protocatechuic, syringic, cis-caftaric, trans-caftaric, caffeic, cis-
coutaric, trans-coutaric, cis-p-coumaric, and trans-p-coumaric) and tyrosol were identified and
quantified in all of the wines analyzed. By comparison of the average concentrations for the
hydroxybenzoic acids, it was observed that gallic acid was the most abundant, representing 72-77%
of all benzoic acids in the wines studied. These values are in accordance with some young Spanish
red wines (30); however, the values are higher than those found by Pefia-Neira et al. (15) in Spanish
red wines.

For the different hydroxycinnamic acids identified in the Malbec wines, their total contents
were lower than those found by other authors in Spanish wines (31). Therein, different relationships
were observed between the trans and cis isomers of caftaric, coutaric, and coumaric acids; on
average, for all wines, the trans/cis ratios were 4.8, 2.2, and 0.2 for coumaric, coutaric, and caftaric
acid, respectively.

Among non-flavonoids, stilbenes are the important compounds due to their putative
protective effects against cardiovascular diseases (32). Some authors (33) have suggested that the
concentrations of these compounds in wines vary from values of <1 to 30.0 mg/L, depending on
multiple factors such as grape variety, fungal infections, winemaking procedures, and weather
conditions. In this study, trans-resveratrol glucoside was the only stilbene identified, with
concentrations ranging from 0.6 to 1.3 mg/L. These values are in agreement with those previously
reported by other authors in Tempranillo, Cabernet Sauvignon, and Merlot wines (12). Finally, the
levels of tyrosol, formed during yeast fermentation from tyrosine (15), were lower in the Malbec
wines than those found in Tempranillo and Cabernet Sauvignon (34).

Flavonoids have been shown to inhibit low-density lipoprotein oxidation, both in vitro and in
vivo, and reduce platelet aggregation (35). Flavan-3-ols (catechins) are some of the most widely
occurring flavonoids, and the most important sources of these compounds in the diet are grapes and
wines, at least in the Mediterranean region (36). Flavan-3-ols were the major class of phenolic
compounds present in the samples studied. In all of the Malbec wines, the (p)-catechin contents
were higher than those of (-)-epicatechin, with concentrations ranging from 24.4 to 47.0 mg/L and
from 14.5 to 23.6 mg/L, respectively.

Flavonols accumulate in the skins of red grapes during ripening (37). The time of harvest and
the vinification conditions have noticeable influences on flavonol content. The wines obtained from
very ripe grapes with longer sun exposure contain higher concentrations of flavonols. In the
Mendoza region, with a dry period during the harvest time and especially with high sunlight intensity,
the grapes are allowed to ripen to a much greater extent than elsewhere, and this appears to be

associated with an increased accumulation of flavonols (38, 39). In the Malbec wines studied, the
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content of total flavonols was between 11.2 and 16.7 mg/L. These results are in agreement with

those obtained by other authors in red wines of different geographical origins (30, 39).
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Figure 2. Chromatographic profile of low-molecular weight phenolic compounds determined in Malbec wines. For
peak identification, see Table 4.
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Figure 3. UV spectrum of non-identified phenolic compound in Malbec wines.

Another important 2-phenylbenzopyran subclass found commonly in fruit-based beverages is
the dihydroflavonols (flavanonols). These compounds contribute to a smaller fraction of total wine
flavonoids, and they play functional roles in grape berries. Flavanonols such as astilbin most likely
function in plants to fight botrytis infection. Astilbin (dihydroquercetin-3-O-rhamnoside) is a
bioactive flavanonol thought to provide antimicrobial, antibacterial, cardiopreventive, and possibly
chemopreventive effects in humans (40). From the UV characteristics (Anax 290 NM; Aghouiger 327 NM)
(40), astilbin was tentatively identified in all of the Malbec wines, with concentrations ranging from
9.1 to 16.3 mg/L. These values are in agreement with those found by Vitrac et al. (33) in commercial
red wines from southwestern France. Using the UV spectral information, it was possible to detect
three astilbin derivatives (1, 2, and 3, Table 4) by comparison with the astilbin spectrum. The
retention times of these compounds were 19, 31, and 33 min, respectively, and they presented a UV

spectrum with an absorption maximum at 290 nm (Figure 4).
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Figure 4. UV spectra of astilbin and one of the astilbin derivatives found in Malbec wines.

Considering that to our knowledge there is not any information in the literature about the
chemical composition of Malbec wines, our discussion will consider a comparison of Malbec wines
with those of other international red varieties.

It is irrefutable that the amounts as well as the several types of phenolic compounds that
occur in wines depend on a wide range of factors, including cultural practices, local climate
conditions, vinification techniques, storage, and aging (10-12, 14). These factors make it difficult to
compare different wines. The examination of the polyphenolic composition has in some instances
provided evidence of the potential of certain cultivars for polyphenol biosynthesis (41). The phenolic
profile and the range of the data obtained in the Malbec samples analyzed in this work are in
agreement with the available international literature for other red varieties. Their phenolic content
was comparable to, and in some cases richer than, the content of the most well-known varieties used
for producing quality wines (12, 15, 16, 25, 30, 31, 33, 36, 39, 41). The results obtained confirm a
variation in phenolic content among wine samples tested and are indicative of the polyphenolic
richness of the Malbec samples analyzed.

The critical assessment of the data from the wine samples analyzed clearly indicates some
areas from Mendoza province to be distinctive for their exceptional polyphenolic potential.

Considering total phenols, tannins, and anthocyanins, as well as the total anthocyanins determined
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by HPLC-DAD, zones 9 and 6 were particularly rich in these phenolic groups. In addition, all Malbec
wine samples were exceptionally high in total tannin content, which could be possibly used in
mixtures with other varieties poor in tannins to produce balanced, in both mouth structure and
body, wines.

The composition data that have been available to date do not permit the distinction of trends
related to specific phenolic metabolites and, therefore, do not allow recognition of variety
dependent patterns. With regard to other important international varieties (Syrah, Tempranillo, and
Cabernet Sauvignon), a similar but not identical phenolic profile was observed compared with
previous works (9, 12, 15, 26, 41). The compound with an UV absorption spectra similar to that of the
flavanonol astilbin, showing an absorption maximum at 290 nm but a different retention time, can
correspond to an astilbin derivative (Figure 4). It was the major compound found among the low
molecular weight phenolic compounds studied in all of the samples (astilbin derivative 2, Table 4).
We have observed the same profile behavior in skin samples from Malbec grape berries compared
with those from Cabernet Sauvignon, Carméneére, and Syrah (data not published). These results and
the low amount of flavonols (quercetin, myricetin, and kaempferol) and their glycosylated
derivatives, compared with those described for Chilean Cabernet Sauvignon and Merlot wines (mean
value of 29 mg/L for both varieties) (39), could be a distinctive phenolic profile of grapes and wines
from the Malbec variety. Considering that dihydroflavonols (flavanonols) are precursors of flavonols
(42), the high concentration of dihydroflavonols could be related with a lower activity for flavonol
synthase (FLS) in Malbec grapes.

Flavan-3-ols were the major class of phenolic compounds present in the samples studied. In
all of the Malbec wines, the (+)-catechin contents were higher than those of (-)-epicatechin. These
results are in agreement with those presented by other authors for other varieties (16, 25, 36). In
grapes, the biosynthesis of flavanol monomers involves two enzymes: leucoanthocyanidin reductase
(LAR) and anthocyanidin reductase (ANR), responsible for the synthesis of (+)-catechin and (-)-
epicatechin, respectively. The expression of these enzymes is mainly related to environmental
conditions in the vineyard (42). Considering that the ratio (+)-catechin/(-)-epicatechin varies from 1.3
to 2.1 among the samples from the different zones studied, it could be possible to confirm the
variation in the LAR and ANR activity due to the effect of environmental conditions. In addition, and
independent from the zone, it is possible to suppose that the LAR enzyme is more active than the
ANR in the Malbec variety.

Figure 5 shows that the non-acylated glucosides were the most abundant group of pigments
in Malbec wines studied (mean value=75.1%) compared with the acylated forms. These results are in
agreement with those described by Nufiez et al. (8) for other Vitis vinifera L. grape varieties such as

Cabernet Sauvignon, Tempranillo, and Graciano. Considering the acylated derivatives, Malbec wines
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presented a pattern, similar to that of Cabernet Sauvignon, that usually has a higher proportion of
acetylglucosides than of coumaroylglucosides (mean values = 14.1 and 6.2%, respectively), whereas
other varieties such as Tempranillo are characteristic for presenting the opposite values (9). With
regard to the monomeric anthocyanins determined by HPLCDAD, the total concentration of these
compounds was higher than that described by Pérez-Lamela et al. (43) for wines from Sousodn,
Mencia, and Brancellao, three different V. vinifera red grape varieties grown in northwestern Spain.

For the verification of varietal authenticity in red wines, the use of the ratio of acetylated and
coumaroylated anthocyanins (2acetylated/>coumaroylated) has been proposed (44). The values of
this ratio obtained in this study ranged between 2.1 and 2.9 and are in the same range as those
described for Carménéere and Merlot wines (45). This implies that only with this parameter it is not
possible to differentiate between wines of these three varieties. Additionally, the mean values
obtained for the ratios Zglucosylated/>acetylated and 2glucosylated/Zcoumaroylated in the different
Malbec wines were 4.3-6.2 and 9.0-15.6, respectively (Table 3).

As shown in Figure 6, the amounts of malvidin-3-glucoside were highest among all of the
anthocyanins. This result could indicate that the methyltransferase enzyme involved in the
biosynthesis of this anthocyanin is as active as it is in other V. vinifera varieties such as Syrah,
Cabernet Sauvignon, and Pinot noir (46). The second most abundant anthocyanidin was petunidin,
followed by delphinidin. This profile is different from those of other wine varieties such as Cabernet
Sauvignon, Tempranillo, and Graciano (8). The low concentrations found for cyanidin derivatives
could be explained by the fact that this anthocyanin is the biosynthetic precursor of all the others

(47) and the synthetic pathway could be more active in this variety.

Anthocyaning from Mendoza Malbec wines (%)

B Mon-Acylated O Acetyl Derivatives B Coumaroyl Derivatives B Yitisins

Figure 5. Anthocyanin distribution by acylation in Mendoza Malbec wines.
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Anthocyaniding from Mendoza Malbec wines (%)

d.2%

O Delphinidin 8 Cyanidin & Petunidin 8 Peonidin @ Malvidin

Figure 6. Anthocyanin distribution by anthocyanidin in Mendoza Malbec wines.

Discriminant Analysis. A canonical discriminant analysis (CDA) was applied to the data of the
wines to obtain any differentiation based on their phenolic composition. This analysis was carried out
by comparing the wines from the different geographical zones studied. This analysis included only
the variables that presented normal distributions with a 90% or higher confidence level (gallic,
protocatechuic, syringic, cis-caftaric, and trans-caftaric acids, tyrosol, (+)-catechin, (-)-epicatechin,
astilbin derivatives 1 and 2, unknown compound (peak 23), malvidin-3-glucoside, malvidin-3-(6-
acetyl)glucoside, peonidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, malvidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, total
anthocyanins, color intensity, and hue values). Using a stepwise forward selection algorithm, two
discriminating functions were determined (p < 0.05, 95%), which allowed the correct prediction of
origin for 84% of the 61 wine samples studied. The variables gallic and protocatechuic acids, total
anthocyanins, malvidin-3-glucoside, peonidin-3-(6-p-coumaroyl)glucoside, and astilbin derivatives
were the most important variables for the classification of the samples analyzed.

Figure 7 depicts the distribution of Malbec samples in the plane defined by the two
discriminating functions. A good discrimination was observed between wines from two extremely
different zones: 1 (eastern Mendoza) and 9 (West Valle de Uco). They are principally differentiated
by their altitudes above sea level (asl); zone 1 varies from 600 to 700 m asl, and zone 9 presented the
highest altitudes in the whole region, between 1200 and 1500 m asl. For that reason, zone 9 is colder
than zone 1 and the average day/night temperature during the ripening period reaches 20 C (49).
Samples from zone 9 presented a higher concentration of total phenols, tannins, and anthocyanins,
which could indicate high tannin reactivity, as well as a greater potential for the formation of

polymeric pigments and for color stability. These results are in agreement with those presented by
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Miguel-Tabares et al. (48), who found that the cultivation altitude had a favorable effect on
anthocyanin biosynthesis in red grapes, because higher concentrations of these compounds were
reported at higher altitude. Conversely, Mateus et al. (50) demonstrated that low altitude (higher
temperature and humidity), especially at the end of maturity, appears to be advantageous for
producing higher concentrations of total flavanols and tannins. In the Malbec wines from eastern
Mendoza (the low-altitude zone) similar results were not obtained, perhaps explained by the dry
climate of the region. In addition, the high temperatures of this zone, above 32-35 oC during the
ripening, strongly decrease the anthocyanin accumulation in grapes and are accompanied by poorer
wine color, according to other authors (51). On the other hand, the close proximity of the wines from
the remaining zones reflects the similar behavior among samples, in relation with the variables used

for this discriminat analysis.

Canonical Discriminant Functions Zones of Mendoza
sf - -t T] a Fast
I 1 % FastMaipu
L 1 ¢ Maipii Lujin
32 R 1o West Lujin
o i 1 = Agrelo
'E 12 - . Alto Agrelo
ué. I 1 & Perdriel
i 1 Ugzarteche
08 __ __ u] West Valle de Uco
: : i Center Valle de Uco
28 -, . . 1 . . ) ] San Carloes
8 S 7 + Centroids

Figure 7. Canonical discriminant analysis of Malbec commercial wines from Mendoza, according to geographical
zone (n = 61).

The results presented in this paper show variations in some total phenolic variables analyzed
and in the individual non-flavonoid and flavonoid contents of the Malbec wines from different
geographical zones of Mendoza province. As a conclusion and considering the results presented
above, the phenolic composition of Malbec wines from Mendoza is reported for the first time.
Considering the individual phenolic composition analyzed by HPLC-DAD, the compound described as
an astilbin derivative seems to be characteristic of Malbec wines, which differ from the phenolic
profile of other wines from red varieties (e.g., Cabernet Sauvignon, Carméneére, and Syrah). With

regard to individual anthocyanins, wines of this cultivar are characterized by having a high
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concentration of simple glucosides, principally the malvidin derivatives, as is observed in other red
varieties.

The discriminant analysis applied allowed the differentiation of wines from three origins:
eastern Mendoza, West Valle de Uco, and the remaining zones. The wines of West Valle de Uco
presented higher concentrations of phenolic compounds that were reputed to possess greater
potential to develop polymeric pigments and color stability, suitable for long aging.

The results are indicative of the polyphenolic richness of the Malbec variety from different
origins of Mendoza and their potential to produce quality wines. More studies in grapes from specific
zones with controlled viticultural conditions and in wines obtained by applying different winemaking
practices should be carried out to confirm these observations and to improve the polyphenolic

quality of the products.
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Caracterizacion de la fraccion flavanica y otras
fracciones fendlicas de vinos Malbec de diferentes
zonas geograficas de la Provincia de Mendoza
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1. Consideraciones generales

La composicién fendlica del vino comprende un grupo heterogéneo de sustancias quimicas
de estructuras moleculares diversas, provenientes principalmente de las partes sélidas de la baya
(hollejos y semillas), las cudles son transferidas al mismo durante el proceso de vinificacidn. Entre
ellas, la fraccion mas abundante corresponde a las proantocianidinas o taninos condensados
(Kennedy et al., 2006b). Las mismas estan constituidas por subunidades de flavanoles [(+)-catequina
(C), (-)-epicatequina (EC), (-)-epicatequina-3-galato (ECG) y (-)-epigalocatequina (EGC)] generando
una amplia gama de compuestos de distinto tamafio molecular, incluyendo desde dimeros hasta
polimeros de mds de 30 subunidades. Las proantocianidinas de hollejos difieren de las encontradas
en semillas, ya que las primeras contienen (-)-epigalocatequina, y poseen un mayor grado de
polimerizacidon y una menor proporcién de subunidades galoiladas. Por el contrario, los taninos de
semillas poseen subunidades de (-)-epicatequina-3-galato, el cual se encuentra practicamente
ausente en hollejos (Prieur et al., 1994; Souquet et al., 1996; Cheynier, 2005).

Los flavanoles constituyen uno de los parametros de calidad mas importantes en vinos tintos,
ya que contribuyen en gran medida a propiedades sensoriales tales como astringencia, amargor y
cuerpo (Gawel, 1998; Peleg et al., 1999), interactian con proteinas y polisacaridos, y participan
activamente en la estabilizacion del color durante la vinificacién y crianza (Terrier et al., 2009). Segun
diversos estudios, la astringencia y el amargor dependen de las caracteristicas estructurales de las
proantocianidinas, como el tamafio molecular, la composicion monomérica y el grado de galoilacién.
Asi, a medida que aumenta el grado de polimerizacién y el porcentaje de galoilacion, aumenta la
sensacién de astringencia (Peleg et al., 1999; Vidal et al., 2003a). Mientras que con respecto al
amargor, esta sensacion gustativa es causada principalmente por mondmeros y oligdmeros de
flavanoles, y su intensidad también aumenta con el grado de galoilacién (Santos-Buelga y De Freitas,
2009). Por lo tanto, el conocimiento de la composicién estructural de las proantocianidinas del vino
resulta esencial para la definicidn de sus caracteristicas sensoriales.

Es bien conocido que la composicidn flavanica del vino depende de la variedad de uva, y estd
influenciada por la ubicacidn geogréfica del vifiedo, por factores que afectan su desarrollo y por su
estado de madurez (Cheynier et al., 2000). El Malbec (Vitis vinifera L.) es una variedad ampliamente
cultivada en todas las zonas viticolas de la Provincia de Mendoza, y de acuerdo a los resultados
obtenidos en los Apartados I.1 y 1.2 (Capitulo 1) sus bayas y vinos poseen niveles elevados de
flavanoles. Sin embargo, no existe informacién pormenorizada sobre la distribucion de las diferentes
fracciones flavanicas, grado medio de polimerizacién y galoilacidn de dichos compuestos en los vinos
de esta variedad. Por lo tanto, para complementar la informaciéon descrita hasta el momento, se

propuso caracterizar la composicidn flavanica de vinos Malbec de diferentes zonas viticolas de
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Mendoza. Paralelamente, se estudiaron los pardmetros fendlicos restantes con el propdsito de

confirmar las observaciones presentadas en el Apartado 1.2 (Capitulo I).

2. Condiciones experimentales

El estudio se realizé en la vendimia 2009. Se analizaron 27 vinos monovarietales cv. Malbec
cosecha 2009, provenientes de 9 zonas geograficas de la Provincia de Mendoza (Tabla 1). Se
emplearon 3 réplicas por zona correspondientes a vinos terminados con fermentacion malolactica,
estabilizados, sin crianza en madera y envasados en botellas de vidrio de 750 mL en condiciones
controladas. Cabe destacar que a diferencia del estudio descrito en el Apartado 1.2 (Capitulo 1),
donde se estudiaron vinos de 11 zonas geograficas, en este ensayo se excluyeron los vinos
provenientes de Alto Agrelo y de Ugarteche. Esta decisiéon se debié a la proximidad y similitud
agroecoldgica existentes entre Alto Agrelo y Agrelo, y entre Ugarteche y Perdriel, descartandolas del
ensayo.

Con el objetivo de asegurar la pureza de las muestras, las mismas fueron obtenidas
directamente de 12 bodegas comerciales, representativas de la Provincia de Mendoza, dedicadas
principalmente a la produccién de vinos monovarietales. Las botellas de 750 mL con los vinos
estudiados fueron conservados en posicion horizontal (13-15 °C, 40-50% de humedad relativa,
oscuridad) hasta el momento de andlisis. Cada botella se abrié inmediatamente antes de los analisis.
Debido al tiempo requerido para completar todas las determinaciones (aproximadamente 1 mes), las
muestras fueron transferidas, bajo corriente de gas nitrédgeno, a botellas plasticas color ambar
completamente llenas para asegurar su preservacion. Los vinos fueron sometidos a la determinacién

de los diferentes parametros fendlicos, siguiendo la metodologia detallada en el Anexo |.

Tabla 1. Caracteristicas geogréaficas de las distintas zonas de Mendoza.

Zona Descripcion Altitud (msnm?)  Latitud  Longitud
1  Este (San Martin, Junin, Rivadavia) 650 33°05'S 68°28' 0O
2  Maipu este (Russell, Cruz de Piedra, Medrano) 750 32°58'S 68°45'0
3 MaipuU-Lujan (Mayor Drummond, Lunlunta) 910 33°00'S 68°52'0
4 Lujan oeste (Vistalba) 1000 33°01'S 68°58' 0O
5  Agrelo 970 33°07'S 68°52'0
6  Perdriel 940 33°04'S 68°52'0
7  Valle de Uco oeste (Gualtallary, Alto Valle) 1450 33°24'S 69°17'O
8  Valle de Uco centro (Agua Amarga, La Arboleda) 1050 33022'S 69°08' O
9 San Carlos (La Consulta, Altamira, El Cepillo) 1100 33°43'S 69°07'O

% msnm (metros sobre el nivel del mar)
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3. Resultados y discusion

3.1. Parametros analiticos generales

Los vinos Malbec de las distintas zonas evaluadas fueron caracterizados inicialmente a través
de los parametros analiticos presentados en la Tabla 2. Los valores de acidez titulable y pH para
todos los vinos analizados estuvieron comprendidos entre 5,0-6,5 g/L y 3,49-3,77, respectivamente,
indicando una baja dispersidon de los mismos y ausencia de diferencias significativas entre las zonas
consideradas.

Al analizar los pardmetros fendlicos generales, se observaron diferencias significativas entre
las muestras evaluadas, presentandose en general un mayor potencial fendlico en vinos provenientes
de las regiones de mayor altitud (zonas 7, 8 y 9), coincidiendo con el estudio realizado previamente
(Apartado 1.2, Capitulo 1). Esta tendencia se confirmé en los niveles determinados de fenoles totales,
proantocianidinas totales y antocianos libres y totales (Tabla 2). Sin embargo, la concentracién molar
de flavanoles (flavanoles DMACH) y el indice de gelatina (IG) fueron similares entre los vinos de las
diferentes zonas, sin encontrarse diferencias significativas entre los mismos.

En cuanto a los pardmetros de color, en el presente estudio se efectudé un analisis mas
profundo complementando las determinaciones realizadas en el Apartado 1.2 (Capitulo I).
Paralelamente a lo observado con respecto a los antocianos totales, los vinos de la zona 7
presentaron valores significativamente superiores de IC e inferiores de L* en comparacion al resto,
indicando un color mas profundo e intenso debido principalmente a la componente roja (% de color
rojo). Por el contrario, los vinos de las zonas 1 y 2 mostraron un comportamiento opuesto,
presentando menores valores de ICy C* y mayores niveles de L*, indicando menor color y una mayor

proporcién de la componente amarilla (% de color amarillo).

Tabla 3. Diferencia de color total (AE*) entre vinos Malbec de distintas zonas de Mendoza.

Zonal Zona?2 Zona 3 Zona 4 Zonab Zona 6 Zona7 Zona 8 Zona9

Zonal 13,2+58 150+59 185+44 257+29 132+57 306+05 225+58 285+25
Zona2 13,2%58 116+3,7 166+30 13,726 16,1+4,7 184+58 184+26 164+%29
Zona3 150%59 116=%37 85+4,7 139+51 135+28 172+66 102+39 16,241
Zona4 185+44 16630 85=%47 122+59 82+16 158%42 88+12 161+41
Zona5 25729 137+x26 139+%51 122+59 155+74 78+28 105+47 6,0+06
Zona6 132+57 161+47 135+28 82+16 155+74 19.8+49 105+56 189+6,4
Zona?7 306+05 184+58 172+6,6 15842 78+28 198+49 109+5,2 84+33
Zona8 225+58 184+26 102%+39 88+12 105+47 105%56 109%52 11,3+4,8

Zona9 285+25 164+29 162+41 161+41 60+06 189+64 84+33 11,3+48

Todos los datos estan expresados como la media * error estandar (n = 3).
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La Tabla 3 muestra la diferencia de color total (AE*) entre los vinos de las diferentes zonas
evaluadas. Este pardmetro resulta de gran interés para la industria vitivinicola ya que expresa la
capacidad del ojo humano para discriminar dos vinos a través del color. Pérez-Magarino y Gonzalez-
Sanjosé (2003) establecieron que los catadores serian capaces de distinguir el color de dos vinos a
través de una copa solo si AE* > 5 unidades. En el presente estudio los valores de AE* obtenidos
entre los vinos de las distintas zonas fueron superiores al valor mencionado.

Finalmente, analizando la contribucion del CC (%) al color total del vino se observd una
mayor proporcidn en vinos de la zona 7 (25,6%), debido probablemente a un mayor contenido de
antocianos y de otros compuestos responsables del color. Adicionalmente, todos los vinos del ensayo
manifestaron una importante fraccién de copigmentacion, lo cual podria explicarse por el corto
tiempo de envejecimiento de los mismos previo al andlisis (vinos del afo). Estas observaciones
concuerdan con Boulton (2001), quién sugirié que aproximadamente el 30-50% del color rojo de los
vinos tintos jovenes depende del desarrollo y de la concentracién de antocianinas copigmentadas.
Por el contrario, el grado de polimerizacién observado (CP) coincidié con los niveles de antocianos
combinados (CA). Los vinos de la zona 7, cuya proporcién de CA fue del 32,7% presentaron el menor
grado de polimerizacidn (23,0%), mientras que los vinos de la zona 1 con 43,9% de CA mostraron un

grado de polimerizacidn mayor (29,0%).

3.2. Analisis de flavanoles

3.2.1. Fraccionamiento de flavanoles en monémeros, oligdmeros y polimeros

Los flavanoles presentes en las muestras de vino fueron separados de acuerdo a su grado de
polimerizacion en tres fracciones (mondmeros, oligdmeros y polimeros) mediante la técnica de
extraccién en fase sélida (SPE) y su contenido total en cada fraccién fue determinado mediante el
ensayo con vainillina, siguiendo la metodologia detallada en el Anexo I.

La Figura 1 muestra la distribucion de las fracciones flavanicas en los vinos Malbec de las
distintas zonas evaluadas. Segun diversos autores (Sun et al., 1998a) la fraccion monomérica consiste
solo de (+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-epicatequina-3-galato, mientras que la fraccion
oligomérica estda formada por dimeros, trimeros y tetrameros de procianidinas, y la fraccion
polimérica la componen las proantocianidinas (> 4 unidades). En todos los vinos analizados, las
proantocianidinas poliméricas constituyeron la fraccion predominante (91,4-93,5%), seguida por la
fraccion oligomérica (5,7-7,6%), en tanto los mondmeros de flavanoles presentaron los niveles mas
bajos (0,8-1,4%). Estos resultados coinciden con los datos reportados en otros estudios (Sun et al.,

2001b; Monagas et al., 2003b; Cosme et al., 2009). Sin embargo, los niveles observados en el
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Figura 1. Fracciones monomérica, oligomérica y polimérica de flavanoles en vinos Malbec de diferentes zonas
de Mendoza. Letras distintas dentro de cada fraccion indican diferencias significativas entre zonas geograficas

(Tukey HSD, p < 0,05).
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Al analizar la influencia de la zona geografica sobre estos compuestos, se observaron
diferencias significativas entre las mismas para cada fraccién considerada (p < 0,05). Con respecto a
la fracciéon polimérica, los resultados mostraron una tendencia similar a la obtenida en la
determinacidn espectrofotométrica global de proantocianidinas (Tabla 2). Los vinos de las zonas 7, 8
vy 9 presentaron la mayor concentracién de polimeros, sugiriendo posiblemente una mayor sensaciéon
de astringencia, volumen y estructura en boca, comparados con el resto. Por su parte, las fracciones
oligomérica y monomérica revelaron también un comportamiento concordante con los niveles de
flavanoles determinados por HPLC (Tabla 5). Nuevamente, los vinos de las zonas 7, 8 y 9 junto con los
provenientes de la zona 5 presentaron los registros mas elevados de estas fracciones, lo cual podria
traducirse en un aporte adicional de amargor (Santos-Buelga y De Freitas, 2009).

En general, se observd un contenido elevado de flavanoles en las zonas de mayor altitud.
Esta tendencia, conjuntamente con los pardmetros presentados en la Tabla 2, indicaria un gran
potencial de las mismas para la produccion de vinos estructurados y complejos destinados a crianzas

prolongadas (vinos de guarda).

