I11 JORNADAS UNIVERSITARIAS
SOBRE EL JEREZ

21 al 25 de Mayo, 1984

CCCCCCCCCC









?2C7.1 R -
JOR

Departamento de Quimica Técnica
Facultad de Ciencias

[l JORNADAS UNIVERSITARIAS
SOBRE EL JEREZ

21 al 25 de Mayo, 1984

SERVICIO DE PUBLICACIONES
UNIVERSIDAD DE CADIZ

CADIZ, 1985

PO



1SBN 84-600-4052-6
D.L. CA-800/85

Jiménez-Mena. Artes Graficas. Editorial.
Pol. Ind. Zona Franca C/. La Linea de la Concepcién. Cadiz.



ENTIDADES COLABORADORAS:

Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cadiz.

Consejo Regulador de las Denominaciones de Origen

Jerez-Xérés-Sherry y Manzanilla de Sanlidcar de Barrameda.
Grupo de Exportadores de Jerez.

Junta de Andalucia.

Caja de Ahorros de Cadiz.

Waters Espafola, S.A.



INDICE DE MATERIAS

Presentacion de las Jornadas

VICENTE FLORES LUQUE

Aspectos generales de la microbiologia en el vino de Jerez.

BALDOMERO INIGO LEAL . ocee e ee o ee e ee e ceeaaaens

Comportamiento de variedades de uva de mesa en la zona del
Jerez.

GARCIA DE LUJAN,A. jMORALES GODINES,M_.;3USTILLO BARROSO,J.M.
Y GIL MONREAL -M . . i e e e e e e e e e e d e e eeae s

La madera rizada de la vid un sindrome de caracter virotico
con incidencia econdtmica en la viticultura.

PADILLA VILLALBA,V. y MARTINEZ CUTILLAS.A. .. .. ... .....

Extracciéon y estudio del aceite de semilla de uva Palomino.
GALAN VALLEJO.M. iMARTINEZ MASSANET;G.;MONTIEL TOSSO.J.A.;
PANDO RAMOS, E. y RODRIGUEZ L™"JIS.F. .. iiiaaa e e e

Contenido cationico del jugo de uva (Vitis vinifera, "Pedro

Ximenez™) en relaciéon con la distribuciéon geografica del Mar
co &ontilla—Moriles.

MEDINA CARNICER.M.jMORENO VIGARA,J .;GONZALEZ FERNANDEZ,J .L.

Y MERIDA GARCIA, J . i e e e e e eee e aaaaaan

Caracteristicas de nuevas variedades de vid obtenidas por hi
bridacion.

GARCIA DE LUJAN,A.iMORALEZ GODINEZ .M ;GARRIDO QUIJANO.A. vy
LARA BENLITEZ M. oo i e e e e e e et e e e e e e e

Maduracién industrial de la uva en el Marco del Jerez.Campa-
flas de 3982 y 3983.

MARTINEZ DE LA OSSA FERNANDEZ,E .;VALCARCEL MUNOZM.JGIL DE
REBOLENO INSUA.R. y PEREZ RODRIGUEZ,L .. coeeeeceeceaan

Aislamiento de un sistema oxidativo del indol en hojas de
Vitis vinifera L.

CATALINA,L. jSARMIENTO,R;MAZ*JELO,C. ¥y ROMERO,R. . ... .. ......

Pag .

11

24

38

43

59

87

99



Estudio de la fertilizacion diferenciada en la vid.Evolucioén
de azuUcares,acidos organicos y fracciones nitrogenadas en ho
jas.

CATALINA,L.;MAZUELO,C. ;SARMIENTO,R. jROMERO,R. y VALPUESTA,V ..
Comparacion del comportamiento Teoldgico y volumen especifi-
co de mostos concentrados de uva frente a disoluciones acuo-
sas de glucosa y fructosa.

GALAN VALLEJO.M.;ANDRADE BALAO,J.A. y LOPEZ TORRES,M.A.....