3.2.2. Andlisis de proantocianidinas mediante floroglucinélisis

La Figura 2 muestra los resultados del analisis de proantocianidinas en vinos Malbec de
distintas zonas de Mendoza, empleando el método de catalisis acida en presencia del nucledfilo
floroglucinol (Anexo 1). Como se puede observar, los parametros determinados fueron el grado
medio de polimerizacién (mDP), el porcentaje de galoilacion (%G) y el peso molecular promedio
(aMW). En oposicion a los resultados obtenidos en la evaluacién de flavanoles por la metodologia
presentada hasta el momento (Tabla 2, Figura 1), no se encontraron diferencias significativas (p >
0,05) entre los vinos estudiados para ninguno de los pardmetros mencionados.

Con respecto al mDP, se observd un patrén irregular entre las muestras evaluadas, con
valores similares a los observados en la literatura para vinos de diferentes variedades tintas
producidos en otras partes del mundo (Cosme et al., 2009; Busse-Valverde et al., 2010; Chira et al.,
2011; Kontoudakis et al., 2011b,c). Como era de esperar, el aMW siguié una tendencia similar al
mDP. Por otra parte, el %G en todas las muestras analizadas mostrd niveles elevados en relacion a los
obtenidos por diversos autores en los trabajos mencionados anteriormente, indicando posiblemente
un aporte superior de proantocianidinas de semillas al contenido total de los vinos Malbec
estudiados. Si bien no existieron diferencias entre las zonas, se observé una tendencia hacia mayores
%G en zonas de mayor altura, en tanto los menores registros se obtuvieron en las zonas mas bajas

(Este y Maipu).
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Figura 2. Valores de mDP, aMW y %G en vinos Malbec de diferentes zonas de Mendoza.

3.3. Perfil de antocianinas individuales

3

4

5
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7

Con el propdsito de complementar la informacién obtenida en el Apartado 1.2 (Capitulo I), se

realizé la identificacidon y confirmacion de los pigmentos antocidanicos por HPLC-DAD/ESI-MS vy la

posterior cuantificacion de los mismos empleando la metodologia descrita en el Anexo |. Los mismos
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fueron agrupados de acuerdo a la ausencia o presencia de acilaciéon y compuesto acilante (glucdsidos
no acilados, acetil-glucésidos y cinamil-glucésidos), y considerando la antocianidina involucrada
(delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina). Los glucdsidos cinamilicos incluyeron las
antocianinas cumarilicas y cafeilicas. También se determinaron algunos derivados antocidnicos mas
complejos pertenecientes al grupo de las piranoantocianinas. La Figura 3 muestra el perfil
cromatografico tipico de un vino Malbec, y la Tabla 4 resume los resultados cuantitativos obtenidos.

Coincidente con la medicién global de antocianos (Tabla 2), se observaron diferencias
cuantitativas significativas (p < 0,05) en el perfil antocianico de los vinos segun la zona de estudio. Los
vinos provenientes de la zona 7, presentaron los mayores contenidos de antocianinas glucosiladas
(241,5 mg/L), acetiladas (65,0 mg/L) y cinamiladas (28,5 mg/L), piranoantocianinas (26,4 mg/L) y
pigmentos monomeéricos totales (361,4 mg/L); mientras que los vinos de la zona 1 mostraron los
menores registros de estos compuestos. En todos las muestras analizadas, los niveles de
concentracién determinados fueron menores a los obtenidos por espectrofotometria, debido a la
capacidad de la técnica cromatografica empleada de detectar sdlo antocianos libres sin considerar la
contribucion de otros pigmentos (Canals et al., 2008).

El grupo de los monoglucésidos representaron la fraccion mdas abundante de todas las
antocianinas determinadas, con proporciones medias comprendidas entre 64,8% (zona 8) y 69,9%
(zona 6). Estos resultados confirman las observaciones presentadas en el Apartado 1.2 (Capitulo 1) y
coinciden con los datos publicados sobre vinos de otras variedades tintas (Monagas et al., 20033;
Hermosin Gutiérrez et al., 2005; Gonzalez Neves et al., 2007). Al analizar los derivados acilados, se
observo el mismo patréon obtenido en el estudio previo (Apartado 1.2, Capitulo 1), caracterizado por
una mayor proporcidon de acetil-glucésidos (media 17,5%) y un menor contenido de pigmentos
cumarilados (media 7,6%). Adicionalmente, al comparar los resultados de ambos estudios se
encontraron algunas diferencias en las proporciones medias de los distintos grupos antocianicos
entre los vinos cosecha 2007 (Apartado |.2, Capitulo I) y los evaluados en el presente trabajo
(cosecha 2009). Esta variabilidad podria atribuirse a la influencia de las condiciones climaticas de
cada temporada sobre la biosintesis de estos compuestos (Gonzalez Neves et al., 2007; Lorrain et al.,
2011).

Paralelamente, se calcularon las relaciones entre los distintos derivados antocianicos,
obteniéndose resultados concordantes con los presentados anteriormente (Apartado 1.2, Capitulo I).
La relacion Zacetiladas / cumariladas, propuesta por algunos autores para la verificacién de
autenticidad varietal en cepajes tintos (Otteneder et al., 2004), mostrd valores comprendidos entre
1,9 y 2,9. Complementariamente, los valores medios obtenidos para las relaciones Zglucosiladas /
Yacetiladas y 2glucosiladas / cumariladas variaron entre 3,4-4,5 y 7,5-10,9, respectivamente (Tabla

4).
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En términos del perfil basado en las diferentes antocianidinas, los derivados de la malvidina
constituyeron los compuestos mas abundantes en todas las muestras analizadas (media 70,4%),
mientras que los derivados de la cianidina mostraron la menor proporcidon (media 1,9%). En general,
la distribucion de todas las antocianidinas reveld un patréon similar al observado previamente
(Apartado .2, Capitulo 1).

Con respecto al grupo de las piranoantocianinas, se identificaron cinco compuestos. Los
derivados piruvilicos (vitisina A y peonidina-3-glucésido piruvato) representaron alrededor del 50%
de la totalidad de los pigmentos detectados, seguido por la vitisina B (media 30%), y en menor
proporcién por los aductos malvidina-3-glucdsido-etil-epicatequina (media 13,9%) y malvidina-3-
glucdsido-4-vinilfenol (media 7,1%). En concordancia con lo reportado por otros autores (Monagas et
al., 2003a), se encontrdé que los vinos con elevados contenidos de estos compuestos presentaban
mayores niveles de sus correspondientes precursores antocidnicos (malvidina-3-glucésido vy
peonidina-3-glucdsido).

En conclusién, se observd una mayor concentracion de antocianinas en vinos provenientes
de zonas de mayor altitud, coincidiendo con los resultados presentados en los Apartados 1.1y 1.2
(Capitulo ). Conjuntamente, los niveles de antocianinas y el resto de los pardmetros fendlicos
evaluados (Tabla 2) revelan el gran potencial de algunas zonas de Mendoza para la produccion de
vinos Malbec con coloraciones intensas y estables en el tiempo, destinados a una crianza prolongada

(vinos de guarda).
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Figura 3. Perfil de antocianinas por HPLC-DAD (520 nm) de un vino Malbec de la Provincia de Mendoza.
La identificacion de los picos cromatogréaficos se encuentra en la Tabla 4.
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3.4. Perfil de compuestos fenodlicos de bajo peso molecular

Adicionalmente, con la finalidad de complementar la informacién obtenida en el Apartado I.2
(Capitulo 1), se realizd la identificacién y confirmacion de los compuestos fendlicos no-antocianicos
por HPLC-DAD/ESI-MS vy la posterior cuantificacién de los mismos empleando la metodologia descrita
en el Anexo |. Los mismos fueron agrupados en no-flavonoides (acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, estilbenos y alcoholes fendlicos/compuestos relacionados) y flavonoides
(flavanoles, flavonoles y dihidroflavonoles). La Figura 4 muestra el perfil cromatografico tipico de un
vino Malbec. La concentracién de los distintos compuestos, individualmente y agrupados, y las

proporciones relativas de cada grupo en las muestras analizadas se presentan en la Tabla 5.
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Figura 4. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular por HPLC-DAD (280 nm) de un vino Malbec de
la Provincia de Mendoza. La identificacion de los picos cromatogréaficos se encuentra en la Tabla 5.

En todas las muestras analizadas, los flavonoides constituyeron la fraccién mas abundante
(75,0-82,8%) comparada con los no-flavonoides (17,2-25,0%). Estos resultados confirman las
observaciones presentadas en el Apartado |.2 (Capitulo 1) y coinciden con los datos publicados sobre
vinos de otras variedades tintas (Monagas et al., 2005d; Hermosin Gutiérrez et al., 2005; Hernandez
et al., 2006). En concordancia con los pardmetros fendlicos descritos anteriormente (Tablas 2 y 4), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre zonas para la mayor parte de
los compuestos determinados (Tabla 5). En general, los vinos provenientes de las zonas de mayor
altitud presentaron una mayor concentraciéon de fenoles no-antocidnicos, indicando su riqueza

fendlica comparados con el resto.
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Con respecto a los no-flavonoides, el contenido de acidos hidroxibenzoicos fue similar en
todas las muestras estudiadas, corroborando las observaciones presentadas en el Apartado I.2
(Capitulo 1). Por el contrario, el nivel de acidos hidroxicindmicos y estilbenos mostré una tendencia
creciente hacia las zonas de mayor altitud, con concentraciones significativamente superiores (Tabla
5). Estas diferencias parecen indicar un posible efecto de las condiciones medioambientales sobre
estos compuestos. A diferencia del estudio precedente, en este caso sélo se identificaron vy
cuantificaron los isémeros trans de los acidos caftarico, cutarico, fertdrico, cafeico y cumarico en
proporciones similares, mientras que se detectaron los isémeros cis y trans del glucésido de
resveratrol mostrando concentraciones superiores. Por su parte, los alcoholes fendlicos
constituyeron el grupo mayoritario representando entre 37 y 51% de los compuestos no-flavonoides,
sin observarse una clara dependencia respecto a la zona de origen de los vinos.

Los flavanoles representaron la fraccion mas abundante de los fenoles no-antocianicos
determinados, con concentraciones comprendidas entre 140,3 y 176,3 mg/L. Si bien no existieron
diferencias significativas entre las zonas evaluadas, el contenido de estos compuestos revelé una
tendencia creciente hacia zonas de mayor altitud, coincidiendo con los resultados obtenidos
anteriormente (Tabla 2, Figura 1). En todos los vinos analizados, el contenido de (+)-catequina fue
superior al de (-)-epicatequina mostrando una relacion comprendida entre 1,6 y 2,0, lo cual coincide
con los datos reportados en el Apartado 1.2 (Capitulo 1). Este comportamiento observado en los vinos
cv. Malbec confirma una mayor actividad de la enzima leucoantocianidina reductasa involucrada en
la biosintesis de (+)-catequina. Por otro lado, el contenido individual de oligdmeros (dimeros y
trimeros) fue menor que la concentracién de mondmeros en todas las muestras, con la excepcion del
“dimero de procianidina 2" que mostrd valores elevados. En general, los resultados presentados
concuerdan con los reportados por diversos autores en otras variedades tintas (de Villiers et al.,
2005; Monagas et al., 2005d; Makris et al., 2006b).

Al analizar el grupo de los flavonoles, se observd un patrén diferencial al obtenido en el
Apartado 1.2 (Capitulo 1), con niveles significativamente superiores, alcanzado una proporciéon
comprendida entre 17,1y 21,6% de la totalidad de los fenoles no-antocianicos determinados (Tabla
5). El contenido total en las muestras analizadas varié entre 59,1 y 89,5 mg/L. Estos valores elevados
podrian deberse a las condiciones ambientales de la region de Mendoza, principalmente la alta
intensidad de luz solar durante el periodo de maduracion de las bayas, lo cual parece estar asociado
a una mayor acumulacién de flavonoles (Downey et al., 2004; Makris et al., 2006a). Al evaluar la
influencia del origen geogrédfico, nuevamente se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas zonas, coincidiendo con la tendencia mostrada hasta el momento.
Los niveles elevados encontrados en los vinos provenientes de zonas de mayor altura podrian estar

relacionados a un mayor potencial de las uvas. En el estudio descrito en el Apartado I.1 (Capitulo 1),
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las uvas provenientes del Valle de Uco mostraron mayor concentracidn de flavonoles, confirmando el
efecto significativo de la radiacion solar UV-B sobre la biosintesis de estos compuestos en la zona
mencionada (Berli et al., 2011). Con respecto a la distribucidon de los distintos compuestos, la
estructura mayoritaria en los vinos analizados correspondid a la miricetina (media 29,3%), seguido
por kaempferol (24,3%), quercetina (22,9%), naringenina (11,9%), isoramnetina (7,5%) y siringetina
(4,0%). Por otro lado, la mayor parte de estos compuestos se encontraron bajo la forma glicosilada,
principalmente como glucdsidos (45,1%), glucurdnidos (34,6%), galactésidos (13,4%) y ramndsidos
(7,0%), apreciandose una selectividad diferencial de las enzimas glicosil-tranferasas sobre el sustrato
utilizado en el proceso biosintético. En general, los niveles de flavonoles observados en los vinos
Malbec coinciden con los reportados por diversos autores en otras variedades tintas (Makris et al.,
2006b; Castillo-Mufioz et al., 2007).

Por ultimo, es importante destacar la presencia de dihidroflavonoles en los vinos analizados.
Segun la literatura, son considerados compuestos minoritarios y han sido reportados principalmente
en variedades de uva blanca (Masa et al., 2007; Masa y Vilanova, 2008; Vilanova et al., 2009), y en
vinos blancos y tintos (Baderschneider y Winterhalter, 2001; Landrault et al., 2002; Vitrac et al.,
2002; Pozo-Bayodn et al., 2003; Jeffery et al., 2008). Sin embargo, de acuerdo a los resultados
presentados en los Apartados 1.1 y |.2 (Capitulo |) constituye un grupo fendlico importante para la
variedad Malbec. En el presente estudio, los dihidroflavonoles fueron caracterizados por HPLC-
DAD/ESI-MS, confirmando las estructuras quimicas identificadas tentativamente en el Apartado |.2.
Los compuestos identificados fueron dihidroquercetina-3-glucdsido, dihidrokaempferol-3-glucésido y
dihidroquercetina-3-ramndsido. El contenido total en las muestras estuvo comprendido entre 61,5y
105,8 mg/L, representando entre el 17,8 y 24,1% de la totalidad de los fenoles no-antocianicos
determinados (Tabla 5). Analizando la influencia de la zona de procedencia, se observé una
tendencia similar a la encontrada en los pardmetros fendlicos descritos anteriormente. En los vinos
de todas las zonas evaluadas, la dihidroquercetina-3-glucésido fue el compuesto mayoritario

representando entre el 10,9 y 15,6% de la totalidad de fenoles de bajo peso molecular cuantificados.

3.5. Clasificacidn de los vinos de acuerdo al origen geografico

La variabilidad observada en la composicién fendlica individual entre los vinos analizados,
independientemente de las practicas viticolas y enoldgicas involucradas en su produccidn, revela la
influencia del origen geogréafico (caracteristicas edafoclimaticas) sobre la biosintesis de estos
metabolitos secundarios. Por lo tanto, con el objetivo de clasificar las muestras de acuerdo a su
procedencia, se aplicd la herramienta quimiométrica de analisis multivariado.

En el analisis multivariado se deben seleccionar, en funcién del criterio considerado

(variedad, zona agroecoldgica, tiempo de crianza, etc.), las variables que se emplearan para clasificar
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las muestras bajo estudio. Con el objetivo de asegurar el éxito de los analisis multivariados, es
necesario determinar las variables de clasificacion que brinden la informacién necesaria para
alcanzar el fin propuesto. Para llevar a cabo los analisis multivariados de manera exitosa es necesario
eliminar las variables redundantes o las variables que no aporten informacién sustantiva. El
procedimiento para cumplir este objetivo se denomina seleccidén caracteristica o feature selection.
Este procedimiento se puede realizar empleando diferentes metodologias: “seleccién hacia delante”,
“seleccidon hacia atras”, “anadlisis de componentes principales” o “algoritmos genéticos” (Kruzlicova et
al., 2009).

En el presente estudio se aplicd el método de “seleccion hacia delante” para elegir las
variables independientes y no correlacionadas, empleando la informacién analitica presentada en las
Tablas 4 y 5. A partir de estas variables fendlicas individuales se realizd un analisis candnico
discriminante (CDA) para clasificar los vinos Malbec de las distintas regiones evaluadas. Se
obtuvieron 8 variables predictoras significativas que generaron 5 funciones discriminantes (DF),
representando en conjunto el 99,6% de la varianza total, con p < 0,05 y un nivel de significancia
estadistica del 95% (Tabla 6). Las funciones discriminantes 1y 2 expresaron el 55,4% y 34,7% de la
varianza total, respectivamente, y mostraron valores de Wilks A inferiores a 0,05 indicando una
discriminacién satisfactoria. La Tabla 6 muestra los coeficientes estandarizados para las variables

predictoras en las 2 funciones discriminantes.

Tabla 6. Resultados del CDA para vinos Malbec, empleando "zona" como factor de discriminacion.
Coeficientes estandarizados para las variables predictoras en las funciones discriminantes
significativas.
Funcién Discriminante (DF)

1 2 3 4 5
Valor propio 237,7* 148,9* 18,1 16,0 6,9
Varianza (%) 55,4 34,7 4,2 3,7 1,6
Correlacion canonica 0,9979 0,9967 0,9735 0,9701 0,9347
Wilks' 36x10° 86x107 13x10* 25x10° 4,2x10?
p value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001
Acido trans-caftarico -2,2 0,6 -0,2 0,2 -0,2
Acido trans-cutarico 14 -1,7 14 0,0 2,1
Acido trans-cafeico 0,0 -2,6 0,9 -1,2 0,3
Dihidroquercetina-3-glucésido -0,5 1,8 -0,9 -2,1 -1,7
Trimero de procianidina 3 -0,5 1,1 1,0 0,1 -0,6
Dihidroquercetina-3-ramnosido 11 2,6 -0,1 2,4 1.4
Miricetina-3-galactésido 0,6 -2,6 1,6 0,0 -0,8
Kaempferol -1,2 -0,6 -0,6 -1,3 -0,2
Cianidina-3-(6"-p-cumaril)glucosido 1,2 2,2 0,6 0,0 0,9
* Funciones discriminantes empleadas en el andlisis.
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La Figura 5 muestra la distribucién de las muestras analizadas en el plano bidimensional
definido por DF1 y DF2. Ambas funciones permitieron la correcta clasificacion del 100% de los vinos
estudiados de acuerdo con el origen geografico. Los vinos de las zonas 1, 2, 3, 4, 5 y 6 presentaron
valores positivos de DF1, mientras que los vinos de las zonas restantes mostraron valores negativos.
En relacién a DF2, los vinos de las zonas 1, 5, 6 y 9 mostraron valores negativos, en tanto los
restantes tuvieron un comportamiento opuesto.

A diferencia de la clasificacidn de los vinos observada en el Apartado 1.2 (Capitulo 1), el CDA
aplicado en este estudio permitio la separacidn de vinos provenientes de localidades geograficas muy
proximas, tales como las zonas 1 y 2 (Este y Maipu este), y las zonas 3 y 4 (Maipu-Lujan y Lujan

oeste), logrando asimismo la discriminaciéon de las zonas restantes.

20 __I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I__ Zonas
. W e 1
~~ : '+ v :
S 10f 1x 2
™~ - . 3
?i i + :+ 4
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Figura 5. Representacién grafica del andlisis discriminante bidimensional de vinos Malbec de distintas zonas de
Mendoza, empleando compuestos fendlicos individuales como variables predictoras. Los valores entre paréntesis
indican el porcentaje de la varianza explicada por cada funcién discriminante.

En conclusidn, las observaciones descritas anteriormente muestran variaciones en algunos
pardmetros fendlicos globales y en la composicion flavonoide y no-flavonoide individual de vinos
Malbec provenientes de distintas zonas geograficas de Mendoza. Se observé mayor concentracion de
fenoles totales, proantocianidinas totales, fracciones flavanicas y derivados antocidnicos a medida
que aumenta la altitud del vifiedo. Los no-flavonoides mostraron una tendencia similar, con
diferencias significativas en el contenido de acidos hidroxicindmicos y estilbenos. Con respecto a los
flavonoides, los flavonoles y dihidroflavonoles siguieron el mismo patrdn. Por lo tanto, las variaciones

de temperatura y radiacién UV, relacionadas con caracteristicas agroclimaticas zonales, afectarian los
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procesos enzimaticos y la biosintesis de metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos.
Estas observaciones revelan la riqueza fendlica de uvas Malbec de algunas zonas de Mendoza y su
potencialidad para la produccién de vinos de alta gama, estructurados y complejos, adecuados para
una crianza prolongada. Finalmente, los altos niveles de dihidroflavonoles encontrados coinciden con
otros estudios realizados en el marco del presente trabajo de Tesis Doctoral, sobre uvas y vinos del

mismo cultivar, y podrian indicar un rasgo taxonémico distintivo del Malbec.
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Efecto del control de carga (aclareo o raleo de
racimos), ano de cosecha y ubicacion
geografica del vinedo sobre la composicion
fendlica de uvas y vinos Malbec

Leon Roulette, Prime harvest.

[I.1.Incidencia del raleo de racimos sobre la composicion fendlica de uvas
Malbec provenientes de un vifiedo de Altamira (Valle de Uco, Mendoza).
Evolucién de estos compuestos durante el periodo de maduracion de las
bayas en dos vendimias consecutivas (2008-2009).

[I.2. Estudio comparativo del efecto del raleo de racimos sobre la composicidn

fendlica de uvas y vinos Malbec de dos zonas geograficas de la Provincia de
Mendoza (Altamira y Gualtallary), durante la vendimia 2009.
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De acuerdo a lo descrito anteriormente, los compuestos fendlicos constituyen uno de los
pardmetros de calidad mds importantes de uvas y vinos, debido a su influencia directa sobre las
caracteristicas organolépticas del producto y a sus propiedades funcionales. Estos compuestos son
biosintetizados en las plantas como resultado del metabolismo secundario, y se acumulan
principalmente en las partes solidas de las bayas (hollejos y semillas). Su distribucion y concentracion
depende fundamentalmente de factores genéticos, edafoclimaticos y culturales. Entre las practicas
agrondmicas realizadas en vifiedos, el aclareo o raleo de racimos (remocién de fruta) se aplica
usualmente para modificar la relacion fuente (hoja)/receptaculo (puntos de activo crecimiento como
las bayas), favoreciendo el transporte de fotoasimilados a este ultimo y, por lo tanto, procesos
fisiolégicos tales como el llenado y la maduracién de las bayas. Esta practica viticola ha sido
propuesta por diversos autores para mejorar la calidad de las uvas, a través de la modificacion de
ciertos atributos como el contenido de azlcar, pH, acidez, aromas y color, durante la maduracion.

En los vifiedos Malbec de la Provincia de Mendoza, el raleo de racimos se aplica cominmente
con el objetivo de mejorar la calidad de la uva destinada a vinificacidon. Sin embargo, no existe
informacidn sobre su influencia en la composicidon fendlica pormenorizada de las bayas de este
cultivar, y sobre la evolucién de estos compuestos durante la fase de maduracién. Con el propdsito
de satisfacer esta necesidad, en este segundo capitulo se han propuesto los siguientes objetivos

especificos:

v’ Estudiar la evolucién de la composicion fendlica de hollejos y semillas de uvas Malbec durante el
periodo de maduracién, y determinar la incidencia del raleo de racimos sobre estos compuestos

en dos temporadas consecutivas.

v’ Evaluar el efecto del raleo de racimos sobre la composicién fendlica de uvas y vinos Malbec

provenientes de dos zonas geograficas de la Provincia de Mendoza.

Los resultados obtenidos, tendientes al cumplimiento de estos objetivos, se describen en los

siguientes apartados:

II.1. Incidencia del raleo de racimos sobre la composicidn fendlica de uvas Malbec provenientes de
un vifiedo de Altamira (Valle de Uco, Mendoza). Evolucidon de estos compuestos durante el

periodo de maduracion de las bayas en dos vendimias consecutivas (2008-2009).

I1.2. Estudio comparativo del efecto del raleo de racimos sobre la composicion fendlica de uvas y
vinos Malbec de dos zonas geograficas de la Provincia de Mendoza (Altamira y Gualtallary),

durante la vendimia 2009.

Este segundo trabajo ha permitido la publicacién cientifica de los resultados obtenidos en el
Apartado II.1: “Phenolic composition of Malbec grape skins and seeds from Valle de Uco (Mendoza,

Argentina) during ripening. Effect of cluster thinning”.
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Incidencia del raleo de racimos sobre la composicion
fendlica de uvas Malbec provenientes de un vifiedo de
Altamira (Valle de Uco, Mendoza). Evolucion de estos
compuestos durante el periodo de maduracion de las

bayas en dos vendimias consecutivas (2008-2009)

“Phenolic Composition of Malbec Grape Skins and Seeds from Valle de Uco
(Mendoza, Argentina) During Ripening. Effect of Cluster Thinning”
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ABSTRACT

The phenolic composition of Malbec (Vitis vinifera L.) grape skins and seeds during ripening and the
effect of cluster thinning (CT) in two consecutive seasons (2008-2009) were evaluated by high-
performance liquid chromatography-diode array detection/electrospray ionization-mass
spectrometry (HPLC-DAD/ESI-MS). Removal of 50% of clusters was performed at 40 days (T1), 80
days (T2), and 100 days after flowering (T3) in a vineyard located in southern Mendoza (Argentina).
Yield components, with the exception of cluster weight, were significantly affected by CT in both
seasons, but no statistically significant differences were found among treatments. Cluster thinning
and its timing had little or no influence on physical parameters and fruit chemical composition, and
the differences with respect to the control were mainly due to the season. At harvest in 2008, T1
encouraged the biosynthesis of individual anthocyanins in skins, generating 44.0, 39.6, and 41.2%
more glucosylated, acetylated, and total anthocyanins, respectively, as compared to the control,
whereas in seeds, T1 and T2 mainly changed the concentrations of (+)-catechin, epicatechin-3-
gallate, procyanidin B4, dimer gallate 1, trimer gallate 2, and tetramer. Conversely in 2009, T1

significantly affected the content of flavanols and flavonols in skins, whereas in seeds, T1 and T2
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modified the level of (+)-catechin, procyanidins B4 and B6, and trimer gallate 2. Moreover, in 2008
the grapes had a higher concentration of most phenolic compounds, indicating a greater potential for
more complex wines. Finally, dihydroquercetin-3-glucoside was the major compound among all
nonanthocyanin phenolics detected in Malbec skins and represented 25.7%(2008) and 39.9% (2009)
of the total content of those compounds at harvest. This finding could represent a distinctive feature

of this grape variety.

KEYWORDS: phenolic compound, Malbec, skin, seed, ripening, anthocyanins, flavanols, flavonols,

dihydroflavonols.

INTRODUCTION

Phenolic compounds constitute one of the most important quality parameters of grapes and
wines, because they contribute to organoleptic characteristics such as color, astringency, and
bitterness. These compounds are also active in biochemical processes and have nutraceutical effects
on human health, including antimicrobial, anticarcinogenic, and antioxidant properties.”” In grape
berries, phenolic compounds are present mainly in skins and seeds. The concentration and presence
of these compounds in grapes depend mainly on genetic, soil, climate, and viticulture factors, among
others.>* Several authors have suggested that the concentration of some secondary metabolites,
such as anthocyanins, flavanols, and flavonols, is dependent, to some extent, on the plant yield and
the leaf area/berry ratio.”®

Some agronomical practices such as summer pruning and cluster thinning (fruit removal)
have been proposed to improve berry grape quality, by means of modifying some attributes of the
berries such as sugar content, pH, total acidity, flavors, and color during ripening.® Cluster thinning is
a practice applied to regulate the yield levels and to help ripen the crop under poor climatic
conditions or excessive crop demand.” Nevertheless, the literature reports contrasting results with
cluster thinning leading to better fruit quality is some cases,”?® but with no clear effect in others.***°
Moreover, it is potentially an expensive process in terms of labor and lost yield. In addition, the
amount of fruit removed and the timing of the operation may be important. Removing crop early in
the season (at bloom or soon thereafter) may not lead to the desired result because the reduced sink
size might in turn lead to lower leaf photosynthesis rates, so that the remaining berries may not have
extra sugar available for import. If, however, photosynthesis remains unchanged, surplus
photoassimilates could also be used to fuel more shoot (and root) growth. This growth would

counteract the benefits of lower crop load because of its negative effect on vigor and canopy
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microclimate. Therefore, it might be beneficial to delay thinning until shoot growth has slowed and
assimilates may be diverted to the fruit.'

Malbec (Vitis vinifera L.) is a middle-maturing grape variety of French origin that is now
mainly produced in Mendoza. This cultivar is well adapted to the different local ecosystems and
nowadays is considered to be the emblematic cultivar for wine production in Argentina."' In
Mendoza’s Malbec vineyards, cluster thinning is commonly applied to modify fruit growth and
composition. However, to our knowledge, to date there is no published information about the
influence of this viticultural practice on the individualized phenolic composition of Malbec grapes and
the evolution of these compounds during ripening. Considering this, the aim of the present work was
to study the phenolic composition of Malbec grape skins and seeds and to evaluate the effect of

cluster thinning timing in two consecutive seasons.

MATERIALS AND METHODS

Standards and Reagents. Standards of gallic acid [149-91-7], syringic acid [530-57-4], caffeic
acid [331-39-5], ethyl gallate [831-61-8], (p)-catechin [7295-85-4], (-)-epicatechin [490-46-0],
resveratrol [501-36-0], myricetin [529-44-2], quercetin-3-glucoside [21637-25-2], and p-
dimethylaminocinnamaldehyde [6203-18-5] were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
whereas protocatechuic acid [99-50-3], quercetin [117-39-5], kaempferol-3-glucoside [480-10-4], and
malvidin-3-glucoside chloride [7228-78-6] were supplied by Extrasynthese (Lyon, France). Sodium
chloride, sodium metabisulfite, sodium hydroxide, and tartaric acid were purchased from Anedra
(Buenos Aires, Argentina). Ammonium iron(ll) sulfate and butanol were obtained from Dalton
(Mendoza, Argentina). Ethyl ether and ethyl acetate were acquired from Sintorgan (Buenos Aires,
Argentina). Sodium sulfate anhydrous, hydrochloric acid, acetic acid, formic acid, ethanol,
chromatography grade methanol, and acetonitrile were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). All reactives were of analytical grade or superior. Ultrapure water was obtained from an
RiO/Elix3-Sinergy185 purification system (Millipore, Sao Pablo, Brazil). Cellulose filter (3 um pore

size) and 0.45 um pore size nylon membrane were supplied by Microclar (Buenos Aires, Argentina).

Instrumentation. The pH was measured in a TPX-1 equipment (Altronix, Buenos Aires,
Argentina), and soluble solids (2Brix) were measured with a refractometer, model ATC-1 (Atago,
Tokyo, Japan). Skin grinding was performed using a mixer homogenizer (Omni International,
Germany). Seeds milling was carried out through an ultracentrifugal mill modelZM200 (Retsch,
Newtown, PA). The extract maceration was made in an orbital shaker (Decalab, Buenos Aires,

Argentina) and the centrifugation with CM4080 equipment (Rolco, Buenos Aires, Argentina).
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Absorbance measurements were made with a Perkin-Elmer UV-vis spectrophotometer model
Lambda 25 (PerkinElmer, Hartford, CT). The chromatographic system consisted of a Perkin-Elmer
series 200 high-performance liquid chromatograph equipped with a photodiode array detector, a
quaternary pump, and an autosampler (HPLC-DAD; PerkinElmer, Shelton, CT). A reversed phase
Chromolith Performance Cy;g column (100 mm x 4.6 mm i.d., 2 um; Merck) was used for individual
anthocyanin analysis. A reversed phase Nova-Pak C;g column (300 mm x 3.9 mm i.d., 4 um; Waters

Corp., Milford, MA) was applied in low molecular weight phenolic compound analysis.

Plant Material and Experimental Conditions. The experiments were performed in 2008 and
2009 seasons, in a commercial vineyard located at an altitude of 1100mat Altamira (692 07" W and
33243’ S), San Carlos, Mendoza, Argentina. The grapevines of V. vinifera L. cv. Malbec were planted
in 2000, own-rooted, trained on a vertical trellis system, pruned as Guyot, and arranged in north-
south oriented rows spaced 2 m apart, with 1.2 m between plants on the row. The vineyard was
managed according to standard viticultural practices for the cultivar and region. Winter pruning was
carried out leaving 12 buds per vine. Canopy management practices, all manually performed,
included trunk deshooting and removal of double shoots. Shoots were not trimmed, but positioned
twice between the wires, and no leaf removal was conducted. The plants were maintained with no
soil-water restriction during the whole experiment by a drip irrigation system. Average seasonal
(September-March) water received per vine has been estimated at about 400 mm. Drip irrigation
was applied with pressure-compensated emitters (2 L/h) located in a single row 0.75 m apart.
Irrigation started before budbreak and finished about a week before harvest. Four cluster thinning
(CT) treatments were imposed as a completely randomized design with three replicates. The
experimental unit consisted of 30 plants, which were selected on the basis of their homogeneity in
the row. Treatments were early thinning [T1, at pea size, approximately 40 days after flowering
(DAF)], veraison thinning (T2, at veraison, 80 DAF), late thinning (T3, 100 DAF), and no thinned
control (C). For CT treatments, 50% of the clusters of each plant were removed at 40 (T1), 82 (T2),
and 103 (T3) DAF in 2008 and at 39 (T1), 78 (T2), and 101 (T3) DAF in 2009. Flowering was on
November 13, 2008, and November 17, 2009, according to the stage 23 described by Coombe.™ The
distal cluster was removed, leaving only one bunch per shoot at most, as were clusters of weak
shoots. Yield components were assessed at harvest. The number of clusters, total vine yield per vine,
and canopy surface area/yield ratio were determined in 10 vines per treatment. Cluster weight was
calculated in 10 clusters per treatment. Crop yield prediction per hectare was based on past weight
of clusters recorded by the vineyard and confirmed at harvest. Climatic conditions of the two seasons
2008 and 2009 were very different, particularly in the rainfall amounts and temperatures (Table 1).

These meteorological conditions significantly affected the grape ripening period. The 2008 season
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had higher rainfall records and lower temperatures than the 2009 season, so the ripening was slower
and the time of harvest about 30 days later. Due to the foregoing, the berry sampling dates in both

seasons were different.

Table 1. Monthly Rainfall, Growing Degree Days, and Maximum and Minimum Air Temperature at Altamira, in 2008 and 2009 Seasons®
month 2008 2009
rain (mm) GDD (°C) T max (°C) T min (°C) rain (mm) GDD (°C) T max (°C) T min (°C)
July 6 0 23,0 -14,5 0 0 22,5 -4,0
Aug 24 0 20,0 -7,5 41 0 29,0 -4,5
Sep 31 45 28,0 -1,5 17 60 27,0 -5,0
Oct 65 171 32,5 3,0 4 155 30,0 15
Nov 6 225 33,5 0,0 7 360 39,0 8,5
Dec 54 341 34,5 6,5 53 372 37,5 8,5
Jan 46 356,5 35,0 6,5 24 341 37,0 8,0
Feb 59 290 35,0 8,0 0 336 35,5 9,0
March 47 248 30,5 9,0 0 341 35,0 7,0
April 51 105 29,5 -3,0 0 210 30,0 2,0
May 0 nd nd nd 0 nd nd nd
June 0 nd nd nd 0 nd nd nd
total 389 17815 146 2175
“Season 2008 understand includes July 2007-June 2008. Season 2009 includes July 2008 to June 2009. GDD, growing degree days; T
maximum air temperature; T .,;,, minimum air temperature; nd, data not available.

Berry Sampling and General Analytical Parameters. Three hundred berries per experimental
unit were randomly collected, from different positions within clusters and plants, in nylon bags.
Sampling corresponded to 85, 113, and 154 DAF in 2008 and to 67, 98, and 121 DAF in 2009. The last
sampling in both seasons is considered as the harvest time (about 25 2Brix). The samples were kept
in dry ice to prevent dehydration and transported to the laboratory, where they were weighed,
frozen, and conserved at -80 2C. One hundred berries per experimental unit were defrosted at room
temperature, and skins were separated from pulp and seeds by hand. The pulps were collected in
nylon bags and crushed by finger pressing to obtain the juice, and later this juice was used to
determine soluble solids (2Brix), pH, and titratable acidity (g/L of tartaric acid) as described by

Zoecklein et al.”

Extract Preparation of Skins and Seeds. Berry phenolics were extracted as described in

previous papers.'**®

Briefly, skins and seeds were separated by hand from 100 berries, weighed, and
ground with 30 mL of ultrapure water. Forty milliliters of hydroalcoholic solution (ethanol/water,
12:88, v/v) containing 5 g/L of tartaric acid was added to the ground material (skins or seeds), and
the weight of the resulting suspension was adjusted to 200 g with ultrapure water. The pH of extracts
was adjusted to 3.6 with NaOH or HCI. Extracts were macerated for 2 h at 25 2C using an orbital

shaker at 200 rpm and then centrifuged for 15 min at 2038g.
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Spectrophotometric Characterization. Total phenols were determined by direct reading of
the absorbance of the samples at 280 nm."” Total phenols were expressed as milligrams of gallic acid
equivalents per gram of sample (GAE, mg/g). Total anthocyanins were measured by diluting the
extract with 2% hydrochloric acid in ethanol and by comparing spectrophotometric readings at 520
nm of single aliquots treated with either sodium metabisulfite or water."” Total anthocyanins were
expressed as milligrams of malvidin-3-glucoside per gram of sample. For total proanthocyanidins, the
analytical method applied was the acid butanol assay.'® This method is based on the acid-catalyzed
oxidative cleavage of the C-C interflavanic bond of proanthocyanidins in butanol-HCI. Total
proanthocyanidins were expressed as milligrams of (+)-catechin per gram of sample. Other chemical
parameters measured in the samples were flavanol reagents with p-dimethylaminocinnamaldehyde
(flavanols DMACH), expressed as milligrams of (+)-catechin per gram of sample,” and color

intensity.20

HPLC Analysis of Anthocyanins. Two milliliters of skin extracts per experimental unit was
filtered through a 0.45 um pore size nylon membrane, and then 100 pL was injected in the HPLC-DAD
system. Separation was performed at 25 2C. A gradient consisting of solvent A (water/formic acid,
90:10, v/v) and solvent B (acetonitrile) was applied at a flow rate of 1.1mL/min from 0 to 22 min and
at flow rate of 1.5mL/min from 22 to 35 min as follows: 96-85% A and 4-15% B from O to 12 min, 85-
85% A and 15-15% B from 12 to 22 min, 85-70% A and 15-30% B from 22 to 35 min. This was
followed by a final wash with 100% methanol and re-equilibration of the column. Photodiode array
detection was performed from 210 to 600 nm, and the quantification was carried out by peak area
measurements at 520 nm, according to the method of Fanzone et al.tt Anthocyanin amount was
expressed by using malvidin-3-glucoside chloride as standard for a calibration curve (R* = 0.98).
Identification and confirmation of anthocyanic pigments was performed by HPLC-DAD/ESI-MS as

described by Monagas et al.”*

HPLC Analysis of Low Molecular Weight Phenolic Compounds. Sodium chloride (1 g) was
added to 50 mL of skin and seed extract and extracted three times with 20 mL of ethyl ether and
three times with 20 mL of ethyl acetate. The organic fractions were combined, dehydrated with 2.5 g
of sodium sulfate anhydrous, filtered through a 3 um pore size cellulose filter, and evaporated to
dryness under a gentle nitrogen gas stream at 35 2C. The solid residue was dissolved in 2 mL of
methanol/water (1:1, v/v) and filtered through a 0.45 um pore size nylon membrane, and then 30 pL
was injected in the HPLC-DAD system according to the conditions described previously.'"*

Separation was performed at 25 2C. Two mobile phases were employed for elution: A (water/acetic

acid, 98:2, v/v) and B (water/acetonitrile/acetic acid, 78:20:2, v/v/v). The gradient profile was 0-55

-127 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tu/o II

Diposit Legal: T. 727-2012

min, 100-20% A and 0-80% B; 55-57 min, 20-10% A and 80-90% B; 57-70 min, 10% A and 90% B
isocratic; 70-80 min, 10-0% A and 90-100% B; 80-125 min, 100% B isocratic; followed by a 100%
methanol washing and re-equilibration of the column. The flow rate was 0.9mL/min from0 to 55min
and 1.0 mL/min from55 to 125 min. Detection was performed by scanning from 210 to 360 nm with
an acquisition speed of 1 s. The identification of specific compounds was carried out by comparison
of their spectra and retention times with those of standards. All of the individual phenolic
compounds were confirmed by HPLC-DAD/ESI-MS as described by Monagas et al.”> Quantitative
determinations were made by using the external standard method with the commercial standards.
The calibration curves were obtained by injection of standard solutions, under the same conditions
as for the samples analyzed, over the range of concentrations observed (R* > 0.94). The compounds
for which no standards were available were quantified with the curves of quercetin
(dihydroflavonols), quercetin-3-glucoside (quercetin and flavonol glycosides), myricetin (myricetin
glycosides), kaempferol-3-glucoside (kaempferol-3-galactoside), resveratrol (trans- and cis-
resveratrol glucoside), caffeic acid (trans-fertaric acid), ethyl gallate (methyl gallate), and (+)-catechin

(procyanidins). All of the analyses (including extraction) were performed in triplicate.

Statistical Analysis. Statistical analysis was carried out with Statgraphics Plus version 4.0
software (copyright 1994-1999, Statistical Graphics Corp., Warranton, VA). All of the results were
tested for homogeneity of variance using Cochran’s test and analyzed by one-way or multifactorial
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple range tests (TMRT). A p < 0.05 was considered to

be statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

To our best knowledge, there is very scarce information in the literature about the phenolic
composition of Malbec grapes. Therefore, our discussion will be mainly focused on a comparison
between Malbec and other international red varieties.

Vine Vegetative Parameters. The effectiveness in yield reduction by thinning treatments in
2008 and 2009 is shown in Table 2. Yield components of Malbec vines, with the exception of cluster
weight, were significantly affected by CT in both seasons, but we found no statistically significant
differences among treatments T1, T2, and T3. In 2008, thinned vines averaged 38% less yield, with
44.2% fewer clusters per vine as compared to the control plants. Similar results were observed in
2009, with a 41.7 and 45.6% reductions of yield and number of clusters, respectively, in thinned
plants. With respect to canopy surface area/yield ratio, CT caused increases of 80.0 and 56.7% in

2008 and 2009, respectively, as compared to the control. However, in 2009 the annual yield was
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significantly lower and the canopy surface area/yield ratio was significantly higher than in 2008,
possibly due to climatic differences between seasons, especially higher temperatures at flowering in

November 2009 (Table 1).

Table 2. Yield Components of Malbec Vines from Altamira (2008-2009)%
parameter, mean + SE (n =3)
year treatment cluster cluster yieldivine  crop yield  canopy surface
number/vine  weight (g) (kg/vine) (t/ha) arealyield (m?/kg)

C 242+04b 151.3+11.0a 36+0.1b 147+03b 05+0.1a
2008 Tl 135+0.1a 1619+84a 22x0l1a 94*01la 09%0.1b

T2 13.7+0.1a 162.0+6.7a 23%01a 96+0.1a 09+0.1b

T3 13.3+0.1a 1644+83a 22%0l1a 96*01a 09+0.1b

C 209+05b 80.2+40a 16%+0.1b 68%0.1b 1.0+0.1a
2009 Tl 108+04a 914+122a 09%01a 41%01la 16+£0.1b

T2 121+04a 76.1+103a 09%01a 39%01a 16+0.1b

T3 11.2+05a 939+115a 1.0x01a 43%02a 15+£0.1b
n each column, within the same year, mean values followed by different letters indicate significant
differences (Tukey, p < 0,05). SE, standard error. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early]
thinning; T2, veraison thinning; T3, late thinning.

General Analytical Parameters. The analysis of 100 berries of Malbec grapes during ripening
showed no significant differences among treatments, with respect to the total weight, skin weight,
and seed weight (Table 3). These results, with the absence of differences in the cluster weight (Table
2), indicate that no yield compensation occurred.’®" In general, for both seasons, the weight of the
berries as well as that of the skins increased from veraison to harvest, whereas seeds showed a slight
decrease in weight at the second sampling without continuing the trend toward harvesting. The
pooled data of the grapes for the two years of study are shown in Table 4, which represents a two-
way ANOVA using CT treatments and year as factors. When the factors “CT and year” were jointly
analyzed, there was a significant effect of “year” for these evaluated general physical parameters.

In terms of berry composition, CT treatments led to significantly higher soluble solids
concentration (2Brix) in both seasons, with a similar evolution among all treatments until harvest
(Table 3). The enhancement of sugar accumulation could be linked to the increase of canopy surface
area/yield ratio. Similar results are described for other grape varieties in other studies.”**> According
to Petrie and Clingeleffer,” the observed increase in soluble solids caused by thinning treatments
would be mostly due to the advancement of berry maturity rather than to the variation of the sugar
accumulation rate. Other must parameters (pH, titratable acidity) were unaffected by CT in both
seasons (Table 3), but there was a significant effect of factor “year” for pH (Table 4), with values

slightly higher in 2009.
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(VITIS VINIFERA L.):

Capitulo II

Table 3. General Physical and Chemical Analyses of Malbec Grapes from Altamira During Ripening (2008-2009)*
mean + SE (n = 3) for treatment
parameter year DAF
C T1 T2 T3
average weight per 100 berries (g) 2008 85° 139.6+0.7 a 139.8+2.6a 1484 +75a 143.1+11a
113 1843 +6.5a 182.1+26a 189.5+3.6a 188.2+25a
154° 191.7+30a 189.4+46a 1884 +56a 191.6+35a
2009 67° 133.3+0.8a 1411+27a 1295+5.2a 139.4+23a
98 1723+3.0a 173.1+3.7a 163.2+39a 170.0+20a
121° 180.4+6.7a 1829+70a 175.3+3.2a 187.3+5.0a
average weight per 100 skins (g) 2008 85° 19.7+1.7a 155+0.8a 19.8+0.7a 17.3+0.6a
113 226+16a 216+22a 200+1.1la 176+11a
154° 224+21a 20.6+0.7a 222+12a 240+05a
2009 67° 165+10a 17.1+06a 159+06a 17.0+05a
98 17.1+1.7a 159+0.3a 146+0.1a 15.7+0.7a
121° 16.2+0.3a 17.5+0.7 a 16.4+0.6a 17.7+08a
average weight per 100 seeds (g) 2008 85° 6.6 0.2 ab 59+03a 6.9+0.2b 6.3+0.1ab
113 53+03a 52+0.1a 54+01a 54+02a
154° 57+02a 55+0.1a 53+0.3a 59+02a
2009 67° 54+0.1a 58+0.3a 53+0.2a 56+0.2a
98 54+01a 55+0.2a 50+0.1a 51+01a
121° 54+02a 55+0.6a 52+03a 6.0+0.3a
soluble solids (°Brix) 2008 85° 136+0.1a 155+0.2b 13.8+0.3a 141+0.2a
113 21.3+0.7a 23.1+03a 229+0.7a 220+04a
154° 250+04a 26.7+0.1b 265+0.3b 26.3+0.3ab
2009 67° 145+0.3ab 151+0.1b 15.0+£0.2ab 13.8+0.4a
98 23.1+0.4ab 246+03b 239+0.1ab 228+0.1a
121° 245+0.1a 255+0.1c 25.0+0.1ab 249+0.2ab
titratable acidity (tartaric acid, g/L) 2008 85° 19.3+04b 18.0+0.6a 19.6+0.1b 19.1+0.5ab
113 6.5+0.1c 52+0.1a 5.7+0.1ab 58+0.3b
154° 41+0.1a 39+03a 40+0.2a 39+0.1a
2009 67° 17.3+0.3a 179+05a 175+04a 179+0.1a
98 50+0.1a 49+0.1a 48+03a 52+02a
121° 33*01a 36%0.1a 34+02a 3.8+0.2a
pH 2008 85° 2.86+0.03a 2.86 £0.02 a 2.86+0.02a 2.80+0.01a
113 3.24+0.04a 3.39+0.02b 3.30+0.04ab 3.22+0.03a
154° 3.60+0.05a 3.71+0.06 a 3.61+0.01a 3.63+0.03a
2009 67° 2.89+0.02a 290+0.01a 290+0.01a 2.86+0.01a
98 3.52+0.03a 3.59+0.01a 3.58+0.03a 3.53+0.01a
121° 3.86+0.04 a 3.92+0.01a 3.93+0.01a 3.89+0.01a
#Mean values followed by different letters indicate significant differences between yield treatments for the same sampling date]
(Tukey, p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early thinning; T2,
veraison thinning; T3, late thinning. P Veraison. *Harvest time.
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Table 4. Probability Values for Year and Cluster Thinning
Treatments to the General Analytical Parameters and Total Phenolic
Compounds in Malbec Grapes from Altamira (Pooled Data for 2008
and 2009 Seasons).
Puaiue” for factor
parameter year CT treatment  year x cT®
berries
weight per 100 berries 0.0486 0.9523 0.7971
soluble solids 0.8919 0.8495 0.9920
titratable acidity 0.5874 0.9985 0.9940
pH 0.0449 0.9412 0.9932
skins
weight per 100 skins <0.0001 0.5774 0.1803
total anthocyanins 0.0172 0.4832 0.9491
proanthocyanidins 0.7582 0.9175 0.9813
flavanols DMACH 0.0116 0.3053 0.8547
total phenols 0.0913 0.2661 0.6852
color intensity 0.3782 0.3782 0.9994
seeds
weight per 100 seeds 0.0055 0.6800 0.1928
proanthocyanidins 0.0892 0.0055 0.2093
flavanols DMACH 0.4386 0.7481 0.8024
total phenols 0.8317 0.9945 0.9578
Considered to be significant when p < 0.05.
®Interaction effect between year and cluster thinning treatments.

Phenolic Composition of Skins during Ripening. Total Phenolic Composition. Table 5 shows
the results of total phenolic parameters for Malbec grape skins and seeds during ripening. At harvest
time, there were no significant differences among treatments relating to total anthocyanins,
proanthocyanidins, flavanols DMACH, total phenols, and color intensity. These results are in

agreement with Da Silva et al.,**

when yield of Malbec grapes from Brazil was reduced by 45%.
However, in both seasons T1 resulted in a higher total anthocyanin concentration at veraison, as
compared to the other treatments. This could possibly be the result of an increased availability of
sugars (Table 3), which can promote enzyme activity.”*® Total anthocyanin content showed
biosynthesis, for both growing seasons evaluated, from the first sampling date until reaching a

maximum value at the second sampling, and then diminished toward harvest. A similar decline has

4,14,24,25 | 27

been reported by different authors. Fournand et al.”” suggested that this decrease could be
caused by the conversion of free anthocyanins into polymeric pigments. At harvest, the values for
this parameter ranged from 3.9 to 4.6 mg/g of skins and from 3.2 to 4.5 mg/g of skins in 2008 and
2009, respectively, indicating a significant effect of the factor “year” on the anthocyanin content
(Tables 4 and 5). The lower contents detected in 2009, particularly in control vines, could indicate

that climatic conditions with high temperatures (>33 2C) between January and March might affect
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anthocyanin accumulation, through biosynthetic inhibition and degradation phenomena.®>”® These
concentrations are similar to those observed by Da Silva et al.** in Malbec berry skins from Brazil and
higher than those reported by other authors in Cabernet Sauvignon and Carménere berry skins from
Chile.**?*

Skin proanthocyanidins have been reported to increase in size during the later stages of
ripening and react with pectins and anthocyanins, which can affect the mouthfeel and texture of red
wines as well as color stability.>® Due to the analytical method used, the results of this study reflect
only quantitative changes without power assessed for the qualitative changes. In 2008, the results
showed a decrease during ripening, whereas in 2009 there was a slight increase toward the second
sampling and then a decrease until harvest. Some authors have suggested that this decrease is
caused by reduced extractability as a result of tannin being bound to other cellular components.® At
harvest, total proanthocyanidin content ranged between 7.7 and 10.7 mg/g in 2008 and between
10.4 and 12.6 mg/g in 2009 (Table 5). These results are in agreement with those determined by
others authors' in Cabernet Sauvignon and Carménére berry skins.

The remaining parameters (total phenols, flavanols DMACH, and color intensity) followed the
same trend observed for anthocyanins in both seasons. In the particular case of flavanols DMACH,
there was a significant effect of the factor “year” (Table 4), with values slightly higher in 2009.

HPLC Anthocyanin Profile of Grape Skins. The identified and quantified compounds in Malbec
skins were grouped according to acylation (nonacylated glucosides, acetyl-glucosides, and
cinnamoylglucosides) and anthocyanidin (delphinidins, cyanidins, petunidins, peonidins, and
malvidins) characteristics. Cinnamoyl-glucosides included both p-coumaroyl and caffeoyl
anthocyanins. The results for these compounds in both seasons are presented in Tables 6 and 7.
During the ripening period, independent of treatment, cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-(6"-
acetyl)glucoside, and peonidin-3-(6""-p-coumaroyl)glucoside in 2008 and only cyanidin-3-(6"-
acetyl)glucoside in 2009 increased from veraison to harvest, whereas the remaining anthocyanins
showed the same pattern of evolution observed for total anthocyanins. Nonacylated glucosides were
the most abundant group as compared with the acylated forms, and malvidin was the main
anthocyanidin, in accordance with many other cultivars that had prevalence of 3’,5’-substituted
anthocyanins,® including Malbec wines."* Predominance of 3’,5-substituted anthocyanins was
associated with higher ratios of flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’5’H) to flavonoid 3’-hydroxylase
(F3’H) transcription activity, and higher levels of O-methyltransferase (OMT) transcripts were
observed in berries that accumulated methoxylated forms of anthocyanins more abundantly.***
Considering the acylated derivatives, Malbec skins presented a higher proportion of acetyl-glucosides

than of coumaroyl-glucosides (Tables 6 and 7), a pattern similar to that observed in Malbec and
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1121 When analyzing the distribution of anthocyanidins, we observed the

Cabernet Sauvignon wines.
same profile previously found in Malbec wines."*

At harvest, the berry skins from CT treatments had higher contents of nonacylated glucosides
and acetylated and cinnamoylated derivatives in 2008 compared with 2009. In 2008, there was a
significant effect of CT on the anthocyanin composition. Early thinning (T1) was the most significant,
generating 44.0, 39.6, and 41.2% more glucosylated, acetylated, and total anthocyanins, respectively,
as compared with the control (C). In the treatments at the most advanced stages of the ripening
period (T2 and T3) the effect on the anthocyanin composition was lower. It has to be emphasized
that this might be of importance because acetylated anthocyanins confer high stability to color
intensity and threshold for visual detection in red wines and, therefore, better color quality.” Also of
importance for color is the proportion of coumaroylated derivatives, but data from Tables 6 and 7
suggest that these compounds are not affected by yield. With respect to individual compounds, we
observed a significant effect of CT for 2008 on monoglucosides, acetylglucosides of delphinidin,
cyanidin, and petunidin, and cyanidin-3-(6"-p-coumaroyl)glucoside, whereas in 2009 CT produced a
significant effect only on the cyanidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, and cyanidin-3-(6"-
acetyl)glucoside contents (Tables 6 and 7). Increases in individual anthocyanin contents of berries
following cluster removal have also been reported in other grape varieties by several authors.®*

The pooled data of individual phenolic compounds of skins and seeds for the two years of
study are shown in Table 8, which represents a two-way ANOVA using “CT treatments and year” as
factors. The differences observed in the composition of anthocyanins for both seasons could be
explained by a differential content of primary metabolites (mainly sugars) required for anthocyanin
biosynthesis. In 2008, with a lower canopy surface area/yield ratio in control vines, there may be
some sugar limitation, and therefore the CT would alter the sink-source relationship affecting the

2229 \whereas in 2009 with an increased canopy surface

anthocyanin-related gene expression,
area/yield ratio, and thus no apparent sugar limitation, thinning did not affect the biosynthesis of
anthocyanins. There was even a decline of its content, possibly due to a decrease in the expression of
dihydroflavonol reductase gene.** Moreover, regardless of the thinning treatments, sun exposure
may differentially affect the biosynthesis of anthocyanins in berries. The light significantly increases
their accumulation and expression of biosynthetic genes.”” Conversely, the temperature has a
negative influence. Mori et al.”® demonstrated that high temperature increases anthocyanin

degradation in grape skin, together with a decrease in expression of flavonoid biosynthetic and

MYBA genes.
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Table 5. Total Phenolic Analyses of Malbec Berry Skins and Seeds from Altamira During Ripening (2008-2009)?

mean + SE (n = 3) for treatment

parameter year DAF
C T1 T2 T3
Skins
total anthocyanins (M3GlI, mg/g) 2008 85° 1.3+0.1ab 15+0.1b 1.1+0.1ab 09+01a
113 46+04a 5.7+0.2ab 6.0+£0.2b 49+0.4ab
154° 43+06a 46+02a 46+0.1a 39+02a
2009 67" 09+01a 16+0.1b 09+0.1a 10+0.1a
98 25+0.1a 33+05a 38+04a 34+01a
121° 33+04a 45+05a 35+04a 3.2+02a
proanthocyanidins (catechin, mg/g) 2008 85P 209+27a 184+02a 200+26a 156+0.6a
113 95+0.8a 11.7+23a 11.8+0.1a 135+05a
154° 7.7+0.7a 10.7+09a 85+08a 8.1+x06a
2009 67° 139+13a 10.3+24a 128+29a 125+26a
98 130+x12a 14.8+0.7 a 16.7+0.7a 142+14a
121° 108+1.1a 126+05a 104+0.2a 108+1.4a
flavanols DMACH (catechin, mg/g) 2008 85° 12+01a 14+0.1b 11+0.1a 12+0.1a
113 12+0.1a 1.3+03a 1.3+0.1a 15+03a
154° 10+0.1a 14+0.1a 09+02a 09+01a
2009 67° 1.2+0.1a 12+01a 1.0+0.1a 1.0+0.1a
98 16+0.1a 19+0.1a 20+0.1a 1.7+02a
121° 12+0.1a 14+0.2a 12+0.1a 12+0.1a
total phenols (GAE, mg/g) 2008 85° 6.0+0.1a 83+0.1b 6.0+0.3a 6.8+04a
113 9.1+05a 114+22a 116+13a 120+1.2a
154° 105+15a 143+0.8a 11.2+12a 106+0.4a
2009 67° 57+03a 57+03a 54+02a 52+01a
98 9.8+0.7a 12.0+05a 124+06a 11.0+09a
121° 9.3+08a 95+06a 9.6+02a 8.6+0.6a
Color intensity (Aso+Asg+As20) X 10 2008 85° 3.0+0.1a 32+03a 28+0.1a 27+01a
113 6.2+04a 80+04a 8.0+08a 6.8+0.7a
154° 6.8+04a 87+10a 8.1+0.7a 79+01a
2009 67" 24+02ab 28+02b 22+0.1ab 24+01a
98 6.4+04a 8.7+0.7b 8.0+0.2ab 7.1+04ab
121° 55+05a 72+01la 71+04a 6.4+06a
Seeds
proanthocyanidins (catechin, mg/g) 2008 85° 123.0+142a 106.4+9.0a 134.7+9.0a 95.2+22a
113 109.5+2.0a 113.2+3.7a 96.9+9.0a 101.3+4.7a
154° 125.2+36a 120.2+16.8a 125.1+75a 96.8+6.1a
2009 67" 1169+18a 116.1+49a 116.1+99a 108.8+3.6a
98 102.3+3.4a 105.3+19a 105.7+2.4a 98.7+1.7a
121° 99.2+30a 102.3+0.4 ab 1125+2.4b 100.8 +3.5ab
flavanols DMACH (catechin, mg/g) 2008 85° 17.1+0.9 ab 17.5+0.4 ab 19.8+09b 15.2+0.6a
113 13.0+15a 13.9+0.3a 12.2+03a 123+03a
154° 10.8+ 0.6 ab 124+05b 109+0.2ab 101+0.2a
2009 67" 175+15a 204+02a 20.1+03a 20.3t11la
98 11.7+0.2a 12.7+0.2a 124+0.2a 125+08a
121° 11.9+0.2a 11.3+05a 11.2+06a 111+15a
total phenols (GAE, mg/g) 2008 85° 38.3+0.7a 400+31a 379+25a 43.2+6.0a
113 344+x19a 311+17a 300+26a 30.8+08a
154° 26.7+25a 269+17a 299+0.7a 257+23a
2009 67° 36.4+05a 356+03a 35.7+16a 354+15a
98 312+11la 322+04a 32.0+04a 323+04a
121° 286+1.2a 29.6 £0.5ab 325+1.0b 29.8+0.3ab

thinning; T3, late thinning. PVeraison. *Harvest time.

*Mean values followed by different letters indicate significant differences between yield treatments for the same sampling date (Tukey,
p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early thinning; T2, veraison
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Table 6. Individual Anthocyanins Quantified in 2008 Malbec Berry Skins from Altamira During Ripening®

concentration (mg/kg of skins, mean + SE) for treatment

compound DAF
C T1 T2 T3
delphinidin-3-glucoside 85° 1755+89a 2442+16.3b 1720+43a 180.6+8.8a
113 282.3+69a 455.0+44.1b 379.7+17.2ab 300.3+32.2a
154° 197.4+299a 351.4+46.0b 309.6 £ 7.6 ab 257.5+6.6 ab
cyanidin-3-glucoside 8s° 229+31la 526+4.1b 223+24a 27.7+17a
113 241+09a 434+6.6a 37.3+x09a 28.3+6.0a
154° 259+29a 47.7+42c 39.2+1.8bc 33.8+0.8ab
petunidin-3-glucoside 8s° 159.6+7.8a 207.6+122b 156.9+4.1a 161.7+59a
113 316.0+5.0a 483.0+41.7b 412.5+16.1ab 3354+324a
154° 2309+322a 3935+455b 348.2+54 ab 290.6 £ 5.6 ab
peonidin-3-glucoside 8s° 673+7.1a 125.0+7.4b 65.1+59a 754+16a
113 119.1+38a 208.7+26.7b 175.0+11.1ab 134.7 £ 20.3 ab
154° 163.5+140a 246.1+17.8b 218.1+6.1ab 1945+ 125 ab
malvidin-3-glucoside 85° 592.2+315a 663.9+32.4a 587.5+12.0a 561.2+15.7a
113 1668.8 + 46.8 a 2054.0+70.4b 1695.9 +60.1 a 1617.5+68.7 a
154° 1276.7 +103.0 a 1688.3+126.1b 1569.2 £ 41.3 ab 1419.2 £ 29.5 ab
total glucosylated 85° 1017.5+54.4 a (79.8%) 1293.4 +70.9 b (80.4) 1003.7 £ 25.5 a (79.3) 1006.6 + 27.0 a (80.4)
113 2410.3 +33.4 a(76.4) 3244.2+184.2b(75.3) 2700.3 +104.4 ab (74.8) 2416.2 + 158.1 a (75.0)
154°  1894.4 +181.4 a(75.3) 2727.0+239.0b (76.8) 2484.4 £56.3ab (76.0) 2195.6 + 30.9 ab (75.4)
delphinidin-3-(6"-acetyl)glucoside 85° 253+29a 40.0+25b 26.2+10a 27.0+12a
113 37.2+04a 65.8+7.7b 59.2+2.4ab 448+ 7.4 ab
154° 303+49a 55.2+6.5b 48.1+1.0ab 39.2+13ab
cyanidin-3-(6"-acetyl)glucoside 85° 37+06a 7.8+04b 38+02a 39+02a
113 85+14a 135+29a 141+04a 12.7+31a
154° 95+30a 178+1.4b 15.7+09ab 13.9+0.5ab
petunidin-3-(6"-acetyl)glucoside 85° 27.7+26a 41.3+20b 29.0+0.7a 29.0+0.7a
113 49.7+04a 81.5+7.4b 73.4+33ab 58.0+ 8.7 ab
154° 354+57a 61.9+75b 55.7+1.2ab 47.1+2.1ab
peonidin-3-(6"-acetyl)glucoside 85° 230+15a 334+23b 233+04a 23.3+09a
113 403+15a 68.1+53b 59.5+4.9ab 475+ 6.4 ab
154° 38.1l+6.1a 53.7+48a 485+1.4a 443+12a
malvidin-3-(6"-acetyl)glucoside 85° 93.8+6.8ab 111.8+4.4b 98.3+2.0ab 895+29a
113 3314zx144a 450.7+7.4b 378.2+21.6ab 340.6+18.1a
154° 264.7+275a 339.2+276a 3208+18a 3004 +55a
total acetylated 85° 173.4 £ 14.2 a (13.6) 234.3+11.1b(14.6) 180.7 £ 3.5 a(14.3) 172.8+3.3a(13.8)
113 467.1+17.0a(14.8) 679.6+30.1b(158) 584.5+32.1ab(16.2) 503.8+43.2a(15.6)
154° 378.0+45.3a(15.0)  527.7+47.7 b (14.9) 488.8 + 3.8 ab (15.0) 444.8 + 4.1 ab (15.3)
cyanidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 85° 22+02a 40+04b 21+02a 25+02a
113 20+0.1a 40+06b 3.6+0.3ab 25+0.4ab
154° 1.7+03a 3.1+04b 28+0.2ab 2.26 £0.02 ab
malvidin-3-(6"-caffeoyl)glucoside 85° 0.7+0.1a 08+0.1a 0.47+0.02a 0.6+0.1a
113 43+03a 58+0.3b 5.0+0.4ab 4.7+02ab
154° 58+11la 6.4+03a 71+06a 58+06a
petunidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 8s° 139+03a 152+12a 136+0.2a 13.0+05a
113 276+19a 428+19b 38.2+3.7ab 31.1+27ab
154° 195+3.1a 284+41a 27.2+09a 236+04a
malvidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside cis 85° 46+02a 34+03a 43+04a 36+01a
113 104+1.1a 103+1.2a 83x06a 10.3+04a
154° 54+04a 54+05a 52+0.1a 56+0.1a
peonidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 85° 6.0+03a 84+06b 59+03a 6.0+0.1a
113 149+09a 253+20b 221+21ab 17.8+2.0ab
154° 232+25a 294+26a 283+09a 25.7+20a
malvidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside trans 8s° 56.1+22a 488+4.1a 555+21a 47.1+11a
113 219.8+189a 295.6+4.3b 249.5 +20.0 ab 236.6+12.9ab
154° 187.9+232a 2254+244a 2242+41a 209.3+5.4a
total coumaroylated 85° 82.8+2.8a(6.5) 79.7+6.3a(5.0) 81.4+27a(6.4) 722+15a(5.8)
113 274.7+22.7a(8.7) 378.1+4.3b (8.8) 321.7 + 26.6 ab (8.9) 298.4 +18.1 ab (9.3)
154° 237.7+29.4a(9.4) 291.7+319a(8.2) 287.7+6.0a(8.8) 266.4+7.1a(9.1)
total cinnamoylated 8s° 83.5+2.84a(6.6) 80.5+6.4a(5.0) 81.9+27a(6.5) 728+15a(5.8)
113 279.0+23.1a(8.8) 383.9+4.4b(8.9) 326.7 +26.7 ab (9.0) 303.1 +18.2 ab (9.4)
154° 2435 +30.5 a (9.7) 298.1+32.1a(8.4) 294.8 + 6.4 a (9.0) 272.2+7.2a(9.3)
total anthocyanins 85% 1274.4+69.8a 1608.2 +88.2 b 1266.3 £29.7 a 1252.3+315a
113 3156.4+70.1a 4307.7+216.7b 3611.5+162.8 ab 3223.1+218.0a
154° 2516.0 + 254.6 a 3552.8 +318.6 b 3268.0 + 53.6 ab 2912.6 +41.9 ab

“Average of three replicates followed by different letters in the same row indicate significant differences between treatments for each compound and date (Tukey,
p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early thinning; T2, veraison thinning; T3, late thinning
“Veraison. *Harvest time. “Relatioship (%) between anthocyanin derivatives by acylation and total anthocyanins.
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Table 7. Individual Anthocyanins Quantified in 2009 Malbec Berry Skins from Altamira During Ripening®

concentration (mg/kg of skins, mean + SE) for treatment

compound DAF
C T1 T2 T3
delphinidin-3-glucoside 67° 109.2+136a 116.5+109a 88.2+72a 87.2+t42a
98 192.9+13.9 ab 278.1+26.4ab 280.7+25.1b 1740+ 25.4a
121° 147.0+22.7 a 176.9+7.2a 156.4+13.6 a 1241+139a
cyanidin-3-glucoside 67° 145+33a 195+29a 105+1.7a 105+1.0a
98 155+22a 30.6+34b 28.9+3.4ab 16.9+29ab
121° 124+27a 20.0+0.5b 174+1.2ab 124+13a
petunidin-3-glucoside 67° 1194+134a 1235+10.1a 100.6 + 6.8 a 100.1+23a
98 236.4+17.9 ab 333.0+28.0ab 3349+257b 2211+27.1a
121° 196.0+27.4a 230.3+7.6a 2119+136a 169.2+159a
peonidin-3-glucoside 67° 58.6+7.7a 67.1+6.5a 450+55a 454+09a
98 102.1 £11.9 ab 167.9+145¢c 163.1+12.4 bc 95.1+15.0a
121° 81.6 + 16.7 ab 120.0+19b 107.6 £5.1 ab 75.1+6.7a
malvidin-3-glucoside 67° 567.6+40.4a 525.9+30.3a 470.3+229a 483.1+126a
98 1465.8 +137.1a 17644+ 775a 1842.9+58.0 a 1405.3+119.3 a
121° 1457.0+1155a 1363.1+38.6 a 14179+ 428 a 1233.0+49.8 a
total glucosylated 67° 869.3+78.3a(79.6%) 852.5+57.7a(79.9) 714.5 + 43.8 a (78.9) 726.4 + 4.8 a (79.4)
98  2012.7 + 174.3 ab (76.4) 2574.0 + 148.5 ab (76.1) 2650.6 + 121.7 b (76.8) 1912.4 + 185.1 a (78.6)
121°  1894.0+184.1a(73.9) 1910.2+45.2a(75.3) 1911.2+69.7a(75.1) 1613.8+82.8a(74.2)
delphinidin-3-(6"-acetyl)glucoside 67° 174+26a 19.6+18a 147+15a 121+18a
98 246+44a 43.1+40b 40.3+45ab 24.7+3.2ab
121° 227+40a 308+21la 266+19a 21.7+23a
cyanidin-3-(6"-acetyl)glucoside 67° 51+09a 59+06a 45+06a 33+07a
98 83+25a 152+04a 129+0.8a 10.0+14a
121° 141+15a 157+x1.7a 156+04a 140+11a
petunidin-3-(6"-acetyl)glucoside 67° 220+26a 238+19a 194+16a 176+09a
98 37.3+38a 59.7+33b 53.1+5.5ab 343+42a
121° 334+54a 428+36a 386+3.0a 329+33a
peonidin-3-(6"-acetyl)glucoside 67° 16.1+x14a 170+x1.2a 134+06a 135+08a
98 319+28ab 482+29c 45.0+ 3.0 bc 256+36a
121° 285+3.4a 350+29a 312+29a 265+19a
malvidin-3-(6"-acetyl)glucoside 67° 98.3+57a 90.5+53a 834+32a 836+22a
98 2935+ 27.8ab 363.1+8.7b 369.5+8.4b 260.4+19.0a
121° 3104+24.1a 281.5+19.0a 287.8+105a 2542+9.0a
total acetylated 67° 159.0 + 13.0 a (14.5) 156.7 + 10.0 a (14.7) 135.3 £ 7.4 a(15.0) 130.2+3.2a(14.2)
98 395.6+36.1a(15.0) 529.3+18.7b (15.7) 520.7 +22.1 b (15.1) 354.9 +30.3 a (14.6)
121° 409.2 + 37.9 a (16.0) 405.8 + 28.0 a (16.0) 399.9+14.3a (15.7) 349.3+17.1a(16.1)
cyanidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 67° 11+02a 15+02a 1.1+01a 12+02a
98 1.2+0.1ab 23+03c 2.1+0.2bc 08+0.1a
121° 1.0+0.2ab 16+0.1b 1.1+0.1ab 0.8+0.1a
malvidin-3-(6"-caffeoyl)glucoside 67° 1.30+£0.03a 1.12+0.03a 12+01a 12+02a
98 92+27a 84x1l4a 78+10a 53+03a
121° 93+06a 72+05a 111+16a 78+04a
petunidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 67° 9.3+04a 9.0+06a 81+04a 85+0.6a
98 20.1+18ab 26.8+21b 26.8+14b 146+16a
121° 195+19a 186+1.0a 178+13a 155+12a
malvidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside cis 67° 42+01a 32+02a 36+05a 3.7+01a
98 85+12a 8.0+x0.6a 88+05a 6.3+x0.7a
121° 8.3+0.8b 5.0+x06a 6.1+0.6 ab 6.3+0.2ab
peonidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside 67° 46+04a 47+03a 36+02a 39+02a
98 111+1.2a 183+0.6b 175+12b 8.0x13a
121° 129+23a 16.2+1.4a 155+0.7a 11.2+05a
malvidin-3-(6"-p -coumaroyl)glucoside trans 67° 440+17a 37.7+18a 37.7+31la 39.3+05a
98 175.4 +15.8 ab 213.8+82b 219.1+4.3b 129.8+14.4a
121° 209.1+139a 172.8+9.6 a 183.9+5.7a 169.2+5.1a
total coumaroylated 67° 63.2+25a(5.8) 56.2+28a(5.3) 54.1+4.0a(6.0) 56.6+1.0a(6.2)
98 216.4+19.2 ab (8.2) 269.3+11.7 b (8.0) 2743+6.1b (7.9) 159.6 + 17.7 a (6.6)
121° 250.8+17.4a(9.8) 214.2+123a(8.4) 224.4+7.44a(8.8) 203.0+6.9a(9.3)
total cinnamoylated 67° 64.5+25a(5.9) 57.3+28a(5.4) 55.3+4.0a(6.1) 57.8+0.9a(6.3)
98 225.6 +21.7 ab (8.6) 277.7+12.6 b (8.2) 282.1+6.4b (8.2) 164.9+17.5a (6.8)
121¢ 260.1+17.9 a (10.1) 221.4+12.8a(8.7) 2355+7.0a(9.2) 210.8+7.3a(9.7)
total anthocyanins 67° 1092.7 +93.4 a 1066.6 £ 69.5 a 905.2+48.1a 9143+6.2a
98 2633.9+231.1ab 3381.0+179.0b 3453.4+149.2b 2432.3+226.5a
121° 2563.2 +238.2 a 2537.4+79.0 a 2546.6 £ 90.5 a 2173.9+107.1a

“Average of three replicates followed by different letters in the same row indicate significant differences between treatments for each compound and date (Tukey,
p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early thinning; T2, veraison thinning; T3, late thinning
“Veraison. *Harvest time. “Relatioship (%) between anthocyanin derivatives by acylation and total anthocyanins.
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Table 8. Probability Values for Year and Cluster Thinning Treatments to the Phenolic
Compounds in Malbec Berry Skins and Seeds from Altamira (Pooled Data for 2008 and 2009
Seasons).
Pvae” for factor
compound year CT treatment year x cT
skins
anthocyanins glucosylated 0.0256 0.2227 0.8043
anthocyanins acetylated 0.0548 0.2269 0.8135
anthocyanins cinnamoylated 0.0457 0.6603 0.8622
delphinidins < 0.0001 0.0014 0.3443
cyanidins < 0.0001 < 0.0001 0.0844
petunidins 0.0001 0.0196 0.6402
peonidins < 0.0001 0.0050 0.6839
malvidins 0.3091 0.6211 0.9009
total anthocyanins 0.0303 0.2577 0.8162
hydroxybenzoic acids/derivatives 0.1914 0.7050 0.9457
hydroxycinnamic acids/derivatives < 0.0001 0.0208 0.0215
stilbenes 0.0002 0.8856 0.9441
flavanols 0.0323 0.5862 0.9883
flavonols 0.0673 0.4590 0.9257
dihydroflavonols < 0.0001 0.9032 0.9592
total phenolic compounds 0.0023 0.7441 0.9625
seeds
total phenolic compounds 0.3947 0.7972 0.7787
2 Considered significant when p < 0.05.
® Interaction effect between year and cluster thinning treatments.

HPLC Nonanthocyanin Profile of Grape Skins. The identified and quantified low molecular
weight phenolic compounds in Malbec skins during ripening (2008-2009) were grouped in
nonflavonoids (hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids/derivatives, stilbenes) and flavonoids
(flavanols, flavonols, and dihydroflavonols). Among nonflavonoids, we identified gallic,
protocatechuic, syringic, trans-fertaric, and trans-caffeic acids, methyl and ethyl gallates, and trans
and cis-resveratrol-3-glucosides. Among nonanthocyanin flavonoids, we found 7 flavanols [(+)-
catechin, (-)-epicatechin, 3 procyanidin dimers, and 2 procyanidin trimers], 10 flavonols (myricetin-3-
galactoside, myricetin-3-glucoside, kaempferol-3-galactoside, quercetin-3-glucuronide, quercetin-3-
galactoside, quercetin-3-glucoside, quercetin-3-rhamnoside, isorhamnetin-3-glucoside, laricitrin-3-
glucoside, and naringenin), and 4 dihydroflavonols (dihydroquercetin-3-rhamnoside,
dihydroquercetin-3-glucoside, dihydrokaempferol-3-glucoside, and an unknown dihydroflavonol).

During the 2008 ripening period, independent of the treatment, the phenolic profile changed
remarkably from 85 to 154 DAF (Table 9). There was a decrease in the relative abundance (percent)
of hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids/derivatives and flavonols with respect to the total,
representing 3.9, 2.1, and 42.7% at 85 DAF and 2.4, 0.8, and 28.7% at 154 DAF, respectively, whereas

stilbenes, flavanols, and dihydroflavonols increased from 0.3, 19.8, and 31.1% to 0.8, 22.3, and
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45.0%, respectively. In 2009, these compounds showed the same pattern of evolution as observed in
2008, except for flavanols, the relative abundance of which decreased until harvest. At this moment
their general distribution was 1.6% of hydroxybenzoic acids, 0.3% of hydroxycinnamic acids, 0.9% of
stilbenes, 11.0% of flavanols, 24.2% of flavonols, and 62.0% of dihydroflavonols. All of the phenolic
groups (nonflavonoids and flavonoids) increased progressively from veraison to harvest in 2008,
whereas 2009 showed a considerable increase toward the second sampling and then a decrease until
harvest (Table 9).

At harvest, the nonanthocyanin phenolic composition of skins was differentially affected by
CT treatments. With regard to the nonflavonoids, the yield treatments did not modify their content,
with significant higher values for phenolic acids in 2008 than 2009 and similar contents of stilbenes in
both seasons (Tables 8 and 9). These results are in agreement with those obtained by other authors

in different grape varieties.'***

Stilbenes are important compounds of interest in human health due
to their putative protective effects against cardiovascular diseases. In grape cluster, stilbenes are
considered to be located essentially in skins and mainly in glucosylated form. The levels determined
in this study, ranging from 7.2 to 10.2 mg/kg of skins, are coincident with previous results.*

Considering the flavanols, we observed a significant effect of T1 only in 2009 berry skins with
respect to the rest of the treatments, and the total content was lower compared to 2008 (Tables 8
and 9). The main monomer quantified in the skins was (+)-catechin (6.4-8.1 mg/kg of skins), followed
by (-)-epicatechin (5.2-6.9 mg/kg of skins). Considering the ratio (+)-catechin/(-)-epicatechin (average
of 1.2 among samples), it would be possible to suggest that in Malbec grapes, the
leucoanthocyanidin reductase enzyme is more active than the anthocyanidin reductase, as shown in
Fanzone et al."* The highest levels of procyanidin dimers and trimers found in the skins of 2008,
together with the higher anthocyanins content, represent their ability to obtain quality wines with
potential for aging, because these compounds are related to color stability and body through
reactions of copigmentation and polymerization.36

Flavonols were the second most abundant group found in Malbec berry skins at harvest. The
total contents ranged from 288.6 mg/kg of skins to 318.0 and from 208.3 to 291.9 mg/kg of skins in
2008 and 2009, respectively (Table 9). These concentrations are lower than those found in Syrah
grapes with thinning management,” higher with respect to Carménére,** and similar to those
determined by other authors.*® In the pattern of 2008, the main flavonol was myricetin (mean =
29.4%), followed by isorhamnetin (22.1%), quercetin (18.9%), kaempferol (13.4%), laricitrin (8.3%),
and naringenin (8%), whereas in 2009, a different profile was observed, with flavonol myricetin
(33.1%) being the main flavonol, followed by kaempferol (28.0%), quercetin (13.9%), naringenin
(11.0%), laricitrin (7.4%), and isorhamnetin (6.7%). These results differ from those presented by

Mattivi et al.*” for other red grape varieties, indicating a distinctive flavonol profile of Malbec grapes.
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To analyze the effect of CT on these compounds, in 2008 there were no differences between them
with respect to the control, whereas in 2009, T1 and T2 positively affected the contents of myricetin-
3-glucoside, kaempferol-3-galactoside, quercetin-3-galactoside, quercetin-3-glucoside, laricitrin-3-
glucoside, and naringenin, increasing the level of total flavonols by 21.2 and 6.8%, respectively. This
could be mainly explained by climatic differences between seasons. First, regardless of thinning
treatments, higher temperatures and radiation existing in 2009 induced a higher expression and
regulation of flavonol synthesis in berries®® between the first and second samplings. Then toward the
harvest, there was a decrease in the rate of these compounds, probably due to degradation and
inhibition by high temperatures, as has been described for other flavonoids such as anthocyanins.?®
However, the thinning treatments applied to pea size (T1) and veraison (T2) would allow greater
availability of photoassimilates (sugars) in leaves at early stages before berry fillling. Thus, the higher
rate of flavonols might be explained by an inductive effect of sugars on the expression of genes
involved in biosynthesis, as in the case of anthocyanins.”>?®

Another important 2-phenylbenzopyran subclass found in some fruits is the dihydroflavonols.
These compounds contribute to a smaller fraction of total wine flavonoids, and they play functional
roles in grape berries. Data on dihydroflavonols in grapes are rather scarce and, as far as we know,

have been reported especially in white varieties.*®*

Dihydroflavonols such as astilbin
(dihydroquercetin-3-rhamnoside) most likely function in plants to fight Botrytis infection. It is also
considered as a bioactive compound that would provide antimicrobial, antibacterial,
cardiopreventive, and possibly chemopreventive effects in humans. In our experiment, these
compounds were characterized by HPLC-DAD/ESI-MS and using the UV spectral information (Table
10). The total content, independent of treatment, ranged from 461.9 to 490.3 mg/kg of skins and
from 574.6 to 695.6 mg/kg of skins in 2008 and 2009, respectively (Table 9). Analyzing the effect of
CT on these compounds, in 2008 we found no differences between the treatments with respect to
the control, whereas in 2009, T1 positively affected the contents of dihydrokaempferol-3-glucoside
and the unknown dihydroflavonol without changing the total content. Dihydroflavonols are direct
precursors of flavonols; therefore, the significant differences observed in both seasons (Table 8)
could be explained by the differences in flavonol content, suggesting a possibly lower activity of
flavonol synthase (FLS) in 2009 samples compared to 2008. Dihydroquercetin-3-glucoside was the
major compound among all nonanthocyanin phenolics detected and represented 25.7% (2008) and
39.9% (2009) of the total content at harvest. To our knowledge, this finding is reported for the first
time inMalbec grapes, and it was also obtained in another experiment with Malbec wines,"* which

could represent a distinctive feature of this variety.
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Capitulo II

Table 9. Low Molecular Weight Phenolic Compounds Quantified in Malbec Berry Skins, from Altamira, During Ripening (2008-

2009)*
concentration (mg/kg of skins, mean + SE) for treatment
compound year DAF
c T1 T2 T3
total hydroxybenzoic 2008 85" 13.8+ 1.1 ab (4.0% 17.3+0.9b (3.3) 11.9+0.3 a (4.4) 14.0 £ 1.0 ab (3.9)
acids/derivatives 113 21.4+18a(2.8) 25.1+4.5a(2.9) 27.5+3.2a(2.9) 28.0+3.4a(3.0)
154° 25.4+2.1a(2.5) 26.8+1.7a(2.4) 25.8+2.1a(2.4) 23.2+1.6a(2.3)
2009 67° 17.7+0.9a (2.8) 17.0+1.0a (2.6) 17.1+0.6 a (3.0) 16.2+ 0.6 a (2.8)
98 21.7+1.0a(L7) 26.8+1.8ab (1.7) 28.8+1.1b(1.8) 25.7 +2.0ab (1.9)
121° 16.8+ 0.6 a (1.6) 16.5+0.7 a (1.4) 17.2+0.2a(1.7) 16.5+ 0.6 a (1.8)
total hydroxycinnamic 2008 85° 7.1+0.7a(2.1) 10.1+0.7 b (1.9) 6.6 +0.4a(2.4) 7.8+0.2ab (2.2)
acids/derivatives 113 58+0.1a(0.8) 76+11a(0.9) 75+0.7a(0.8) 7.8+0.9a(0.8)
154° 8.1+0.8a(0.8) 9.5+ 0.6 a (0.9) 9.0+ 0.6 a(0.9) 8.2+0.5a(0.8)
2009 67° 2.9+0.1a(0.5) 2.9+0.2a(0.4) 3.2+0.1a(0.6) 3.0+0.1a(0.5)
98 3.1+0.2a(0.2) 3.5+0.1ab(0.2) 3.8+0.1b(0.2) 3.5+0.2ab (0.3)
121° 3.3+0.1a(0.3) 3.0+0.1a(0.3) 3.2+0.1a(0.3) 29+0.1a(0.3)
total stilbenes 2008 85° 1.1+0.1a(0.3) 1.7+0.1b (0.3) 1.0+0.1a(0.4) 1.4+0.1ab (0.4)
113 41+0.3a(0.5) 4.8+0.5a(0.6) 4.6+0.6a(0.5) 5.0+ 0.4a(0.5)
154° 7.2+0.7a(0.7) 9.4+1.5a(0.9) 9.3+1.2a(0.9) 9.0+0.7a(0.9)
2009 67° 3.5+0.1a(0.6) 3.6+0.3a(0.5) 3.3+0.2a(0.6) 3.2+0.2a(0.6)
98 12.2+1.2a(0.9) 13.1+0.5a(0.8) 13.7+0.7 a (0.9) 11.5+1.1a(0.8)
121° 9.1+ 0.6 a(0.8) 10.2+1.0a(0.9) 9.1+ 0.4a(0.9) 8.6+0.1a(0.9)
total flavanols 2008 85° 71.2 £5.7 ab (20.8) 95.9+3.3b (18.2) 54.4+23a(19.9) 725%0.8ab (20.2)
113 1546+ 4.7a(20.2) 194.7+265a(22.9) 191.5+16.2a(20.3) 202.5+22.1a (21.6)
154° 228.8+16.2a(22.4) 246.7+7.8a(22.4) 2480%254a(23.3) 211.8+20.3a(21.0)
2009 67° 1140+6.8a(18.2) 123.6+12.3a(18.6) 104.1+6.0a(18.4) 103.2+6.9a (18.0)
98 152.3+4.9a(11.7) 1895+4.3bc(12.2) 198.8+4.8c(12.4) 166.1+10.1ab (12.0)
121° 1121+51a(10.4) 136.6+6.6b(11.9) 103.5+53a(10.5) 100.8+2.4a (11.1)
total flavonols 2008 85° 148.0 £ 16.3ab (43.3) 218.2+18.6b (41.4) 116.3+2.6a(42.4) 156.6+19.4ab (43.7)
113 215.7+21.0a(28.2) 2459+345a(28.9) 276.2+37.3a(29.2) 251.2+37.5a(26.8)
154° 288.6+22.3a(28.3) 318.0+10.9a(28.9) 3024+24.3a(285) 292.6+152a(29.0)
2009 67° 180.7+9.1ab(28.8) 200.5+10.0b(30.2) 1652+4.1a(29.2) 171.3+2.2ab (29.9)
98 355.8+30.7a(27.2) 410.0+25.7a(26.4) 4425+33.0a(27.6) 371.2+24.2a(26.8)
121° 240.8+6.7ab (22.3) 291.9+10.5¢(25.5) 257.2+12.4bc(26.0) 208.3+4.7a(22.8)
total dihydroflavonols 2008 85° 100.7+7.6a(29.4) 1843+23.3b(34.9) 83.7+9.8a(30.5) 106.0+13.8a (29.6)
113 363.1+454a(47.5) 373.9+59.8a(43.9) 438.1+62.4a(46.3) 4425+62.8a(47.2)
154° 461.9+30.0a(45.3) 490.3+6.0a(44.5) 468.1+29.5a(44.0) 463.2+16.5a (46.0)
2009 67° 308.9+20.6a(49.2) 316.5+20.8a(47.7) 272.0+4.4a(48.2) 276.0+135a(48.2)
98 760.7+37.1a(58.3) 910.6+38.3a(58.6) 916.8+44.4a(57.1) 809.7+50.7 a (58.3)
121° 695.6 + 21.6 b (64.5) 687.3 +39.3 ab (60.0) 597.5+ 13.3 ab (60.5) 574.6 + 23.0 a (63.0)
total nonanthocyanin 2008 85° 3419+284a 527.7+389b 274.0+5.1a 358.3+46.1a
phenolic compounds 113 7647+71.0a 852.0+126.8a 9453+ 11294 937.0+ 1256 a
154° 1020.0 +67.5a 1100.8 + 18.8 a 1062.6 + 28.3 a 1008.1 +40.3 a
2009 67° 627.6+36.0a 664.1+43.8a 564.8+5.2a 5729+22.4a
98 1305.8 + 69.6 a 1553.5+67.5a 1604.4 £ 82.2 a 1387.7+86.9a
121° 1077.7+28.9b 1145.6 £55.9b 987.6 + 28.4 ab 911.8+20.3a

#Average of three replicates followed by different letters in the same row indicate significant differences between treatments for each compounds|
group and date (Tukey, p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early thinning; T2,
veraison thinning; T3, late thinning. PVeraison. “Harvest time. “Relative abundance (%) between phenolic groups and total phenolics.
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Table 10. Dihydroflavonols Identified by HPLC-DAD/ESI-MS in Malbec Berry Skins
compound Amax molecular ion [M-H]" Fragments ions
(nm) (m/z) (m/z)
dihydroquercetin-3-glucoside 336 (sh)?, 292 465 303
dihydroquercetin-3-rhamnoside 336 (sh), 292 449 303
dihydrokaempferol-3-glucoside 340 (sh), 292 449 287
®sh, shoulder.

Phenolic Composition of Seeds during Ripening. Total Phenolic Composition. The seeds play
a very important role during red winemaking, the flavanols being the major sensory components
responsible for the bitterness and astringency of red wine, as well as also facilitate the stabilization
of the anthocyanins. Table 5 shows the results of total phenolic parameters for Malbec grape seeds
during ripening. During the periods evaluated, independent of treatments, total phenols and
flavanols DMACH decreased 31.5 and 36.5% in 2008 and 41.9 and 15.8% in 2009, respectively,
between the first and last samplings. With regard to proanthocyanidins, in 2009 the same trend was
observed as in the above parameters, whereas in 2008 these compounds showed an irregular
pattern of evolution. At harvest time in 2008 season, there was a significant effect of T1 on flavanols
DMACH content, whereas in 2009 the T2 treatment increased the proanthocyanidin and total phenol
concentrations. The findings obtained in this research were concordant with those presented in
previous studies with other varieties.***°

HPLC Nonanthocyanin Profile of Grape Seeds. Table 11 shows the identified and quantified
low molecular weight phenolic compounds in Malbec seeds during ripening (2008-2009). Among
them, three flavanol monomers were found [catechin-(4a—>8)-catechin (B3), epicatechin-(4B—>8)-
catechin (B1), catechin-(400a—>8)-epicatechin (B4), epicatechin-(4B->8)-epicatechin (B2), and
catechin-(4a—>6)-catechin (B6)], one procyanidin trimer [epicatechin-(4B->8)-epicatechin-(4p—>8)-
catechin (C1)], five undetermined procyanidins [two dimers esterified with gallic acid (DG1, DG2),
two trimers esterified with gallic acid (TG1, TG2), and one tetramer], and only one nonflavonoid
compound (gallic acid).

Both flavanol monomers and seed procyanidin contents experienced a continuous fall until
harvest, indicating that the extraction of these compounds declines with maturity. Kennedy et al.**
suggest that this decline is consistent with an oxidative process. As expected, the seeds had a high
concentration of flavanols in comparison with the skins. At harvest, the total flavanol contents in
seeds were 4- and 9-fold higher than that of the skins in 2008 and 2009, respectively. These results
coincide with the findings described previously by other authors in other varieties.'® Also according
to these studies, we observed that in Malbec seeds the major compound was (+)-catechin, followed
by (-)-epicatechin. We found no significant differences of these monomers in both seasons; however,

the remaining monomer (epicatequina-3-gallate) had a greater amount in 2009 compared with 2008.
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Table 11. Low Molecular Weight Phenolic Compounds Quantified in Malbec Berry Seeds, from Altamira, During Ripening

concentration (mg/kg of seeds, mean * SE) for treatment

compound year DAF
C Tl T2 T3
gallic acid 2008 85° 1404 +121a 1435+0.2a 139.3+3.7a 136.1+11.1a
113 30.3+09a 35.0+t1lla 26.0+3.0a 29.7+53a
154° 151.6+9.6a 1443+123a 1024+12.2a 101.9+9.0a
2009 67" 108.2+4.8a 120.7+04 a 103.1+1.6a 1084 +5.8a
98 648+2.0a 704+34a 744+43a 749+86a
121° 80.7+3.8a 83.6+t4.2a 735+22a 77.1+32a
+)-catechin 2008 85° 2649.7 £103.4a 3095.1+199.8a 2860.5+214.7a 3144.7+4015a
()
113 2565.0 £ 280.6 a 2411.6+220.8a 2413.5+168.2a 2863.2+227.3a
154° 2061.0 £ 1455a 2002.8+14.3a 27545+251.5b 2046.6+99.1a
2009 67° 2717.0 £162.7a 5345.2+226.7b 4226.4+633.3ab 3257.6 +261.7 ab
98 2099.8 £ 116.7a 2659.1+307.8a 2888.7+280.7a 1874.4+106.6a
121° 1806.4+56.2ab 2025.3+26b 1662.9 £ 16.9 a 1682.0+88.2a
-)-epicatechin 2008 85° 1532.3+246.2a 1824.3+101.0a 1750.8+94.8a  1650.7 +128.4a
(-)-ep
113 1324.8+50.5a 11189+72.6a 1725.7+359b 1239.2+17.7a
154° 1221.3+97.6a 8359+1548a 1061.9+140.6a 1183.6+1885a
2009 67° 1548.2+61.6a 3187.4+1355b 2372.0+228.1ab 1932.7+137.8a
98 13225+ 141.7a 1332.7+131.3a 1433.5+139.3a 975.1+81.7a
121° 1090.7+53.6 a 1219.6+118.0a 1048.8+39.9a 9416 +66.5a
epicatechin-3-gallate 2008 85° 1159+ 184 a 926+5.2a 1425+ 16.2a 163.0+0.4 a
113 614+23a 83.7+40b 57.3+27a 62.1+20a
154° 278+27a 544+10c 44.3+3.8ab 36.8+2.1ab
2009 67° 1459+129a 202.1+26.4a 185.2+16.3a 1735+53a
98 778+4.1la 123.0+15.1a 97.8+3.1la 88.4+t89a
121° 747+99a 86.8+5.0a 86.7t25a 839+29a
procyanidin B1 2008 85° 86.7t6.4a 80.8+4.8a 105.3+15.3a 86.2+3.7a
113 304+t74a 60.1+99a 395+24a 46.7t46a
154° 143+18a 141+10a 144+16a 19.3+25a
2009 67° 1024 +t4.4a 207.0+21.2b 165.3 + 14.7 ab 137.7+13.2ab
98 344+t27a 36.4+20a 46.0+5.7a 275+19a
121° 279+43a 270+32a 245+0.1a 273+15a
procyanidin B2 2008 85° 2989+181a 223.8+188a 272.7+181la 286.7+119a
113 155.3+252a 216.8+36.1a 1443+ 109 a 169.0+219a
154° 709+84a 440+78a 409+09a 126.0+9.9b
2009 67° 222.7+54a 454.1+2.2b 350.3+48.4 ab 304.7 +49.7 ab
98 120.8+154a 129.0+19.1a 152.4+235a 85.0+113a
121° 108.6 £13.6a 1055+3.0a 1132+1l1la 106.9+10.9 a
procyanidin B3 2008 85° 141.7+233a 1339+51a 191.4+05a 153.6+17.3a
113 138.2+8.4a 107.5+16.7 a 195.7+25b 126.1+9.5a
154° 93.7+9.8a 63.9+t4.0a 68.7t11.1a 1147+19.1a
2009 67° 187.3+23.1a 366.9+109b 301.5+33.0ab 2286+116a
98 846+31a 95.0+3.8a 105.2+13.0a 76.9+39a
121° 58.2t69a 61.5t4.7a 586+0.1a 53.3+6.8a
procyanidin B4 2008 85° 250.7+145a 2941+195a 308.0+223a 308.6 +16.4 a
113 235.7+18.7a 170.1+18a 265.6+22a 260.3+358a
154° 2059+232ab 1158+138a 251.3+11.0b 199.6 £ 19.0 ab
2009 67° 295.1+27.0a 496.7+305a 4446+340a 386.6 +459a
98 185.5+5.0 ab 2156+3.0b 1589+5.6a 175.3+6.1a
121° 86.5+2.8a 176,5+2.8b 126.3+22.9ab 109.9+12.0 ab
procyanidin B6 2008 85° 301+27a 386+22a 305+4.0a 57.7+0.1b
113 36.3+05a 43.0+t4.1a 335+0.3a 46.3+4.2a
154° 295+0.1a 279+0.2a 284+04a 28.1+05a
2009 67" 499+14a 75.9+2.2b 59.6 £5.9 ab 55.3+4.5ab
98 540+18a 446+18a 49.3+6.1a 513+1l1la
121° 283+27a 43.8+4.5ab 51.0+£6.2b 31.7+35ab

“Average of three replicates followed by different letters in the same row indicate significant differences betw een
treatments for each compound and date (Tukey, p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flow ering. Cluster thinning
treatments: C, control; T1, early thinning; T2, veraison thinning; T3, late thinning. bVeraison. “Harvest time.
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Table 11. Continued

concentration (mg/kg of seeds, mean * SE) for treatment

compound year DAF
C T1 T2 T3
procyanidin C1 2008 85" 162.7+1.2a 190.3+19.0a 126.2+6.0a 135.9+188a
113 100.4 +13.8a 823+22a 75.2+52a 138.1+16.7 a
154° 67.7+69a 56.5+89a 585+35a 58.6+3.7a
2009 67° 219.8+13.2a 410.7+54.1a 371.2+38.7a 282.7+43.0a
98 80.2t 4.6 ab 99.3+9.6b 1124+1.0b 63.9+53a
121° 75.0+9.1a 113.8+5.1a 100.1+10.1a 87.3+3.0a
tetramer 2008 85" 649+36b 29.4+18a 71.1+26b 79.9+10.7b
113 251+0.2a 27.1+05a 69.0£6.6b 342+21la
154° 27.2+18a 240+08a 452+12b 31.7+31a
2009 67" 481+26a 85.7+3.1b 76.5+7.9ab 62.4+5.4ab
98 41.2+54a 57.8+3.2a 413+1l1la 442+79a
121° 280+1.7a 32.1+0.2a 404+t51a 23.1+35a
procyanidin dimer gallate 1 2008 85° 355+35a 60.1+6.5ab 357+35a 849+57b
113 59.4 £8.0 ab 80.6+12.6b 33.0t10a 320+t51a
154° 334+05a 50.6+3.6 b 322+37a 31.9+23a
2009 67" 87.5+25a 122.4+13.3a 1153+173a 91.6+86a
98 689+6.4a 67.0+3.7a 685+4.0a 69.7+38a
121° 55.7+8.0a 538+7.6a 62.8+3.3a 36.2+3.7a
procyanidin dimer gallate 2 2008 85" 200.6 + 10.1 ab 181.7+7.1a 2485+9.4b 196.6 £6.3a
113 154.9 £ 19.4 ab 100.3+6.1a 128.3+7.5ab 164.6 +15.6 b
154° 105.0+13.2a 107.1+159a 121.9+95a 925+45a
2009 67° 4075+425a 737.2+27.0b 620.0 £ 61.4 ab 493.5 + 30.0 ab
98 106.6 + 13.8 a 133.7+20.1a 131.8+3.6a 76.4+99a
121° 70.3+3.0a 786+4.7a 834+52a 77.0+52a
procyanidin trimer gallate 1 2008 85° 47.0+3.8a 104.6 +5.7b 120.0+11.6b 224.0+9.3cC
113 93.2+149ab 127.0+8.8b 69.6+3.1a 74.1+15.0 ab
154° 111.9+169a 102.0+9.2a 1255+ 104 a 103.8+6.7a
2009 67° 140.7+ 138 a 267.2+15b 224.4+24.1b 127.0+4.7a
98 747+46a 71.2+6.0a 84.6+t26a 59.6 £6.9a
121° 619+41a 67.3+43a 68.4+3.7a 63.7+t54a
procyanidin trimer gallate 2 2008 85" 290.6 +54.7 a 275.4+44a 361.0+53.5a 308.0+53.3a
113 229.8+7.6ab 2945+24.7b 2141+140a 206.9+3.1a
154° 351+49a 1303+1.7¢ 1342+9.0c 86.8+6.3b
2009 67° 1009.6 +46.0a 2070.1+114.1b 1930.6 +76.0 b 976.9+131.3a
98 2445+342a 201.0+4.1a 401.0+21.8b 156.4+7.7 a
121° 161.1+2.0a 167.2+t45a 200.9 +£10.3b 162.2+23a
total phenolic compounds 2008 85" 6047.5+168.4a 6768.3+302.8a 6763.5+181.9a 7016.6 £ 489.7 a
113 5240.1 £+299.6 a 4958.4+1759a 5490.4 +135.0 a 5491.3+246.1a
154° 4256.4+306.4a 37735+1305a 4884.3+345.1a 4260.9 +320.6 a
2009 67" 7289.8 +415.8a 14149.2+536.0b 11546.2+1240.7ab 8619.1+4379a
98 4660.4 +314.2a 5341.1+408.6 a 5838.2 +482.0 a 3903.9+237.5a
121° 3814.0 +154.5a 43424 +167.1a 3801.5+9.2a 3563.1+202.6 a

E‘Average of three replicates followed by different letters in the same row indicate significant differences between treatments for each|
compound and date (Tukey, p < 0,05). SE, standard error. DAF, days after flowering. Cluster thinning treatments: C, control; T1, early]
thinning; T2, veraison thinning; T3, late thinning. "Veraison. “Harvest time.

The relative abundance of these flavanol monomers changed during both periods evaluated.

In 2008, independent of treatment, the C:EC:ECG ratio changed from 44:25:2 on first sampling to

52:25:1 on last sampling, whereas in 2009 we observed a 37:22:2 ratio at veraison and a 46:28:2

ratio at harvest. According to Kennedy et a

41
l.

these rate differences are consistent with expected

differences when C, EC, and ECG are exposed to radical-induced oxidation under aqueous conditions.
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With regard to procyanidins, there were some differences in their contents at harvest. In 2008, the
relative abundances of procyanidins and compounds esterified with gallic acid were 11.3 and 8.2%,
and those in 2009 were 12.6 and 9.5%, respectively. Finally, the flavanol composition of seeds was
differentially affected by CT treatments. At the last sampling date in 2008, the thinning treatments
increased the contents of C, ECG, B4, tretamer, DG1, and TG2, whereas in 2009, the only compounds
affected by CT were C, B4, B6, and TG2. The analysis of pooled data for the total content of phenolic
compounds revealed no significant differences between seasons (Table 8).

The results presented in this paper show variations in some total phenolic variables analyzed
and in the individual nonflavonoid and flavonoid contents of Malbec grapes from different thinning
treatments, during the ripening period. In summary, during 2008, with more restrictive conditions for
grapevines mainly due to climatic conditions, the early thinning had a differential effect on the
various parameters evaluated on berry skins and seeds. This practice encouraged the biosynthesis of
some global parameters of the grapes (soluble solids) and seeds (flavanols DMACH) and some
individual compounds in grape skins (anthocyanins) and seeds (flavanols). Conversely, in 2009 the
thinning treatments produced a different effect compared to 2008; there was greater biosynthesis of
nonanthocyanin flavonoids (flavanols and flavonols) in skins and some global parameters and
individual flavanols in seeds.On the other hand, in 2008 there was a higher concentration of most
phenolic compounds, indicating greater potential to obtain high-quality wines, with polymeric
pigments and color stability suitable for long aging. Finally, it is important to note that benefits from
thinning should be carefully weighed with the cost involved in this viticultural practice (about $250
U.S. per hectare) and the losses of fruit, particularly if gain in grape and wine quality is not evident.

As a conclusion, our work presents for the first time the phenolic profile of Malbec berry
skins and seeds from Mendoza. The phenolic composition and the range of the data obtained in the
analyzed Malbec samples are in good agreement with the available international literature for other
red varieties. Furthermore, our analysis of the individual phenolic composition by HPLC-DAD/ESI-MS
shows that the compound family corresponding to dihydroflavonols seems to be a distinctive feature
of Malbec, differing from the phenolic profile reported for other red varieties (e.g., Cabernet

Sauvignon, Merlot, Carménére, and Syrah).
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1. Consideraciones generales

En vista de las necesidades y demandas del mercado actual, resulta cada vez mas necesaria la
produccién de vinos de la mayor calidad posible. La calidad del vino puede ser definida por criterios
diferentes, estando sujeta a los pardmetros de evaluacién empleados, y siempre disefiados para
cumplir con los requisitos de los consumidores. Entre los parametros objetivos, se encuentran los
compuestos quimicos provenientes de las uvas que inciden en las caracteristicas sensoriales y en el
valor nutricional de los vinos correspondientes. Estos compuestos son biosintetizados en la planta de
vid a través del metabolismo primario (azlcares, proteinas, lipidos) y secundario (compuestos
fendlicos y sustancias odorantes), y su concentracién en las uvas esta condicionada por factores
genéticos relacionados a la variedad, factores edafoclimaticos y manejos culturales aplicados sobre el
vifiedo (Jackson y Lombard, 1993; Haselgrove et al., 2000; Diring y Davtyan, 2002; Downey et al.,
2006).

En las ultimas décadas, el reconocimiento del importante papel de la viticultura en la
produccién de vinos de alta calidad ha conducido a un interés considerable en las précticas culturales
tendientes a optimizar la calidad de la materia prima. Gran parte de estos manejos viticolas tienen
como funcién controlar el equilibrio entre el crecimiento vegetativo y productivo de la vid. El aclareo
o raleo de racimos (remocién de fruta) se aplica usualmente para modificar la relacién fuente
(hoja)/receptaculo (bayas), pues limita parte de la cosecha sin disminuir el area foliar. Al eliminar
drganos vivos, la planta concentra su actividad en las partes que se dejan, favoreciéndose el
transporte de fotoasimilados a las bayas y los procesos fisioldgicos como el llenado y la maduracidn
de las mismas. Esta prdactica puede emplearse como medida correctiva cuando las condiciones
medioambientales determinan rendimientos excesivos dificultando la maduracién de las uvas
(Valdés et al., 2009). El raleo de racimos, independientemente de su intensidad y época de
realizacion, afecta la produccién. Al tener menos uvas, las plantas raleadas tienden a compensar su
produccién aumentando el tamafo de las bayas. Cuando el raleo se realiza en envero, no incide
considerablemente sobre el tamafio de las bayas ni sobre el peso de los racimos, ya que la planta no
dispone de las mismas posibilidades de recuperacion que cuando dicha operacién se realiza
inmediatamente después del cuajado (Matus et al., 2006). Con respecto a la composicidon quimica de
la uva y el vino, los resultados reportados en la literatura muestran efectos contrastantes y
respuestas diversas segin el momento de realizacion del raleo, las variedades utilizadas, la zona de
cultivo y las condiciones de las vendimias involucradas (Ough y Nagaoka, 1984; Gonzalez-Neves et al.,
2002; Keller et al., 2005 y 2008; Pefa-Neira et al., 2007; Prajitna et al., 2007; Guidoni et al., 2008;
Intrigliolo y Castel, 2011).
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En los vifiedos Malbec de la Provincia de Mendoza, el raleo de racimos se aplica cominmente
con el objetivo de mejorar la calidad de la uva destinada a vinificacién; sin embargo existe poca
informacidn sobre su influencia en la composicion fendlica pormenorizada de uvas y vinos de esta
variedad en distintas zonas de cultivo. A partir de los resultados obtenidos en el Apartado Il.1 del
presente capitulo, se comprobd la notable incidencia del factor “temporada o vendimia” sobre el
efecto de esta practica viticola realizada en un vifiedo ubicado en la localidad de Altamira (Valle de
Uco, Mendoza). Teniendo en cuenta esta informacion, se planted el estudio comparativo de este
manejo en vifedos cv. Malbec ubicados en dos zonas geograficas de la Provincia de Mendoza
(Altamira y Gualtallary) consideradas, segun viticultores y endlogos locales, con un gran potencial
para la produccién de uvas tintas de alta calidad. El trabajo consistié en evaluar, como respuesta, la

composicion fendlica de las uvas y sus respectivos vinos durante la vendimia 2009.

2. Condiciones experimentales

El experimento se realizé durante la vendimia 2009 en dos vifiedos comerciales ubicados en
las localidades de Altamira (692 07’ longitud oeste y 332 43’ |atitud sur) y Gualtallary (692 17’ longitud
oeste y 339 24’ latitud sur), pertenecientes al Valle de Uco, Provincia de Mendoza. Estas zonas se
diferencian principalmente por la altitud (Altamira 1100 msnm y Gualtallary 1450 msnm), incidiendo
en las condiciones agroecoldgicas y generando distintos regimenes de temperatura y radiacion solar
sobre las plantas en cuestidn. Con respecto a la composicidn de los suelos, en ambas zonas son de
origen aluvional formados por descomposicidn y desintegracidon de rocas y minerales de la Cordillera
de los Andes, que debido a su juventud (origen cuaternario) no poseen una diferenciacién quimica
relevante. Sin embargo existen algunas diferencias respecto a su textura. El perfil de los suelos se
caracterizé mediante la realizacion de calicatas hasta una profundidad de 1 m. En Altamira
predominan los suelos de textura suelta donde se observaron 3 capas diferenciadas, una primer capa
desde 0 a 0,1 m constituido por piedras en una matriz de arena, una segunda capa desde 0,1a 0,9 m
de textura franco-arenosa, y desde esa profundidad hasta 1 m una tercera capa de textura limo-
arcillosa. Mientras que en Gualtallary, predominan los suelos de textura gruesa con piedras
localizadas a diferentes profundidades, lo que favorece el drenaje del agua y reduce la capacidad de
retencién de la misma. Adicionalmente, se observd la presencia de carbonato de calcio en algunos
sectores, produciendo una cementacién de las particulas de arena y grava, formando agregados
dificiles de romper que limitan la profundidad efectiva de los enraizamientos y en determinadas
circunstancias disminuyen la infiltracidon del agua de riego. En esta zona, la primera capa de piedras

fue de mayor espesor hasta 0,3 m de profundidad, seguido por una capa de textura arenosa o areno-
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franca hasta 0,9 m y limo hasta 1 m. En ambas zonas, el suelo presentd una textura pedregosa hacia
los estratos inferiores.

Los vifiedos de Vitis vinifera L. cv. Malbec pertenecian a la empresa Bodegas Esmeralda S.A.
(Mendoza, Argentina), y fueron implantados en el afio 2000 (Altamira) y en el afio 1998 (Gualtallary),
sobre pie franco, empleando un sistema de conduccion en espaldera alta, con orientacidn norte-sur,
un marco de plantacion de 2 m entre hileras y 1,2 m entre plantas de la misma hilera, poda Guyot
doble y sistema de riego por goteo. Los mismos fueron manejados siguiendo el criterio agronémico
tradicional aplicado para este cultivar en cada zona estudiada. Se realizé una poda invernal dejando
12 yemas por planta. El manejo del follaje, realizado manualmente, incluyé desbrote de tronco,
eliminaciéon de brotes dobles, y posicionamiento de brotes sobre alambres mdviles. Las plantas
fueron mantenidas sin restriccién hidrica y la cantidad media de agua recibida desde brotacién hasta
cosecha (septiembre-marzo) fue estimada en 400-450 mm. El riego comenzd a aplicarse antes de la
brotacién y finalizé alrededor de una semana antes de la cosecha.

Los ensayos de aclareo o raleo de racimos (CT) fueron aplicados en los vifiedos de ambas
zonas empleando un disefio experimental completamente aleatorizado constituido por 4
tratamientos con 3 réplicas cada uno. La unidad experimental consistiéo de 30 plantas homogéneas,
seleccionadas en funcién de un vigor homogéneo, teniendo en cuenta el desarrollo vegetativo y
procurando uniformidad en el didametro de tronco. Los tratamientos evaluados fueron: raleo
temprano [T1, realizado en bayas con tamafio de grano de arveja, 40 dias después de floracidén (DAF)
en Altamira y 33 DAF en Gualtallary], raleo en envero [T2, 80 DAF en Altamira y 78 DAF en
Gualtallary], raleo tardio [T3, 100 DAF en Altamira y 106 DAF en Gualtallary], y control sin raleo (C).
Las fechas de floracion fueron el 17 de noviembre de 2008 (Altamira) y el 20 de noviembre de 2008
(Gualtallary), coincidiendo con la etapa 23 del crecimiento de la vid descripta por Coombe (1995).
Para todos los tratamientos de CT se realizé la remocién del 50% de los racimos de cada planta,
eliminando siempre el racimo distal (es decir, el mas cercano al dpice vegetativo) y los racimos de los
brotes débiles, dejando solo un racimo por brote.

En ambos ensayos, los componentes del rendimiento fueron determinados al momento de la
cosecha. El nimero de racimos por planta, el rendimiento (kg de uva/planta) y la relacién superficie
foliar expuesta (SFE)/rendimiento (m?/kg; Carbonneau, 1995) fueron determinados empleando 10
plantas por tratamiento. El peso de racimo y el nimero de bayas por racimo fue calculado
empleando 10 racimos por tratamiento. La prediccién del rendimiento (t/ha) se realizé considerando
la densidad del vifiedo (nimero de plantas/ha) y el rendimiento expresado por planta.

Las condiciones climaticas de las dos zonas evaluadas fueron diferentes, particularmente en
la tasa de lluvias recibidas y en las temperaturas durante el ciclo de crecimiento de las plantas (Tabla

1). Estas condiciones meteoroldgicas, determinadas en parte por la altitud, modificaron

-152 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tu/o II

Diposit Legal: T. 727-2012

considerablemente el periodo de maduracién de las bayas. La zona de Gualtallary presenté mayor
incidencia de lluvias y temperaturas inferiores respecto a Altamira, lo que condujo a una maduracion
mas lenta de las bayas. Debido a lo mencionado, la fecha de cosecha en ambos casos fue distinta: 18
de marzo de 2009 (121 DAF) en Altamira y 31 de marzo de 2009 (131 DAF) en Gualtallary.

Se realizé el muestreo aleatorio de bayas, de cada unidad experimental correspondiente a los
distintos tratamientos evaluados para cada zona de estudio, en madurez tecnoldgica
(aproximadamente 25 9Brix), siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo I. Se separaron los
hollejos, semillas y pulpa, y cada fraccion fue sometida a la determinacidn de parametros analiticos
generales y al andlisis de compuestos fendlicos, siguiendo la metodologia detallada en el Anexo I.

Las uvas correspondientes a cada ensayo (2 zonas x 4 tratamientos x 3 réplicas) fueron
vinificadas por separado en recipientes pldsticos de 30 L, siguiendo el protocolo de elaboracidon
detallado en el Anexo |. Los vinos terminados se embotellaron y después de 3 meses de
almacenamiento en botella fueron sometidos a la determinacidn de parametros analiticos generales
y compuestos fendlicos, siguiendo la metodologia detallada en el Anexo |. Paralelamente, se realizd
una evaluacion sensorial de los mismos (test triangular) para examinar diferencias entre los
tratamientos y complementar la informaciéon obtenida mediante las determinaciones quimicas

(Anexo I).

Tabla 1. Lluvias mensuales, grados dia de crecimiento acumulados, y temperaturas maximas y
minimas en Altamira y Gualtallary (2009).
Altamira Gualtallary
Mes Lluvias GDC Tmax Tmin Lluvias GDC Tmax Tmin
(mm) (°C) (°C) (°C) (mm) (°C) (°C) (°C)

Julio 0 0 22,5 -4,0 0 0 25,0 -5,0
Agosto 41 0 29,0 -4.5 37 0 31,0 -5,0
Septiembre 17 60 27,0 -5,0 35 nd nd nd
Octubre 4 155 30,0 1,5 30 310 34,0 0,0
Noviembre 7 360 39,0 8,5 14 330 32,0 3,0
Diciembre 53 372 37,5 8,5 47 279 32,0 8,0
Enero 24 341 37,0 8,0 63 310 34,0 10,0
Febrero 0 336 35,5 9,0 22 280 32,0 7,0
Marzo 0 341 35,0 7,0 43 279 30,0 6,0
Abril 0 210 30,0 2,0 0 150 28,0 2,0
Mayo 0 nd nd nd 0 nd nd nd
Junio 0 nd nd nd 0 nd nd nd
Total 146 2175 291 1938
La vendimia 2009, en estas zonas de Mendoza (Argentina), comprende desde julio de 2008 a junio de 2009.
GDC, grados dia de crecimiento acumulados para una temperatura base de 10°C (Oliveira, 1998); Tmax,
temperatura maxima; Tmin, temperatura minima. nd, datos no disponibles.
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3. Resultados y discusion

3.1. Parametros generales de los vifiedos estudiados

Los tratamientos de raleo aplicados en ambas zonas, independientemente del momento de
realizacion, lograron una reduccion significativa en el rendimiento del vifiedo expresado por planta y
por hectarea comparados con las plantas control (Tabla 2). Todos los componentes del rendimiento,
a excepcion del peso de racimo y del nimero de bayas/racimo, fueron significativamente afectados
por CT en las dos zonas evaluadas (p < 0,05), sin observarse diferencias entre los tratamientos T1, T2
y T3. En Altamira, tal como se describié en el Apartado Il.1 (Capitulo 1l), las plantas raleadas
presentaron en promedio una reduccion del 41,7% en el rendimiento, con un 45,6% menos de
racimos/planta comparado con el tratamiento control. Mientras que en Gualtallary, se observé una
reduccion del 42,2% vy 36,6% en el rendimiento y en el nimero de racimos/planta, respectivamente,
en las plantas con CT (Tabla 2). Con respecto a la relacién SFE/rendimiento, los tratamientos de CT
generaron un aumento de este parametro en las dos zonas evaluadas (56,7% en Altamira y 83,3% en
Gualtallary). Finalmente, al comparar ambas zonas (Tabla 3), las plantas de Gualtallary presentaron

menor nimero de bayas/racimo y menor rendimiento (t/ha) en relacion a Altamira (p < 0,05).

Tabla 2. Componentes de rendimiento de vifiedos cv. Malbec de Altamira y Gualtallary (2009).
Zona Tratamiento Nimero de Peso de Namero de Rendimiento Rendimiento SFErendimiento
racimos/planta racimo (g) bayas/racimo (kg/planta) (t/ha) (m?kg)
C 20,9+0,5*b 80,2+40a 101,3+26a 1,6+0,1b 6,8+0,1b 1,0+0,1a
Altarmira T1 10,8+0,4a 914+122a 103,2+t4,5a 09+0,1a 41+0,1a 1,6+0,1b
T2 12,1+04a 76,1+10,3a 103,2t4,2a 09%0,1a 39+0,1la 1,6+0,1b
T3 11,2+05a 939+115a 1025+28a 10+0,1a 43+02a 15+0,1b
C 185+0,5b 85,3+28a 920+t41a 15+0,1b 6,3+0,1b 1,0+0,1la
T1 109+10a 748+t41a 86,0+ 6,5a 08+0,1a 32+02a 1,8+0,1b
Gualtallary T2 11,7+07a  809+54a  912+80a  09+01la 38:03a 1,9£01b
T3 126+0,6 a 80,6 £58a 948+70a 09+0,1a 39+0,1a 1,8+0,1b
* Media + error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos para cada zona
(Tukey HSD, p < 0,05). Tratamientos: C, control; T1, raleo temprano; T2, raleo en envero; T3, raleo tardio.

Tabla 3. Valores de probabilidad de los componentes del rendimiento para "zona y

tratamiento" en vifiedos Malbec. Datos agrupados de Altamira y Gualtallary.
Factor

Parametro zona tratamiento zona x tratamiento®

Pualue”

N° racimos/planta 0,4381 <0,0001 0,0374

Peso de racimo 0,3789 0,7451 0,3838

N° bayas/racimo 0,0004 0,7502 0,6043

Rendimiento (kg/planta) 0,2699 < 0,0001 0,6590

Rendimiento (t/ha) 0,0003 < 0,0001 0,1307

SFE/rendimiento 0,0050 <0,0001 0,5017

& Considerado significante cuando pyae < 0,05.

P Efecto de interaccion entre "zona y tratamiento”.
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3.2. Composicion de las uvas al momento de cosecha

En primer lugar se realizd la evaluacién y comparacién de la incidencia de los tratamientos de
raleo de racimos sobre los parametros quimicos globales y la composicidon fendlica de bayas cv.
Malbec provenientes de vifiedos ubicados en las dos zonas estudiadas (Altamira y Gualtallary),

durante la vendimia 2009.

3.2.1. Parametros analiticos generales

Las bayas Malbec de las dos zonas evaluadas fueron caracterizadas inicialmente a través de
los parametros analiticos presentados en la Tabla 4. Al examinar las muestras de Gualtallary, el
analisis de 100 bayas reveld la ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos, con
respecto al peso total y al peso de hollejos y semillas (p > 0,05). Estos resultados, conjuntamente con
la similitud existente en el peso de racimos (Tabla 2), indican que las plantas con CT no compensaron
la disminucién de rendimiento generada por el tratamiento, coincidiendo con las observaciones
realizadas en uvas Malbec de Altamira (descriptas previamente en el Apartado Il.1 del Capitulo Il) y
con los datos reportados por diversos autores en otras variedades tintas (Keller et al., 2005; Pefia-

Neira et al., 2007).

Tabla 4. Parametros analiticos generales de uvas Malbec, de Altamira y Gualtallary, al momento de cosecha (2009).

Peso de Peso de Peso de Soélidos Acidez

zona Tratamiento 100 bayas (g) hollejos (g) semillas (g) solubles (°Brix) titulable (g/L) pH
C 180,4+6,7*a 16,2+0,3a 54+02a 245+0,1a 33+0,1a 3,86 £0,04a
Altamira T1 182,9+7,0a 175+0,7a 55+06a 255+0,1c 36+01a 3,92+0,01a
T2 175,3+3.2a 164+0,6 a 52+03a 25,0+0,1ab 34+02a 393+0,01la
T3 187,3+50a 17,7+0,8a 6,0+03a 24,9+0,2 ab 38+02a 3,89+0,01a
C 210,7+4,0a 192+11a 55+02a 253+0,3a 44+02a 3,77+0,02a
tall T1 204,0+98a 204+21a 54+03a 255+03a 38+02a 384+0,05a
Gualtallary T2 1973+49a 200+08a  52:01la 254+03a  40%0la  384x004a
T3 203,2+36a 194+29a 54+03a 251+04a 42+0,1la 3,83+0,06 a

* Media * error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos para cada
zona (Tukey HSD, p < 0,05). Tratamientos: C, control; T1, raleo temprano; T2, raleo en envero; T3, raleo tardio.

Los datos agrupados de las uvas se muestran en la Tabla 5, donde se aplicd un ANOVA
multifactorial empleando “zona y tratamiento” como factores. A partir de este analisis se observé un
efecto significativo del factor “zona”, presentandose un mayor peso de bayas y hollejos a mayor
altitud del vifiedo (p < 0,05) e indicando un mayor tamafio promedio de bayas en las muestras de
Gualtallary. Esto podria deberse al menor rendimiento del Malbec en esta zona, relacionado en parte
a temperaturas muy bajas durante la temporada anterior afectando probablemente la induccidn
floral y el desarrollo de las inflorescencias inmaduras en las yemas latentes, como asi también a

menores temperaturas ambientales al momento de la floracién y el cuajado de las uvas, causadas
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por la mayor altitud (noviembre-diciembre, Tabla 1), conduciendo posiblemente al menor nimero
de bayas por racimo observado en comparacidon con Altamira (Tabla 2) (Carmona et al., 2008). Esta
situacién generaria una disminucidn de la competencia entre las bayas de cada racimo incidiendo
notablemente en su peso final, al generarse condiciones mds propicias para los procesos de divisidon y
elongacion celular caracteristicos de las etapas de formacién y maduracién de las bayas,

respectivamente (Coombe y McCarthy, 2000).

Tabla 5. Valores de probabilidad de los parametros analiticos generales para

"zona y tratamiento" en bayas Malbec. Datos agrupados de Altamira y Gualtallary.
Factor

Parédmetro zona tratamiento zona x tratamiento®

pvaluea

Peso de bayas < 0,0001 0,3908 0,6776

Peso de hollejos 0,0015 0,5282 0,9922

Peso de semillas 0,4928 0,4912 0,7335

Sélidos solubles 0,0540 0,0822 0,4280

Acidez titulable < 0,0001 0,2329 0,0682

pH 0,0094 0,2445 0,9659

& Considerado significante cuando pyaye < 0,05.

® Efecto de interaccion entre "zona y tratamiento”.

Con respecto a la composicién quimica general, al igual que lo observado en el Apartado 1.1
(Capitulo Il), los tratamientos T1 y T2 aplicados en Gualtallary condujeron a un mayor contenido de
solidos solubles en las muestras analizadas comparadas con las uvas control, sin apreciarse
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Mientras que en Altamira, por el contrario, el
raleo modificd significativamente este pardmetro. Tal como se menciond oportunamente, la mayor
acumulacién de sélidos solubles en las bayas podria estar vinculada al incremento de la relacidn
SFE/rendimiento en las plantas raleadas, y deberse principalmente a una adelanto de la maduracién
mas que a una modificacién en la tasa de acumulacién de azicares (Petrie y Clingeleffer, 2006). Por
el contrario, al analizar los resultados de acidez y pH no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos en las dos zonas estudiadas.

Finalmente, al realizar un analisis comparativo entre ambas zonas (Tabla 5) los niveles de
acidez en las muestras de Gualtallary fueron significativamente superiores a los encontrados en
Altamira, coincidiendo con los bajos valores de pH (Tabla 4). Esto podria explicarse por las
condiciones climaticas de esta zona, condicionada principalmente por su gran altitud. Las menores
temperaturas observadas durante el periodo de maduracidn de las bayas comparadas con Altamira
(febrero-abril, Tabla 1), podrian disminuir la tasa de catabolismo respiratorio de los acidos fijos

(tartarico y malico), manteniendo este parametro en niveles altos (Boulton et al., 2002).
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3.2.2. Composicion fendlica de hollejos

3.2.2.1. Parametros fendlicos generales

La Tabla 6 muestra los resultados de los parametros fendlicos globales determinados en
hollejos de bayas Malbec provenientes de los ensayos de raleo de racimos realizados en Altamira y
Gualtallary. En concordancia con los datos obtenidos en el Apartado Il.1 (Capitulo 1), los
tratamientos de CT realizados en Gualtallary no afectaron significativamente ninguno de los
pardmetros evaluados. Sin embargo, en las dos zonas estudiadas, las bayas provenientes del
tratamiento T1 mostraron valores ligeramente superiores de antocianos totales e intensidad
colorante comparados con el resto de los tratamientos (p > 0,05). De acuerdo a las observaciones
realizadas en el Apartado I.1 (Capitulo Il), el raleo temprano efectuado en Altamira aumento
considerablemente la disponibilidad de azucares en las bayas al envero, promoviendo posiblemente
la actividad enzimdtica involucrada en la biosintesis de antocianos. Si bien en el presente estudio sélo
se evaluaron las bayas al momento de cosecha, se podria suponer un efecto similar de T1 en el

ensayo de Gualtallary.

Tabla 6. Parametros fendlicos generales de extractos de hollejos Malbec, de Altamira y Gualtallary, al momento de cosecha (2009).
) Fenoles totales  Antocianos totales Proantocianidinas Flavanoles DMACH Intensidad
Zona Tratamiento
(mag/g) (mag/g) totales (mg/g) (mg/g) colorante
C 9,3+0,8*a 33+04a 108+11la 1,2+0,1a 55+05a
Altamira T1 95+06a 45+05a 12,6 +05a 1,4+02a 72+0,1la
T2 96+0,2a 35+04a 104+02a 12+0,1a 71+04a
T3 86+0,6a 3,2+0,2a 108+14a 1,2+0,1a 6,4+0,6a
C 10,8+0,5a 58+0,2a 10,7+11a 1,3+0,1a 118+0,5a
T1 11,3+0,5a 6,3+0,3a 10,0+0,2a 1,2+0,02a 141+16a
Gualtallary
T2 11,0+£05a 59+0,3a 10,0+ 0,6 a 1,2+0,02a 12,7+10a
T3 118+12a 57+05a 95+12a 12+02a 110+x11la
* Media + error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos para cada zona
(Tukey HSD, p < 0,05). Tratamientos: C, control; T1, raleo temprano; T2, raleo en envero; T3, raleo tardio.

La Tabla 7 muestra los datos agrupados de las uvas de ambas zonas, donde se aplicd un
ANOVA multifactorial empleando “zona y tratamiento” como factores. A partir de este anilisis se
observd un efecto significativo del factor “zona” sobre el contenido de fenoles totales, antocianos
totales e intensidad colorante. Las muestras de Gualtallary mostraron niveles superiores de los
pardmetros mencionados respecto a Altamira, debido posiblemente a las diferencias ambientales
existentes entre las mismas. Entre los factores mds importantes, se encuentran la luz y la
temperatura provenientes de la exposicion solar. Segun estudios previos (Berli et al., 2008), la zona
de Gualtallary posee una gran incidencia de luz solar generada por su elevada altitud, lo cual

favorece la expresion de los genes relacionados a la biosintesis de estos compuestos (Matus et al.,
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2009). Este comportamiento también fue observado en el estudio presentado en el Apartado 1.1
(Capitulo 1) y podria explicar en parte los resultados obtenidos en el presente trabajo. Por otro lado,
las diferencias de temperatura observadas entre Altamira y Gualtallary durante la fase de
maduracién de las bayas complementaria esta hipotesis. Segun el reporte climatico (Tabla 1),
Altamira presentd temperaturas mas elevadas (> 33 2C, entre enero y marzo) en comparacion con
Gualtallary, lo cual podria afectar la acumulacion de antocianos a través de una inhibicidn de la ruta
biosintética conjuntamente con un fendmeno de degradacidon (Mori et al., 2005 y 2007; Guidoni et
al., 2008). Por su parte, las zonas estudiadas mostraron concentraciones similares de
proantocianidinas en los hollejos de las bayas analizadas (Tabla 6), confirmando el menor impacto de

las variaciones de temperatura sobre la biosintesis de estos compuestos (Cohen et al., 2008).

Tabla 7. Valores de probabilidad de los parametros fendlicos generales para "zona y

tratamiento” en hollejos y semillas Malbec. Datos agrupados de Altamira y Gualtallary.
Factor

Pardmetro zona tratamiento zona x tratamiento®

Pualue”

Hollejos

Fenoles totales 0,0021 0,7121 0,9327

Antocianos totales < 0,0001 0,0792 0,6665

Proantocianidinas totales 0,1110 0,5978 0,4995

Flavanoles DMACH 0,8657 0,8373 0,6143

Intensidad colorante < 0,0001 0,0699 0,5877

Semillas

Fenoles totales 0,0003 0,2255 0,8762

Proantocianidinas totales 0,0050 0,0782 0,9092

Flavanoles DMACH 0,0002 0,9781 0,7140

@ Considerado significante cuando pyae < 0,05.

® Efecto de interaccion entre "zona y tratamiento”.

3.2.2.2. Perfil de antocianinas individuales

Los compuestos antocidnicos presentes en los hollejos fueron identificados y cuantificados
empleando la técnica cromatografica descrita en el Anexo |. Los mismos fueron agrupados de
acuerdo a la ausencia o presencia de acilacion y compuesto acilante (glucésidos no acilados, acetil-
glucésidos y cinamil-glucésidos), y considerando la antocianidina involucrada (delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina y malvidina). Los glucdsidos cinamilicos incluyeron las antocianinas cumarilicas
y cafeilicas. La Tabla 8 muestra los resultados cuantitativos correspondientes a los hollejos de las
bayas Malbec provenientes de los ensayos de raleo de racimos aplicados en las dos zonas de estudio.
El grupo de los monoglucdsidos representaron en promedio la fraccion mas abundante (74,6% en
Altamira y 75,3% en Gualtallary), seguido por los derivados acetilicos (16,0% en ambas zonas) y

cinamilicos (9,4% en Altamira y 8,7% en Gualtallary). Estos resultados coinciden con los obtenidos en
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otras variedades tintas (Garcia-Beneytez et al., 2003

2007).
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Coincidiendo con las observaciones realizadas en el Apartado Il.1 (Capitulo II), los
tratamientos de CT realizados en Gualtallary no afectaron significativamente ninguno de los
compuestos identificados. Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido en Altamira, los hollejos de las
bayas provenientes del tratamiento T1 mostraron valores ligeramente superiores de monoglucdsidos
no acilados, derivados acetilicos y cinamilicos comparados con el resto de los tratamientos, en
especial con el control (p > 0,05). Estos resultados concuerdan con los niveles de antocianos totales
cuantificados por espectrofotometria (Tabla 6).

Al comparar las dos zonas de estudio (Tabla 8), se observaron diferencias significativas entre
las mismas para gran parte de los compuestos identificados. Los hollejos de Gualtallary mostraron
concentraciones significativamente superiores de los monoglucésidos de delfinidina, cianidina,
petunidina y peonidina; de los derivados acetilados de delfinidina, petunidina y peonidina; de
cianidina-3-(6"-p-cumaril)glucésido, peonidina-3-(6"-p-cumaril)glucdsido, malvidina-3-(6"-p-
cumaril)glucdsido cis y malvidina-3-(6"-cafeil)glucdsido. Por el contrario, los niveles de malvidina-3-
glucdsido y malvidina-3-(6"-acetil)glucésido fueron similares en ambas zonas. Dado que la sintesis de
antocianos ocurre en el reticulo endoplasmatico de las células como resultado de la actividad de
diversas enzimas unidas a él, asi como la acilaciéon de estos compuestos ocurre en el citoplasma y
vacuolas (Zhao et al., 2010), seria posible inferir una mayor actividad de dichos complejos
enzimaticos a medida que aumenta la altitud del vifiedo, influenciada por las condiciones
ambientales mencionadas anteriormente (luz y temperatura). Estos resultados, conjuntamente con
los obtenidos mediante la evaluacion espectrofotométrica de los pardmetros fendlicos generales,
revelan el gran potencial de Gualtallary para la produccién de vinos con coloraciones intensas y

estables en el tiempo, destinados a una crianza prolongada.

3.2.2.3. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Los compuestos fendlicos no-antocidnicos presentes en los hollejos fueron identificados y
cuantificados empleando la técnica cromatografica descrita en el Anexo |. Los mismos fueron
agrupados en no-flavonoides (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y estilbenos) y flavonoides
(flavanoles, flavonoles y dihidroflavonoles). La concentracién de los distintos compuestos,
individualmente y agrupados, y las proporciones relativas de cada grupo en las muestras analizadas
se presentan en la Tabla 9. Los flavonoides constituyeron en promedio la fraccién mds abundante
(97,1% en Altamira y 94,7% en Gualtallary) comparada con los no-flavonoides (2,9% en Altamira y
5,3% en Gualtallary), en concordancia con lo reportado en el Capitulo I, en el Capitulo Il (Apartado
I1.1) y en diversos estudios realizados por distintos autores en otras variedades tintas (Pefia-Neira et

al., 2004; Monagas et al., 2005a; Obreque-Slier et al., 2010).
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Coincidente con los resultados presentados en el Apartado Il.1 (Capitulo 1), los tratamientos
de CT realizados en Gualtallary no afectaron significativamente el contenido de los compuestos no-
flavonoides determinados en hollejos (p > 0,05). Por el contrario, al analizar el grupo de los
flavonoides, los tratamientos aplicados generaron un efecto diferencial segin la zona estudiada.
Mientras que en Altamira, el T1 aumento significativamente los niveles de flavanoles y flavonoles en
hollejos; en el caso de Gualtallary, se observé una tendencia semejante pero no significativa (Tabla
9). La notable incidencia del tratamiento de raleo temprano (T1) sobre la biosintesis de estos
compuestos, principalmente flavonoles, podria estar vinculada a una mayor acumulacién de
fotoasimilados (azlcares) en las hojas, generada por este tratamiento, en estadios previos a la
maduracién de las bayas. Como consecuencia, esta situacién podria promover la acumulacién de
dichos compuestos debido un efecto inductivo de los azlcares sobre la expresidon de los genes
involucrados en su biosintesis, como ocurre en el caso de los antocianos (Coombe y McCarthy, 2000;
Boss et al., 1996a).

Al realizar un analisis comparativo entre las zonas evaluadas (Tabla 9), se encontraron
diferencias significativas en el contenido de todos los compuestos identificados, con excepcion del
galato de metilo y el acido trans-cafeico. En todos los casos, las muestras de Gualtallary mostraron
concentraciones superiores respecto de Altamira (p < 0,05), revelando nuevamente la posible
incidencia de los factores medioambientales (luz, temperatura) en la biosintesis y acumulacion de
estos compuestos (Downey et al., 2006). Las diferencias observadas fueron mayores en la tasa de los
compuestos no-flavonoides. Independientemente del tratamiento, las muestras de Gualtallary
presentaron en promedio 1,6 veces mayor contenido de 3acidos hidroxibenzoicos, 3,6 veces mas
acidos hidroxicinamicos y 3,6 veces mas estilbenos, en comparacién con Altamira.

Con respecto al grupo de los flavanoles, el principal mondémero cuantificado fue (+)-
catequina, seguido por (-)-epicatequina (Tabla 9). Considerando que la relacidén (+)-catequina/(-)-
epicatequina fue variable entre las muestras de cada zona (1,2 en Altamira y 2,1 en Gualtallary) es
posible sugerir la influencia de las condiciones ambientales sobre la biosintesis de estos compuestos
y una mayor actividad de la enzima leucoantocianidina reductasa en hollejos de Gualtallary. Por otro
lado, los altos niveles de dimeros y trimeros de procianidina encontrados en los hollejos de esta
zona, junto al elevado contenido de antocianinas observado anteriormente, permiten suponer un
gran potencial para producir vinos aptos para la crianza, debido a la posibilidad de estabilizacién del
color a través de reacciones de copigmentacion y/o condensacion (Escribano-Bailén et al., 2001).

Los flavonoles representaron el segundo grupo fendlico mas abundante después de los
dihidroflavonoles (24,2% en Altamira y 23,2% en Gualtallary). El contenido total promedio en las
muestras analizadas estuvo comprendido entre 208,4 y 291,9 mg/kg de hollejos y entre 281,7 y 346,0

mg/kg de hollejos en Altamira y Gualtallary, respectivamente. Estos valores elevados para ambas
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zonas podrian ser explicados por las condiciones ambientales de Mendoza, principalmente la alta
intensidad de luz solar durante el periodo de maduracién de las bayas, lo cual parece estar asociado
a una mayor acumulacién de flavonoles (Downey et al., 2004; Makris et al., 2006a). Paralelamente,
se observaron proporciones diferenciales de los distintos compuestos entre las zonas evaluadas. En
Altamira, el perfil de flavonoles estuvo compuesto por miricetina (media 33,1%), seguido por
kaempferol (28,0%), quercetina (13,8%), naringenina (11,0%), laricitrina (7,4%) e isoramnetina
(6,7%); mientras que en Gualtallary, también predomind la miricetina (34,0%), seguido por
kaempferol (26,8%), quercetina (14,4%), naringenina (9,5%), isoramnetina (8,7%) v laricitrina (6,6%).
Esta variacién observada en la proporcion de cada compuesto indicaria la influencia de la zona de
cultivo en la actividad enzimatica (flavonol sintasa y/o metiltransferasa) involucrada en la biosintesis
de flavonoles (Mattivi et al., 2006). Por otro lado, la mayor parte de estos compuestos se
encontraron bajo la forma glicosilada, aprecidandose una mayor proporcién de glucésidos (46,3% en
Altamiray 49,2% en Gualtallary), seguido por los derivados galactosilados (41,2% en Altamira y 39,4%
en Gualtallary).

Finalmente, es importante destacar la presencia de dihidroflavonoles en las uvas estudiadas.
En concordancia con los resultados reportados en el Capitulo | y en el Apartado 1.1 (Capitulo Il), estos
compuestos constituyeron el grupo fendlico mas abundante (62,0% en Altamira y 58,2% en
Gualtallary). El contenido total promedio en las muestras analizadas estuvo comprendido entre 574,5
y 695,5 mg/kg de hollejos y entre 717,8 y 819,5 mg/kg de hollejos en Altamira y Gualtallary,
respectivamente. Independientemente del tratamiento aplicado, la dihidroquercetina-3-glucésido
fue el compuesto mayoritario representando el 43,5% (Altamira) y el 40,7% (Gualtallary) de la
totalidad de fenoles de bajo peso molecular cuantificados. Los altos niveles de dihidroflavonoles
encontrados en los hollejos Malbec coinciden con otros estudios realizados en el marco del presente
trabajo de Tesis Doctoral, sobre uvas y vinos del mismo cultivar, y podrian indicar un rasgo

taxondmico distintivo de esta variedad.

3.2.3. Composicion fendlica de semillas

3.2.3.1. Parametros fendlicos generales

Las semillas cumplen un rol muy importante durante la vinificacidn, aportando al medio
flavanoles de diversa estructura molecular, los cuales inciden directamente en las caracteristicas
sensoriales de los vinos tintos (astringencia y amargor) y participan en la estabilizacion de los
pigmentos antocianicos (Monagas y Bartolomé, 2009). La Tabla 10 muestra los resultados de los
pardmetros fendlicos globales determinados en semillas de bayas Malbec provenientes de los

ensayos de raleo de racimos realizados en Altamira y Gualtallary. En concordancia con los datos
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obtenidos en el Apartado Il.1 (Capitulo Il), el tratamiento T2 aplicado en Gualtallary condujo a un
mayor contenido de fenoles y proantocianidinas totales en las muestras analizadas comparadas con
las uvas control, sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Mientras que en
Altamira, por el contrario, el tratamiento T2 modificé significativamente ambos parametros (p <

0,05).

Tabla 10. Parametros fendlicos generales de extractos de semillas Malbec, de
Altamira y Gualtallary, al momento de cosecha (2009).

. Fenoles totales Proantocianidinas Flavanoles
Zona Tratamiento

(mg/g) totales (mg/g) DMACH (mg/g)
C 286+12*a 99,2+30a 119+02a
. T1 29,6 £0,5ab 102,3+0,4 ab 11,3+05a
Altamira

T2 325+10b 1125+24b 11,2+06 a

T3 29,8+0,3ab 100,8 +3,5ab 11,1+15a

C 341+04a 111,2+23a 136+05a

Gualtallary T1 336+x29a 110,1+95a 146+0,7a
T2 359+08a 121,0+34a 147+09a

T3 349+x19a 114,2+56 a 141+11a

* Media + error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas entre tratamientos para cada zona (Tukey HSD, p < 0,05).
Tratamientos: C, control; T1, raleo temprano; T2, raleo en envero; T3, raleo tardio.

Al considerar conjuntamente todos los tratamientos (Tabla 7), las semillas de Gualtallary
presentaron mayores niveles de fenoles totales, proantocianidinas totales y flavanoles DMACH, con
diferencias significativas respecto a Altamira (p < 0,05). Estas diferencias podrian deberse
nuevamente a factores edafoclimaticos que inciden sobre el desarrollo de las bayas, afectando su
composicion quimica. Si bien las muestras de ambas zonas presentaron el mismo contenido de
solidos solubles (25 2Brix), las bayas de Gualtallary mostraron niveles superiores de acidez indicando
posiblemente una madurez diferencial en comparacion con Altamira (Tabla 4). Por lo tanto, si las
condiciones ambientales de Gualtallary (temperaturas bajas durante la maduracion) retardaran esta
fase, el fendmeno de oxidacién de las proantocianidinas de semillas mencionado por Kennedy et al.
(2000a,b) también se veria disminuido, explicando el mayor contenido de estos compuestos en las

muestras de esta localidad.

3.2.3.2. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Los compuestos fendlicos individuales presentes en las semillas fueron identificados y
cuantificados empleando la técnica cromatogrdfica descrita en el Anexo |. Entre ellos, se
determinaron tres mondomeros [(+)-catequina (C), (-)-epicatequina (EC) y (-)-epicatequina-3-galato

(ECG)], cinco dimeros de procianidina [(+)-catequina-(4a—>8)-(+)-catequina (B3), (-)-epicatequina-
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(4B—>8)-(+)-catequina (B1), (+)-catequina-(4a.—>8)-(-)-epicatequina (B4), (-)-epicatequina-(4B—>8)-(-)-
epicatequina (B2) y (+)-catequina-(4a—>6)-(+)-catequina (B6)], un trimero de procianidina [(-)-
epicatequina-(4f—>8)-(-)-epicatequina-(4B—->8)-(+)-catequina (C1)], seis procianidinas no identificadas
[dos dimeros esterificados con acido galico, dos trimeros esterificados con acido galico, un trimero y
un tetramero], y sélo un compuesto no-flavonoide (acido gélico). La Tabla 11 resume los resultados
cuantitativos obtenidos en las muestras analizadas.

Coincidente con la tendencia observada en Altamira (Apartado I1.1, Capitulo Il), los
tratamientos T1 y T2 realizados en Gualtallary modificaron significativamente el contenido de
algunos compuestos determinados por HPLC [(+)-catequina, (-)-epicatequina, procianidina B4,
tetrdmero y galato de dimero de procianidina 1], aumentando por consiguiente la concentracién
total de fenoles en comparacion con el tratamiento control (Tabla 11).

Al analizar la influencia de la zona geografica sobre estos compuestos, no se encontrd un
comportamiento comparable con el observado en los pardmetros fendlicos globales (Tabla 10). Las
semillas de Gualtallary mostraron sdlo niveles superiores de procianidina B4, tetramero y galato de
dimero de procianidina 1, respecto a las muestras de Altamira; sin apreciarse diferencias
significativas en relacion al resto de los fenoles identificados (Tabla 11). En general, las semillas de
ambas zonas presentaron concentraciones similares de fenoles de bajo peso molecular (3801,5-
4342,4 mg/kg de semillas en Altamira y 3164,5-4247,1 mg/kg de semillas en Gualtallary). Estos
niveles totales determinados en semillas fueron mayores que los obtenidos en hollejos, lo cual
concuerda con los resultados reportados en el Apartado II.1 (Capitulo Il) y en otros estudios previos
(Cheynier et al., 2000; Rodriguez Montealegre et al., 2006).

Con respecto a los mondmeros de flavanoles cuantificados en este estudio, y segun
observaciones realizadas en el Apartado 1.1 (Capitulo Il) y en estudios publicados por diversos
autores (Guendez et al.,, 2005; lacopini et al., 2008; Obreque-Slier et al., 2010), el principal
compuesto fue (+)-catequina, seguido por (-)-epicatequina y (-)-epicatequina-3-galato.
Independientemente del tratamiento aplicado, las proporciones relativas de estos compuestos
(C:EC:ECG) fueron similares para las semillas Malbec de las dos zonas evaluadas (Altamira
46,6:27,8:2,2 y Gualtallary 45,7:26,0:2,4).

Al analizar la distribucidon de las distintas procianidinas, se observé un comportamiento
similar a los mondmeros, con niveles similares entre zonas para gran parte de los compuestos
determinados. Agrupando las mismas como procianidinas esterificadas o no con dacido galico, se
encontraron algunas diferencias segln la zona evaluada. Independientemente del tratamiento
aplicado, las proporciones de procianidinas y compuestos esterificados con acido gdlico fueron del
12,7% y 9,6% en Altamira (Apartado 1.1, Capitulo ll), y del 14,5% y 9,2% en Gualtallary,

respectivamente.

-167 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

(VITIS VINIFERA L.)

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC

FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO,

Martin Leandro Fanzone Sanchez

Capitulo IT

727-2012

T.

Diposit Legal

"0JpJe) 03[l ‘g1 0J9AUS US O8fel ‘Z | ‘oueldwsa) 08kl T 1 :|0JU0D ‘D iSOojusIWelel | *0peId8I8ap OU ‘pu *, 0lusiwelel} A eu oz, 811us UgIoJeIaluI 8p 0198)3 ,'S0'0 > °"*" d opuend
ajueoliubis opelapisuo) (500 > d ‘QSHAS¥NL) euoz eped Bled sojualwelel) a1lus SeAledIubIS Selouala)ip UedIpul Bllf BWSIW B| US SejullSIp Ses1a] (S = Uu) Jepuelss 1oL ¥ (Seljiwas ap By/Bw) eipa |\ «

6v0E'0 Y200 1,280 B OO F SYIE qT',92FT'Lvey q.'6EF8'6aY ge /'60EF S'2L6E Arejjeiens Sa[2101 S001]0Ua) S015andW 0D
©9'20ZFT'€9GE B Z'6F GT08E eT' O F ¥'CreEY B GV FOT8E eliwe) vy o
28080 8v00'0 28910 B 0'6F ¥'8EL BO'CTFOET © /'S FT'8dr BE'EIFOEM Arejleyeno 2 euipiueo0id 8p 0JoWIL 8P OTEeS)
BE'CFCCA gqe'orF6'002 eGYFCLa BO'CFITI ellWe) Y R ’
I 19 J8eg'0 BZ'G¥/.'29 eZYF0'L9 BG'EF08S BT'SF6'0L Krejleyens T euipiueo0id 8p 0IoWIL 8P OTEeS)
BY'GFL'E9 e /'eF¥'89 ee'yFEL9 BTV 6T9 eliwe) vy R ’
50980 . 20000 ©8'Z¥6'LS eGYFCY.L BGTFV'E9 ®/'9FG6'/9 Krejleyens 2 eupILEI201d 3 OJBWIP P OEES
BZ'GF0LL eZ'SFY'Es e/'v¥9'8L eO'€FE0L eliwe) vy A ’ !
8500 05000 01000 gqeg'v¥€'99 qr'e¥z'es eEYFZ09 BO'V¥.'85 Krejjeyens L eupILEI201d 3 OJBWIP P OEES
e /'€FC'9¢ eE'eF 8Ty ©9'/FQ'ES B (0'8F L'GS eliwe) vy A ’ !
£661'0 62000 60000 qe9'zFI'ov qLTFG8Y BZ'ZFL'SE B /'EFT'9E Arejjeyens eUIPILEI0Id D OIOWENE L
BG'EFT'EC eT'SF 'OV e Z'0FT'CE ®.TF0'82 eliwe) vy T i
eQYFYLE BE'YVF6'6Y eT'ZF9'8E egYFSOp Krejeyens
eulpiueldoid ap olawl |
pu pu pu pu ellwe)y
61700 96820 60220 eE'GFL'C8 ®/'8¥9'C6 eT'V¥6'6L e OF8'V6 Krejjeiens 10 eUIpIUE 01
eO'€FE/8 eT'OLFT'00 eT'GF '€l eT'6¥0'G. eljwe)y T
6110 100 6567°0 BY'EFL'CE BO'VF9'OE BGZFQCY eg'YyFI6e Arejjelens 98 BUPILEI0IG
qe g'eF L€ q2'9F 0TS qeg'vyFg'ey e /'Z¥€'82 rlWe) Y T
G650 61800 12000 egaFO LI qe e'eLF VI8l qr'Or ¥ £'€02 qeg'L¥E€6/a Arejjeiens g BUPILUEDOId
e Q'CIF6'600 gqe6'zzF £'9ar a8'2¥G9I ©gTFS'08 eliwe)|y T
590 - BEITO BT'EF1'8E eG'.FG6Y e F€.S eg'yFEe6s Krejjeiens €8 eUPIUEI0Id
eg'9FE'ES eT'0F9'85 e /'yFST9 B6'9F '8 rlWwe) Y B
62580 - 58990 BGEFC'G8 e Q' F8'ar BY'GFVL6 BQ'TFSCA Krejjeiens 28 eupIUEDOId
e6'OLF6'900 BTTFC'El BO'EFGSO e O'ETF9'800 elWwe) Y T
26150 20040 6900'0 BZTFO'O B9'€F0'02 B Z'CFITC e/'zFS'ee Krejeyens T8 eUpIEDOIY
BGIFE'/C eT'0FS've eZ'€¥0LC BEVF6'LL ellwe)y A
16880 T0SE'0 89220 eT'6F1'G8 e O'ELF €00 e T eE'yF808 Arejeyens ove[eb-g-eumboreaidg-(-)
BG'CF6ES eG'ZF.L'08 B(0'G¥8'98 BE'6F LY.L eliwe) vy ‘ ‘
1250 26000 a0 eg'eeFL'ces q.'9vF8'GEl q.'02FG'Sror q€'09F9'cEm Krejleyens eunboreaidg-()
©G'99F 9TV6 ®6'6EF '8V BO'GITF 96 B 9'€GF L0600 eliwe)y ‘ ‘
— 10200 16860 © /'VELFT'69€T qe G'8gr F1'226l q8'or¥6'soe ge 6TeIF8'0var Arejleyens eunboreo-()
B Z'88% 0289 ©6'ILF 6'299T gq9'z¥e'seoe ge Z'9S5F #'9080 ellwe)y ’
16880 T80 99bE'D eT'OLFG'Z8 B G'8F9'G8 eT'8¥6'88 B6'9F008 Krejjeyens 091126 0pIoy
eZ'eFT'LL eZ'zrgel BZ'VF9E8 eg'eF /08 eliwe) vy e ’
N anjena Q
q Oluslwejel) X euoz oljualwejlel) rvUuOZ el ¢l 1L ° oﬂwQJQEoO

101084

olualwejlel |

(6002) BY29S09 ap ojuawow [e ‘Arejelens A eiwe)y ap

‘298(el\ seAeq ap sejWwas us sope

uend Jejnosjow osad oleq ap sodljoua) so1sandwo) ‘TT e|gel

-168 -



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION FENOLICA DE UVAS Y VINOS DE LA VARIEDAD MALBEC (VITIS VINIFERA L.):

SU RELACION CON EL ORIGEN GEOGRAFICO, FACTORES VITIVINICOLAS Y VALOR COMERCIAL

Martin Leandro Fanzone Sanchez Cap/'tu/o II

Diposit Legal: T. 727-2012

3.3. Composicion fendlica de los vinos

En el siguiente apartado se procedid a analizar la influencia del raleo de racimos sobre los
pardmetros quimicos globales y la composiciéon fendlica de vinos Malbec elaborados con uvas
provenientes de las dos zonas de estudio (Altamira y Gualtallary), durante la vendimia 2009. Se
realizé la evaluacion y comparacién de los tratamientos C, T1, T2 y T3 en vinos terminados, después
de 3 meses de almacenamiento en botella, y se determind la incidencia del factor “zona” sobre la

composicion fendlica de los mismos.

3.3.1. Parametros analiticos generales

Los resultados correspondientes a los pardmetros quimicos globales determinados en las
muestras analizadas se presentan en la Tabla 12. Para cada zona evaluada, los niveles de alcohol
obtenidos en los vinos provenientes de los diferentes tratamientos no presentaron diferencias
significativas (p > 0,05), sin embargo mostraron un leve aumento con la aplicacién de T1 y T2. Esta
uniformidad observada facilita la comparacién de los resultados entre los vinos, ya que la
concentracién de alcohol (principalmente etanol) influye notablemente sobre la extracciéon de los
compuestos fendlicos. Con respecto a la acidez titulable y al pH, sélo en Altamira los vinos
provenientes de T1 mostraron valores significativamente superiores de pH (p < 0,05) e inferiores de
acidez (p >0,05) en comparacion con los vinos control. Por su parte, los vinos de Gualtallary revelaron
una tendencia similar pero sin significancia estadistica. Estos resultados concuerdan con las
observaciones realizadas en uvas, y podrian ser explicados por el contenido superior de sdlidos
solubles y los mayores valores de pH obtenidos en las muestras con CT (Tabla 4). Al realizar un
analisis comparativo entre los vinos de ambas zonas (Tabla 12), no se encontraron diferencias
significativas entre los mismos para ninguno de los parametros descriptos (p > 0,05).

Con respecto a los parametros fendlicos generales, los tratamientos de CT realizados en
ambas zonas no incidieron significativamente en ninguno de los grupos cuantificados. Sin embargo,
los vinos provenientes de los tratamientos T1 y T2 mostraron valores ligeramente superiores de
antocianos totales, libres y combinados, proantocianidinas totales, flavanoles DMACH y fenoles
totales en comparacion con el resto de los tratamientos (p > 0,05; Tabla 12). Esta tendencia
observada con la aplicacién de raleos tempranos, concuerda con los datos obtenidos en hollejos y
semillas (Tabla 6) y revela la efectividad conseguida en la extraccién de estos compuestos durante la
vinificacion. Resultados similares fueron obtenidos por diversos autores en vinos espafoles de otras

variedades tintas (Valdés et al., 2009; Diago et al., 2010; Intrigliolo y Castel, 2011).
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Al analizar los pardmetros de color en los vinos de las dos zonas estudiadas, si bien no
existieron diferencias significativas en la IC, se observaron niveles levemente superiores con la
aplicacion de T1y T2, acompafiados por un menor valor de L*, a* y % de color rojo, y un mayor % de
color azul, indicando un color mas intenso, debido principalmente a la componente azul, en
comparacién con los vinos control (p > 0,05). Paralelamente, se calculd la diferencia de color total
(AE*) entre los vinos provenientes de los distintos tratamientos (Tabla 13). Este parametro resulta de
gran interés para la industria vitivinicola ya que expresa la capacidad del ojo humano para
discriminar dos vinos a través del color. Pérez-Magarifio y Gonzalez-Sanjosé (2003) establecieron que
los catadores serian capaces de distinguir el color de dos vinos a través de una copa sélo si AE* > 5
unidades. En el presente estudio, los valores de AE* fueron similares entre todos los tratamientos (p
> 0,05) y superiores a 5 unidades, a excepcion de la diferencia entre T1 y T2 para los vinos de ambas
zonas y entre Cy T3 para los vinos de Gualtallary, indicando la posibilidad de distinciéon de los mismos

a pesar de su similitud analitica en la intensidad colorante.

Tabla 13. Diferencia de color total (AE*) entre vinos Malbec de Altamira y Gualtallary (2009).
Zona Tratamiento C Tl T2 T3
C 78+4,1 6,0+1,8 7,721
) T1 78+4,1 46+1,7 82+15
Altamira
T2 6,0+1,8 46+17 59+273
T3 7,721 82+15 59+23
C 75+3.2 10,2+1,2 40+1,6
T1 75%372 48+3,0 74+21
Gualtallary

T2 102+1,2 4,8+3,0 11,1+ 3,0
T3 40+1,6 74+21 11,1+£3,0

Todos los datos estan expresados como la media * error estandar (n = 3).

Finalmente, considerando la contribucién del color copigmentado (CC) y del color polimérico
(CP) al color total del vino, los tratamientos de CT no modificaron estos pardmetros, indicando hasta
el momento (vinos con 3 meses de estiba en botella) una estabilidad de color similar en comparacion
con los vinos control. La situacion descrita podria cambiar durante el almacenamiento en botella, si
el contenido levemente superior de compuestos fendlicos de los vinos provenientes del raleo
favoreciera con el tiempo las reacciones de condensacion y/o polimerizacion de los pigmentos
antocianicos descriptos por Monagas y Bartolomé (2009).

La Tabla 12 muestra paralelamente los datos agrupados de los vinos de ambas zonas, donde
se aplicé un ANOVA multifactorial empleando “zona y tratamiento” como factores. A partir de este

analisis se observd un efecto significativo del factor “zona” sdlo sobre el contenido de antocianos
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libres y totales, y sobre las proporciones de las componentes amarilla, roja y azul del color. Las
muestras de Gualtallary mostraron concentraciones superiores de antocianos respecto a Altamira,
coincidiendo con las observaciones realizadas en hollejos (Tablas 6 y 7). Al comparar las
componentes del color, los vinos de Gualtallary presentaron una proporcidn significativamente
superior de color rojo, mientras que los vinos de Altamira se caracterizaron por un mayor porcentaje

de las componentes amarilla y azul (p < 0,05).

3.3.2. Perfil de antocianinas individuales

Al analizar el perfil antocidnico de los vinos después de 3 meses de estiba en botella (Tabla
14), se observé un patrén similar al obtenido en los vinos Malbec estudiados en los Capitulos I-V,
representado por una mayor proporcion de derivados glucosilados (67,9% en Altamira y 68,9% en
Gualtallary) seguido por los acetil-glucdsidos (18,6% en Altamira y 18,5% en Gualtallary), cinamil-
glucdsidos (7,1% en Altamira y 6,3% en Gualtallary) y piranoantocianinas (6,4% en Altamiray 6,3% en
Gualtallary).

Coincidente con la tendencia observada en hollejos (Tablas 6 y 8), y en la determinacion
espectrofotométrica de antocianos realizada en vinos (Tabla 12), se observaron diferencias
cuantitativas significativas entre los tratamientos evaluados (p < 0,05) para gran parte de las
antocianinas identificadas. Con respecto a los derivados glucosilados, los vinos de Gualtallary
provenientes de T1 y T2 mostraron un aumento significativo del 24,0% y 21,7% respectivamente,
comparados con C. Este efecto fue observado principalmente en el contenido de malvidina-3-
glucosido, sin apreciarse diferencias significativas en el resto de los compuestos. En el caso de
Altamira, los vinos con CT presentaron una tendencia similar pero no significativa en comparacion
con el control.

Al analizar los derivados acetilados en los vinos de Gualtallary, T1 y T2 mostraron un efecto
significativo semejante respecto de C con un incremento del 28,2% y 25,8% respectivamente, debido
principalmente a la modificacién en la concentracién de cianidina-3-(6"-acetil)glucdsido, peonidina-3-
(6"-acetil)glucésido y malvidina-3-(6"-acetil)glucésido. Por su parte, los vinos de Altamira revelaron
un comportamiento similar con la aplicacion de los raleos tempranos, sin apreciarse diferencias
significativas en el contenido total.

En cuanto a las antocianinas cinamiladas, los tratamientos de CT modificaron
significativamente esta fraccion en las dos zonas estudiadas. En Gualtallary, los vinos obtenidos a
partir de T1 y T2 presentaron un aumento del 26,4% y 29,5% respectivamente, en comparacion con

los vinos control; mientras que en Altamira, dicho incremento fue del 25,4% (T1) y 17,4% (T2).
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Con respecto al grupo de las piranoantocianinas, se identificaron cuatro compuestos. Los
derivados piruvilicos (vitisina A y peonidina-3-glucésido piruvato) representaron alrededor del 45%
de la totalidad de los pigmentos detectados, seguido por la vitisina B (media 33%), y en menor
proporcién por el aducto malvidina-3-glucésido-etil-epicatequina (media 22%). En concordancia con
lo reportado por otros autores (Monagas et al.,, 2003a), se encontré que los vinos con elevados
contenidos de estos compuestos presentaban mayores niveles de sus correspondientes precursores
antocianicos (malvidina-3-glucésido y peonidina-3-glucdsido). Nuevamente en Gualtallary, los
tratamientos de CT modificaron positivamente (32,8% con T1 y 36,8% con T2) el nivel de los
compuestos mencionados, en comparacidon con el tratamiento C (p < 0,05); mientras que en
Altamira, el incremento observado carecié de significancia estadistica (p > 0,05).

Finalmente, al realizar un analisis comparativo entre los vinos de ambas zonas, se observaron
diferencias cuantitativas significativas para gran parte de los compuestos evaluados (Tabla 14).
Coincidiendo con los resultados obtenidos en hollejos (Tabla 8), los vinos de Gualtallary presentaron
concentraciones superiores de todos los compuestos determinados, a excepcion de los isémeros cis y
trans de malvidina-3-(6"-p-cumaril)glucésido cuyos niveles fueron mayores en los vinos de Altamira.
En general, los niveles de concentraciéon alcanzados en ambas zonas fueron menores a los
cuantificados por espectrofotometria, debido a la capacidad de la técnica cromatogréfica empleada
de detectar sélo antocianos libres sin considerar la contribucién de otros pigmentos (Canals et al.,
2008).

En conclusion, se observé una mayor concentracidon de antocianinas en vinos provenientes
de la zona de mayor altitud, coincidiendo con los resultados presentados en el Capitulo I.
Conjuntamente, los niveles de antocianinas y el resto de los parametros fendlicos evaluados revelan
el gran potencial de Gualtallary para la produccién de vinos Malbec con coloraciones intensas y

estables en el tiempo, destinados a una crianza prolongada (vinos de guarda).

3.3.3. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

La Tabla 15 resume los resultados cuantitativos correspondientes a los compuestos fendlicos
no-antocidnicos determinados en vinos Malbec de Altamira y Gualtallary provenientes de los ensayos
de raleo de racimos. En concordancia con las observaciones realizadas en los Capitulos I-V y con
datos reportados por diversos autores en otras variedades tintas (Monagas et al., 2005d; Hermosin
Gutiérrez et al., 2005; Hernandez et al., 2006), el grupo de los flavonoides constituyo la fraccién mas
abundante en las muestras analizadas (85,1% en Altamira y 82,5% en Gualtallary) comparada con los

no-flavonoides (14,9% en Altamira y 17,5% en Gualtallary).
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Al evaluar el efecto del raleo de racimos sobre la composicion de los vinos, los tratamientos
aplicados en ambas zonas no modificaron significativamente el contenido de ninguno de los grupos
quimicos identificados. Estos resultados responden a lo observado en los pardmetros fendlicos
generales determinados en los mismos (Tabla 12) y en los compuestos no-antocidnicos cuantificados
en hollejos (Tabla 9). Sin embargo, las diferencias generadas por T1 en los niveles de flavanoles y
flavonoles en los hollejos de Altamira, y en la concentracion de flavanoles en las semillas de
Gualtallary (Tabla 11), fueron inapreciables en los vinos correspondientes.

El analisis comparativo entre los vinos de las dos zonas evaluadas (Tabla 15) reveld la
existencia de diferencias significativas en el contenido de todos los compuestos identificados (p <
0,05), con excepcidn de los acidos galico, protocatéquico y trans-p-cumarico, galato de etilo, tirosol,
(+)-catequina y trimero de procianidina 1. Sélo en el caso de los estilbenos, las muestras de
Gualtallary mostraron concentraciones superiores respecto de Altamira (4,7 veces mas); mientras
para el resto de los no-flavonoides y flavonoides se observd un patrén opuesto y diferente al
obtenido en el analisis de los hollejos (Tabla 9).

Independientemente del tratamiento aplicado, los vinos de Altamira presentaron en
promedio 11,2% mas acidos hidroxibenzoicos, 38,5% mds acidos hidroxicindmicos y 9,2% mas
alcoholes fendlicos y no-fendélicos, en relacién a los vinos de Gualtallary.

Con respecto al grupo de los flavanoles, el principal mondémero cuantificado fue (+)-
catequina, seguido por (-)-epicatequina. En este estudio en particular, la relacidn (+)-catequina/(-)-
epicatequina fue mayor a la observada en los vinos Malbec analizados en los Capitulos I, lll, IVy V, y
variable entre las muestras de cada zona (6,2 en Altamira y 7,9 en Gualtallary). Estos datos sugieren,
por un lado, la posible influencia de las condiciones ambientales de cada zona sobre la biosintesis de
estos compuestos, ademas de una extraccién diferencial de los mismos durante la vinificacion.
Independientemente del tratamiento aplicado, los vinos de Altamira mostraron en promedio una
concentracién 12,7% mayor en comparacién con los vinos de Gualtallary.

Al analizar el grupo de los flavonoles, nuevamente los vinos de Altamira exhibieron niveles
superiores comparados con Gualtallary. El contenido total promedio en las muestras analizadas
estuvo comprendido entre 119,3 y 138,6 mg/L (Altamira) y entre 91,7 y 111,1 mg/L (Gualtallary).
Estos valores elevados para ambas zonas podrian ser explicados por las condiciones ambientales de
Mendoza, principalmente la alta intensidad de luz solar durante el periodo de maduracién de las
bayas, lo cual parece estar asociado a una mayor acumulacién de flavonoles (Downey et al., 2004;
Makris et al., 2006a). Con respecto a la distribucion de los distintos compuestos, ambas zonas
mostraron un perfil comparable caracterizado por una mayor proporcién de kaempferol (35,8% en
Altamira y 36,6% en Gualtallary), seguido por quercetina (26,1% en Altamira y 25,8% en Gualtallary),

miricetina (16,8% en Altamira y 17,2% en Gualtallary), naringenina (11,1% en Altamira y 11,2% en
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Gualtallary) e isoramnetina (10,2% en Altamira y 9,2% en Gualtallary). Por otro lado, la mayor parte
de estos compuestos se encontraron bajo la forma glicosilada, aprecidndose una mayor proporcién
de galactésidos (48,4% en Altamira y 38,8% en Gualtallary), seguido por los derivados glucosilados
(34,0% en Altamira y 33,7% en Gualtallary).

Por ultimo, es importante destacar la presencia de dihidroflavonoles en los vinos analizados.
Al igual que en los vinos Malbec evaluados en los Capitulos |-V, este grupo mostré nuevamente
niveles elevados y caracteristicos de la variedad. El contenido total en las muestras estuvo
comprendido entre 141,1 y 151,5 mg/L (Altamira) y entre 99,3 y 109,4 mg/L (Gualtallary),
representando el 31,0% (Altamira) y el 27,2% (Gualtallary) de la totalidad de los fenoles no-

antocianicos determinados (Tabla 15).

3.3.4. Evaluacion sensorial de los vinos mediante la aplicacion del test triangular

Con el fin de determinar diferencias entre los vinos Malbec obtenidos a partir de los ensayos
de raleo de racimos aplicados en las dos zonas estudiadas, los mismos fueron sometidos a un test
sensorial discriminativo (test triangular), después de 3 meses de almacenamiento en botella,
siguiendo la metodologia detallada en el Anexo I. Inicialmente, se evalué por separado la
homogeneidad entre las réplicas de cada tratamiento para cada zona en cuestién. Para ello, durante
una primera sesién de degustacién se analizaron 3 series consecutivas correspondientes a cada
tratamiento (C, T1, T2 y T3) de Altamira, que permitieron examinar las 3 réplicas de cada uno.
Posteriormente, en otra sesidon se repitié el procedimiento para los tratamientos de Gualtallary. El
numero total de series evaluadas en cada sesion fue de 12. Teniendo en cuenta la cantidad de jueces
empleados para el analisis sensorial (10 degustadores entrenados), el niumero de respuestas
correctas requeridas para un nivel de significancia del 5% es de 7 (Roessler et al., 1948). En todas las
series evaluadas, en nimero de jueces que encontraron diferencias fue menor a 4, indicando
homogeneidad entre las réplicas de cada tratamiento estudiado.

A continuacidn, se realizaron 2 sesiones separadas donde se procedié a la comparacion entre
tratamientos por zona. Para llevar a cabo cada sesion, se selecciond aleatoriamente una réplica de
cada tratamiento. Los vinos seleccionados se sirvieron en grupos de tres copas distribuidas
aleatoriamente entre los 10 panelistas. El nimero total de series evaluadas en cada sesion fue de 6.
Con respeto a los vinos de Altamira, los jueces fueron incapaces de diferenciar entre los vinos de los
distintos tratamientos evaluados; mientras que en el caso de Gualtallary, los jueces lograron
diferenciar solamente los vinos control de los obtenidos a partir de la aplicacién de T1 y T2 (Tabla
16). Adicionalmente, los panelistas que respondieron correctamente coincidieron en atribuir las

diferencias percibidas principalmente a los parametros cualitativos “color” y “sabor”.
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Tabla 16. Test Triangular de eleccion forzada en vinos Malbec de Altamira y Gualtallary (2009). Nimero total de respuestas = 10.
Comparaciéon entre tratamientos

Zona Respuestas
CyT1l CyT2 CyT3 Tly T2 Tly T3 T2y T3

. Nimero de respuestas correctas 6 4 3 3 4 4

Altamira o .
Significancia ns ns ns ns ns ns
Numero de respuestas correctas 8 7 4 3 5 4

Gualtallary =~ . .
Significancia + + ns ns ns ns

ns, vinos sin diferencia significativa.
+, vinos estadisticamente diferentes para un nivel de significancia del 5% (Roessler et al., 1948).

Las observaciones descritas anteriormente muestran variaciones en algunos parametros
fendlicos globales y en la composicidon flavonoide y no-flavonoide de uvas y vinos Malbec
provenientes de diferentes tratamientos de raleo de racimos aplicados en dos zonas geograficas de
la Provincia de Mendoza. En resumen, los tratamientos de raleo aplicados en ambas zonas,
independientemente del momento de realizacién, modificaron significativamente los componentes
del rendimiento de las plantas con excepcion del peso de racimo y del nimero de bayas/racimo. Por
otro lado, su incidencia sobre los parametros fisicos y la composicidon fendlica de las uvas y de los
vinos fue muy baja, observandose mayores diferencias debido al factor “zona”. En general, los raleos
tempranos (T1 y T2) tendieron a aumentar la biosintesis y acumulacién de compuestos fendlicos en
hollejos y semillas, trasladandose este efecto a la composicién de los vinos. Sin embargo, en la
mayoria de los casos esta tendencia carecid de significancia estadistica. Por su parte, las condiciones
edafoclimaticas de las zonas estudiadas incidieron notablemente en la composicion de las muestras
analizadas. Con respecto a las uvas, los hollejos y semillas de Gualtallary revelaron un mayor
contenido de compuestos fendlicos en comparacién con Altamira. En cuanto a los vinos elaborados,
el patrén observado en las bayas de Gualtallary sélo se mantuvo en relacidn a los pigmentos
antocidnicos y parametros relacionados al color; en tanto, las muestras de Altamira mostraron
contenidos superiores de fenoles no-antocidnicos. En conclusion, a partir de estos resultados se
puede evidenciar el potencial de Altamira y Gualtallary para la produccidon de uvas con una gran
riqueza fendlica adecuada para la obtencidn de vinos estructurados, complejos y con coloraciones

intensas, destinados a una crianza prolongada.
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Efecto de la técnica de sangrado sobre la
composicion fendlica de vinos Malbec

Joan Mird, La botella de vino (1924).
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1. Consideraciones generales

Es ampliamente conocido y ha sido mencionado en repetidas oportunidades el importante
rol que cumplen los compuestos fendlicos como parametros de calidad de los vinos tintos, debido a
su impacto en las caracteristicas organolépticas y a sus propiedades funcionales (Renaud y de
Lorgeril, 1992; Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Estos compuestos se distribuyen principalmente en las
partes sélidas de la uva, y su transferencia al vino depende de las condiciones de contacto con el
liguido (maceracion). La maceracion es un proceso fisico-quimico que incluye la extraccion
fraccionada de compuestos quimicos desde la fase sdlida (hollejos, semillas y eventualmente
escobajos), seguido de la disolucion de los mismos en la matriz del mosto/vino (Peynaud, 1984).
Durante la maceracién, dos procesos fisicos ocurren de manera secuencial. El primero de ellos es la
disolucién e implica la extracciéon de los componentes vacuolares hacia la fase liquida o mosto,
primeramente los almacenados en forma libre dentro de las vacuolas y después los combinados con
otras estructuras celulares y presentes en el tonoplasto o en la pared celular. Depende de |la variedad
de uva y del estado de madurez, y se ve facilitada por la destruccién de paredes celulares y
tonoplastos vacuolares, ya sea por via enzimdtica o fisica (Ribéreau-Gayon, 2006a). El segundo
proceso ocurre a continuacién del primero e implica la difusién de las sustancias extraidas. La ley de
Fick rige los fendbmenos de transferencia que ocurren en la maceracién y establece que la
continuidad de la disolucion es completamente dependiente de la difusidon, la que ocurre
esencialmente a partir de la renovacidon del mosto saturado que impregna las partes sélidas de la
uva, por ejemplo por medio de remontajes (Ribéreau-Gayon, 2006a). El grado de extraccion logrado
en la maceracién incide en la cantidad y estabilidad del color, en la estructura de los taninos y en el
potencial de envejecimiento. La magnitud de extraccidn y la tasa de difusion de estos compuestos
dependen a su vez de la concentracién, localizacién celular e interaccién de los fenoles con otros
metabolitos de la uva (Romero-Cascales et al., 2005; Gonzalez-Manzano et al., 2006; Pinelo-Jiménez
et al., 2006; Aron y Kennedy, 2007), de la composicién quimica propia de la pared celular del hollejo
(Doco et al., 2003; Pinelo-Jiménez et al., 2006), del método de procesamiento empleado (Ortega-
Regules et al.,, 2006; Morel-Salmi et al., 2006; Pinelo-Jiménez et al., 2006) y del gradiente de
concentracién entre los hollejos macerados y el vino (Romero-Cascales et al., 2005). Por su parte, el
tiempo Optimo de maceracidon necesario para lograr los niveles adecuados de fenoles varia, entre
otros factores, con el estilo de vino buscado y con la variedad de uva utilizada (Baustista-Ortin et al.,
2004). Complementariamente, esta matriz fendlica proveniente de las uvas sufre modificaciones
sustanciales durante la vinificaciéon y el envejecimiento, producto de diversas reacciones quimicas

desencadenadas durante todo el proceso (Ribéreau-Gayon et al., 2006b).
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A través de los afos, los productores de vino han desarrollado y evaluado numerosas
técnicas enoldgicas tendientes a aumentar la extraccion de compuestos fendlicos en el vino, sin
embargo no todas han logrado resultados satisfactorios. Una revisién bibliografica bastante reciente
(Sacchi et al., 2005) concluyé que algunas técnicas efectivas para aumentar la extraccion de
compuestos fendlicos en el vino fueron la manipulacién de la temperatura de fermentacién, el
congelamiento de la uva previo a la fermentacién, el sangrado o saignée, la aplicacidon de enzimas
pectoliticas y la maceracion prolongada. Otras practicas, como la utilizacién de anhidrido sulfuroso y
la maceracién prefermentativa en frio han mostrado tener poco o ningun efecto perdurable, y en
algunos casos han conducido a una disminucion en los niveles de compuestos fendlicos. Esta dltima
técnica ha sido evaluada por Casassa (2007) durante la elaboracién de vinos cv. Malbec de la
Provincia de Mendoza, empleando como alternativas a la maceracién tradicional el enfriamiento
previo del mosto en camara frigorifica y el empleo de CO, sdlido como agente refrigerante e
inertizante. Sélo el empleo de CO, resultd efectivo sobre la concentracion fendlica del producto
terminado, debido a su accidn protectiva; mientras la alternativa restante produjo efectos negativos
sobre estos compuestos.

El mercado actual exige, en gran parte, la disponibilidad de vinos estructurados con
coloraciones intensas, razéon por la cual los endélogos evallan constantemente diversas variantes
tecnolégicas tendientes a satisfacer las exigencias de los consumidores. En numerosas oportunidades
la intencién es mantener una alta relacidn solido/liquido durante la vinificacién. Una alternativa
interesante sobre este punto es la técnica de sangrado, que consiste en extraer una fraccion de jugo
durante el encubado de la uva, antes de iniciarse la fermentacidén alcohdlica, con el objetivo de
aumentar la relacion sélido/liquido y modificar la composicion quimica del vino para lograr un mayor
color y aroma en el producto terminado (Singleton, 1972; Gawel et al., 2001; Bautista-Ortin et al.,
2004 y 2007). Esta técnica ha sido evaluada por diversos autores en diferentes cultivares y regiones
del mundo (Bautista-Ortin et al., 2004 y 2007; Sacchi et al., 2005; Puertas et al., 2008; Baiano et al.,
2009; Harbertson et al., 2009), sin embargo, no existe informacién sobre su impacto vy
comportamiento especifico en vinos cv. Malbec argentinos.

En base a todo lo mencionado y teniendo en cuenta el estudio propuesto en el Capitulo Il de
la presente Tesis Doctoral, donde se evalud la influencia de la préctica viticola de aclareo de racimos
sobre la composicidon fendlica de uvas y vinos Malbec, se planted el interés de investigar un
tratamiento enoldgico capaz de simular el efecto generado por dicho manejo en el vifiedo. Por lo
tanto, los objetivos del presente trabajo fueron estudiar la incidencia del sangrado sobre la
composicion fendlica de vinos Malbec y analizar la extraccion de estos compuestos durante el

proceso de vinificacion.
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2. Condiciones experimentales

El ensayo fue realizado durante las vendimias 2010-2011 con uvas cv. Malbec provenientes
de un vifiedo ubicado en la localidad de Altamira (692 07’ O y 332 43’ S), San Carlos, Provincia de
Mendoza, Argentina. El vifiedo fue implantado en el afio 2000 sobre pie franco, utilizando un sistema
de conduccidn en espaldera con orientacion norte-sur, poda Guyot y riego por goteo. El marco de
plantacién fue de 2 m entre hileras y 1,2 m entre plantas dentro de la hilera, y la produccion
estimada fue de 10 t/ha. Las uvas empleadas en este estudio correspondieron a las plantas
resultantes del tratamiento control del ensayo de aclareo de racimos descrito en el Apartado II.1
(Capitulo Il). Debido a la cantidad de uva necesaria para este ensayo, se seleccionaron nuevas plantas
dentro del mismo vifiedo, siguiendo el criterio utilizado en el Apartado 1.1 (Capitulo I1).

Las bayas fueron cosechadas manualmente con 25-262Brix, colocadas en cajas plasticas de 20
kg de capacidad y transportadas inmediatamente a la bodega en condiciones controladas. El primer
afio (2010), se aplicaron 3 tratamientos enoldgicos consistentes en distintos niveles de sangrado: T1
(10%), T2 (20%) y T3 (30%), frente a un tratamiento control (C) sin sangrado. A partir de los
resultados preliminares, el segundo afio (2011) sélo se evalud el T3 junto con el C y se estudid la
cinética de extraccién de compuestos fendlicos durante la etapa de maceracion/fermentacion
alcohdlica. En ambas temporadas se emplearon 3 réplicas de cada tratamiento.

La metodologia utilizada para la aplicacién de los tratamientos de sangrado fue la siguiente.
En primer lugar, se determind la relacién volumen de jugo (mL)/peso de bayas (g) en 5 muestras de
100 bayas tomadas aleatoriamente a partir de la uva cosechada. Cada muestra fue pesada, colocada
en una bolsa pldstica y presionada manualmente hasta obtener un mosto, cuyo volumen fue medido
en una probeta, previamente al filtrado del mismo a través una malla plastica de 0,5 mm de tamafio
de poro para eliminar los restos solidos. A partir de estos datos se calculé el volumen de jugo
correspondiente a 100 kg de uva, que constituye la cantidad empleada en cada vinificacion del
ensayo. Finalmente, se procedié a determinar el volumen de jugo a retirar para alcanzar el
porcentaje de sangrado deseado (10, 20 o 30%). En todos los casos, el sangrado se realizé
inmediatamente después del encubado antes de iniciarse la fermentacién alcohdlica.

Las vinificaciones se realizaron en tanques de acero inoxidable de 100 L, siguiendo el
protocolo de elaboracidn detallado en el Anexo I. En la vendimia 2010, sélo se evaluaron los vinos
terminados al momento de embotellado (45 dias después del descube). Mientras que en la vendimia
2011, se analizaron diariamente muestras de mosto/vino, durante 15 dias hasta el descube, ademas
de los vinos al momento de embotellado y después de 3 meses de almacenamiento en botella.
Paralelamente, se estudié la composicion fendlica de la uva al momento de cosecha a partir de un

muestreo aleatorio de bayas por triplicado sobre el vifiedo en cuestion (Anexo 1). En todos los casos
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se procedid a la determinacién de pardmetros analiticos generales y compuestos fendlicos, siguiendo
la metodologia detallada en el Anexo |. Sélo en la vendimia 2011, después de 3 meses de
almacenamiento en botella, los vinos fueron sometidos a una evaluacidn sensorial (test triangular)
para examinar diferencias entre los tratamientos y complementar la informacién obtenida mediante

las determinaciones quimicas (Anexo 1). La Figura 1 muestra un esquema detallado de los ensayos

realizados en ambos afios.
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Figura 1. Esquema de los ensayos de sangrado realizados en las vendimias 2010 y 2011.
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3. Resultados y discusion

3.1. Composicion fendlica de la uva al momento de cosecha

Las bayas Malbec de las dos vendimias evaluadas (2010-2011) fueron caracterizadas
inicialmente a través de los parametros analiticos presentados en la Tabla 1. Las mismas fueron
cosechadas con similares contenidos de sdlidos solubles (2Brix) y acidez, sin observarse diferencias
significativas entre ambos afos (p > 0,05). Con respecto a los pardmetros fisicos, las bayas
muestreadas presentaron valores semejantes en el peso de bayas y hollejos, en tanto el peso de

semillas fue significativamente superior en 2011.

Tabla 1. Parametros analiticos generales de uvas Malbec (2010-2011).
3 Uvas
Parametro
2010 2011
Peso de 100 bayas (g) 205,7+7,4*a 185,2+3,6a
Peso de hollejos (g) 20,7+11a 216+10a
Peso de semillas (g) 52+0,1a 58+0,2b
Solidos solubles (°Brix) 25,7+0,2a 254+0,2a
Acidez titulable (g/L) 32+0,1la 34+0,2a
pH 3,99+0,02a 3,84+0,07 a
* Media * error estandar (n = 3). Letras distintas en la misma fila indican diferencias
significativas entre vendimias (Tukey HSD, p<0,05).
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Figura 2. Parametros fendlicos generales determinados en extractos de hollejos de bayas Malbec (2010-2011).
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Figura 3. Pardmetros fendlicos generales determinados en extractos de semillas de bayas Malbec (2010-2011).

La composicidn fendlica global de los hollejos y semillas provenientes de las uvas evaluadas
se muestra en las Figuras 2 y 3. En la vendimia 2011, ambas partes de la baya presentaron niveles
significativamente superiores de proantocianidinas y fenoles totales comparados con la vendimia
2010, indicando un potencial superior para la produccidon de vinos con mayor estructura. Por el
contrario, el contenido total de antocianos mostré valores comparables y la intensidad colorante una
tendencia similar, debido probablemente a un mayor contenido de antocianinas individuales en los
hollejos de la vendimia 2011. La concentracion elevada de compuestos fendlicos en las semillas de
las uvas de la vendimia 2011 podria deberse en parte a la mayor proporcidon de materia disponible
(Tabla 1). En general, los resultados obtenidos coinciden con los observados en el Apartado Il.1
(Capitulo 11) sobre uvas del mismo vifiedo en dos vendimias previas (2008-2009).

Al analizar la distribucidn de antocianinas (Figura 4), se observé el mismo patrén obtenido en
los hollejos de bayas Malbec estudiados en los Capitulos | y Il, representado por una mayor
proporcién de monoglucésidos (media, 75,2% en 2010 y 77,6% en 2011) seguido por los acetil-
glucdsidos (media, 15,8% en 2010y 13,7% en 2011) y cinamil-glucésidos (media, 9,0% en 2010y 8,7%
en 2011). Al comparar las dos vendimias, sdlo los derivados glucosilados mostraron diferencias
significativas, con concentraciones superiores en 2011. Por su parte, considerando el perfil basado en
las diferentes antocianidinas, se observo la incidencia del factor “afio” sobre todos los compuestos,
encontrandose niveles mayores en la vendimia 2011. Estos resultados concuerdan con el contenido
de antocianos totales cuantificado por espectrofotometria y podrian explicar su relaciéon con la

intensidad colorante (Figura 2).
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Figura 4. Antocianinas determinados en hollejos de bayas Malbec (2010-2011).

Adicionalmente, se determinaron los compuestos fendlicos de bajo peso molecular no-
antocianicos, cuyos resultados generales en hollejos y semillas se muestran en las Figuras 5 y 6.
Analizando la composicion de hollejos (Figura 5), los flavonoides constituyeron la fraccién mas
abundante (media, 96,6% en 2010 y 96,5% en 2011) comparada con los no-flavonoides (media, 3,4%
en 2010 y 3,5% en 2011), en concordancia con lo reportado en los Capitulos | y Il. Al evaluar las dos
vendimias, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en la tasa de los distintos compuestos,
especialmente flavonoides, presentandose concentraciones superiores en 2011 y coincidiendo con el
contenido de fenoles totales determinado por espectrofotometria (Figura 2). Con respecto a los no-
flavonoides, si bien no se observé una influencia significativa del factor “afo” sobre el contenido de
acidos fendlicos, los hollejos mostraron niveles levemente superiores en 2011. Por su parte, el
andlisis de las semillas (Figura 6) revelé un patrén coincidente al observado en los parametros
generales descritos anteriormente (Figura 3). Tanto los mondémeros como las procianidinas
cuantificadas presentaron concentraciones significativamente superiores en la vendimia 2011.

A partir de las observaciones realizadas, se observa claramente la influencia del factor “afio”

sobre la biosintesis de compuestos fendlicos en hollejos y semillas de uvas provenientes del mismo
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vifiedo. Esta composicion diferencial de las bayas, determinada en parte por las condiciones
climdticas de cada afio (luz, temperatura, régimen hidrico, etc.), posiblemente incida en el perfil

fendlico del mosto/vino durante la vinificacidén y en la composicion final del producto.
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Figura 5. Fenoles no-antocidnicos determinados en extractos de hollejos de bayas Malbec (2010-2011).
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Figura 6. Fenoles no-antocianicos determinados en extractos de semillas de bayas Malbec (2010-2011).
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3.2. Composicion fendlica de los vinos provenientes del tratamiento control
En primer lugar se realizd la caracterizacidn y comparacién de los vinos Malbec obtenidos,
empleando el protocolo de vinificacién descrito en el Anexo |, sin aplicacion de la técnica de

sangrado (tratamiento C) en las dos vendimias evaluadas (2010-2011).

3.2.1. Parametros analiticos generales

La Tabla 2 muestra los resultados correspondientes a los parametros determinados al
momento de embotellado (45 dias después del descube). Los valores de pH presentaron una baja
dispersion entre los vinos analizados, observandose por el contrario un nivel superior de acidez
titulable en los vinos de la vendimia 2011, acompafiado de un menor contenido de alcohol. Si bien no
existieron diferencias significativas en estos pardmetros determinados en las uvas al momento de
cosecha (Tabla 1), el contenido levemente inferior de sdlidos solubles observado en el afio 2011
podria explicar estos resultados en los vinos.

Al analizar los parametros fendlicos generales, se observaron diferencias significativas entre
vendimias, presentandose en general una mayor riqueza fendlica en vinos de la vendimia 2011,
coincidiendo con los resultados obtenidos en las uvas (Figuras 2 y 3). Esta tendencia se confirmé
principalmente en los niveles de fenoles totales, proantocianidinas totales y antocianos combinados.
Sin embargo, el contenido de antocianos libres y totales fue levemente superior en la vendimia 2010,
y la concentracion molar de flavanoles (flavanoles DMACH) y el indice de gelatina (IG) similares entre
los vinos evaluados.

Con respecto a los parametros de color, si bien no existieron diferencias significativas en la
IC, se observd un nivel levemente superior en la vendimia 2011, acompainado por un menor valor de
L*y mayor hy b*, indicando un color mas intenso debido principalmente a la componente azul (% de
color azul). En cuanto a los vinos de la vendimia 2010, a pesar del contenido superior de antocianos
totales, los mismos mostraron una IC levemente inferior al 2011, caracterizada principalmente por la
componente roja (% de color rojoy a*).

Finalmente, analizando la contribucién del CC (%) al color total del vino se observé una
mayor proporcién en vinos de la vendimia 2010 (30,6%), debido probablemente a un mayor
contenido de antocianos libres y de otros compuestos (copigmentos). Es importante destacar que los
vinos de ambos afios presentaron una importante fraccion de copigmentacidn por tratarse de vinos
recién terminados y embotellados (45 dias después del descube), coincidiendo con las observaciones
reportadas por Boulton (2001). Por el contrario, el grado de polimerizacidon observado (CP) coincidié
con los niveles de antocianos combinados (AC), los vinos de la vendimia 2010 cuya proporcidon de AC
fue del 33,0% presentaron menor grado de polimerizacidon (16,4%); mientras que los vinos de la

vendimia 2011, con 43,3% de AC mostraron un grado de polimerizacién mayor (18,3%).
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3.2.2. Perfil de antocianinas individuales

Al analizar el perfil antocidnico de los vinos al momento de embotellado (Tabla 3), se observd
un patrdn similar al obtenido en los vinos Malbec estudiados en los Capitulos I-V, representado por
una mayor proporcion de derivados glucosilados (69,5% en 2010 y 69,8% en 2011) seguido por los
acetil-glucésidos (16,9% en 2010 y 16,3% en 2011), cinamil-glucésidos (6,6% en 2010y 7,7% en 2011)
y piranoantocianinas (7,0% en 2010y 6,3% en 2011).

Al comparar las dos vendimias, se observaron diferencias cuantitativas significativas entre las
muestras evaluadas. Los vinos de la vendimia 2011 presentaron mayores contenidos de todos los
compuestos determinados, a excepciéon de delfinidina-3-(6"-acetil)glucésido, malvidina-3-(6"-
acetil)glucésido, vitisina A y malvidina-3-(6"-acetil)glucésido piruvato cuyos niveles fueron
comparables en ambos afios. En general, los niveles de concentracién determinados fueron menores
a los obtenidos por espectrofotometria, debido a la capacidad de la técnica cromatografica empleada
de detectar sélo antocianos libres sin considerar la contribucién de otros pigmentos (Canals et al.,
2008).

Paralelamente, se calcularon las relaciones entre los distintos derivados antocianicos,
obteniéndose resultados concordantes con los presentados en los Capitulos I-V. La relaciéon
Yacetiladas / Icumariladas, propuesta por algunos autores para la verificacion de autenticidad
varietal en cepajes tintos (Otteneder et al., 2004), mostrd valores similares en ambos afios (2,6 en
2010 y 2,4 en 2011). Complementariamente, los valores medios obtenidos para las relaciones
Yglucosiladas / Zacetiladas y Zglucosiladas / Xcumariladas variaron entre 4,1-4,3 y 10,2-10,9,
respectivamente (Tabla 3).

Por su parte, considerando el perfil basado en las diferentes antocianidinas, los derivados de
la malvidina constituyeron los compuestos mas abundantes en todas las muestras analizadas (67,8%
en 2010y 61,0% en 2011), mientras que los derivados de la cianidina mostraron la menor proporciéon
(1,7% en 2010 y 3,0% en 2011). En general, la distribucion de todas las antocianidinas revelé un
patrdn similar al observado en los Capitulos I-V.

Con respecto al grupo de las piranoantocianinas, en la vendimia 2010 se identificaron seis
compuestos (vitisina A y B, peonidina-3-glucésido piruvato, malvidina-3-(6"-acetil)glucésido piruvato,
malvidina-3-glucdsido-etil-epicatequina y malvidina-3-glucésido-4-vinilfenol); mientras que en la
vendimia 2011, no se detectdé malvidina-3-glucdsido-4-vinilfenol. Los derivados piruvilicos (vitisina A,
peonidina-3-glucésido piruvato y malvidina-3-(6"-acetil)glucésido piruvato) representaron entre
72,7% (2010) y 64,3% (2011) de la totalidad de los pigmentos detectados, seguido por el aducto
malvidina-3-glucdsido-etil-epicatequina (13,6% en 2010 y 19,7% en 2011), la vitisina B (12,5% en
2010y 16,0% en 2011), y en menor proporcién la malvidina-3-glucésido-4-vinilfenol (1,2% en 2010).

En concordancia con lo reportado por otros autores (Monagas et al., 2003a), se encontré que los
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vinos con elevados contenidos de estos compuestos presentaban mayores niveles de sus

cianicos (malvidina y peonidina).
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3.2.3. Perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Adicionalmente, se determinaron los compuestos fendlicos no-antocidnicos, cuyos
resultados al momento de embotellado se presentan en la Tabla 4. Coincidiendo con las
observaciones realizadas en los Capitulos |-V y con datos reportados por diversos autores en otras
variedades tintas (Monagas et al., 2005d; Hermosin Gutiérrez et al., 2005; Hernandez et al., 2006), el
grupo de los flavonoides constituyd la fraccion mas abundante en las muestras analizadas (81,0% en
2010y 82,4% en 2011) comparada con los no-flavonoides (19,0% en 2010y 17,6% en 2011).

Al comparar las dos vendimias, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en la tasa de
algunos compuestos, en concordancia con los resultados obtenidos en uvas (Figuras 5 y 6). Con
respecto a los no-flavonoides, los vinos de la vendimia 2011 presentaron niveles significativamente
superiores de acidos hidroxibenzoicos (principalmente galico y protocatéquico) y triptofol; mientras
que en el afio 2010, se observd una mayor concentracion de estilbenos.

Analizando el grupo de los flavonoides, sdlo se observd la influencia de la vendimia en el
contenido de flavanoles, encontrandose niveles significativamente superiores en 2011. Estos
compuestos representaron la fraccion mas abundante de los fenoles no-antocidnicos, con
concentraciones comprendidas entre 107,1 mg/L (2010) y 166,0 mg/L (2011). En los vinos de ambos
afios, el contenido de (+)-catequina fue superior al de (-)-epicatequina mostrando una relacion de 1,5
(2011) y 1,8 (2010), lo cual coincide con los datos reportados en el Capitulo I. En general, los
resultados obtenidos concuerdan con los reportados por diversos autores en otras variedades tintas
(de Villiers et al., 2005; Monagas et al., 2005d; Makris et al., 2006b).

Con respecto a los flavonoles y dihidroflavonoles, si bien no existieron diferencias
significativas entre vendimias, se observaron valores levemente superiores en 2011 en concordancia
con los resultados obtenidos en uvas. El contenido total de flavonoles en las muestras analizadas
vario entre 87,1 mg/L (2010) y 90,1 mg/L (2011), representando alrededor del 20% de los fenoles no-
antocidnicos determinados. Con respecto a la distribucion de los distintos compuestos, se
observaron perfiles diferentes en ambos afios. En la vendimia 2010, la estructura mayoritaria
correspondio a la miricetina con sus respectivos derivados (32,4%), seguida por kaempferol (25,8%),
quercetina y sus derivados (23,2%), siringetina (7,9%), isoramnetina (5,9%) y naringenina (4,7%);
mientras que en la vendimia 2011, predomind el kaempferol (33,3%), seguido por quercetina
(20,6%), miricetina (19,7%), isoramnetina (14,2%), siringetina (6,3%) y naringenina (5,9%). Por otro
lado, la mayor parte de estos compuestos se encontraron bajo la forma glicosilada, principalmente
como glucésidos (62,6% en 2010 y 50,0% en 2011), glucurénidos (26,0% en 2010 y 26,8% en 2011),
galactésidos (7,3% en 2010 y 16,0% en 2011) y ramnésidos (4,0% en 2010 y 7,2% en 2011),
apreciandose una selectividad diferencial de las enzimas glicosil-tranferasas sobre el sustrato

utilizado en el proceso biosintético. En general, los niveles de flavonoles observados en los vinos
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Malbec coinciden con los reportados por diversos autores en otras variedades tintas (Makris et al.,

Castillo-Mufioz et al., 2007).
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