Estudio del contenido en lipidos totales,neutros y polares
en uvas ''Macabeo" (Vitis vinifera) en el curso de su ciclo
vegetativo.

CASTELA MOGOLLON,P_M.iMESIAS IGLESIAS,J.L. y MAYNAR MARNO.J.

Evolucién de aminoéacidos en el curso de la maduracién de
uvas Vitis vinifera.

MIGUEL GORDILLO.C.iMAYNAR MARINO,J.1. y MESIAS IGLESIAS,J.L.

Compuestos no volatiles en vinos de Jerez:Polialcoholes,azlu-
cares y compuestos fenol icos.

ESTRELLA, I. jOLANO, A. y HERNANDEZ , T .. oo i a e e

Contribucion al estudio de la alcohol deshidrogenasa de uva.

HERNAO DAVILA.F.jGONZALEZ CABANILLAS,S. y MESIAS IGLESIAS,J.

Estudio del factor matador de las levaduras vinicas.

CASAS ASIN,J AL i et ieeeee e e e e

Determinacion automatizada del indice de polifenoles totales
mediante analisis por inyecciéon en flujo (FIA).
BUITRAGO,J .;CELA,R. ;MILLAM . y PEREZ-BUSTAMANTE,J .A ... .....

Separacion de acidos y aldehidos fendlicos del vino mediante
cromatografia de permeaciéon de gel .

OTERO,J.C.iCELA,R. iGARCIA BARROSO,C. y PEREZ-BUSTAMANTE,J .A.

Estudio de la extraccion liquido-liquido de los acidos feno-

licos del vino.
GUILLEN SANCHEZ,D.A.jCELA TORRIJOS,R.;GARCIA BARROSO,C y

PEREZ-BUSTAMANTE MONASTERIO,J A . ... iiia e e aaans

108

121

130

144

156

177

188

194

214

233



Evolucién de los acidos fenol icos a lo largo del proceso de
elaboracién del vino fino de Jerez.

GARCIA BARROSO,C. ;CELA TORRIJOS.R. y PEREZ-BUSTAMANTE MONAS-
TERIO.J.A

Soluciones a la problematica de vertidos " vinazas.

VALCARCEL MUNOZ,M.J.;PEREZ RODRIGUEZ,L. y SALES MARQUEZ,D.

Control del volumen de llenado en vinos y brandies de Jerez.

ASENCIO RODRIGUEZ, A. y DOMECQ WILLIAMS,B

La correzione dell"acidita dei vini.

USSEGL 10-TOMASSET ,L

Evoluzione delle conoscenze sulla clorosi férrica della vite

FREGONI ,M. e BAVARESCO.L

Descripcion resumida de la técnica enolégica de los vinos de
Jerez.

JUSTO F. CASAS LUCAS

256

278

291

304

312

333



PRESENTACION DE LAS 111 JORNADAS UNIVERSITARIAS SOBRE EL JEREZ

Vicente Flores Luque

Una vez mas,y ésta es la tercera,estamos en la linea de sali
da esperando la sefial para iniciar las Jornadas Universitarias sobre
cL JEREZ".Sin lugar a dudas es éste un nuevo acto de aproximacion
entre dos sectores,el cientifico y el industrial,o mejor la conjuncioén
entre el mundo cientifico y su entorno humano para tratar un tema de
gran importancia econdmica y cientifica,"EL JEREZ".

Quiero recordar que en la clausura de las Jornadas correspon
dientes al afo 80,organizadas por un deseo de acercamiento de la Uni-
versidad hacia la sociedad,se destacdé Tundamentalmente la perfecta
convivencia que se habia producido,durante varios dias,entre profesio-
nales universitarios de muy distinta formacién.Ello se continué en
las Jornadas del 82 y espero que se repita en éstas.Se han convertido
asi estas Jornadas en un polo de atraccién no s6lo de quimicos,sino
también de bioligos,farmacéuticos,economistas,agronomos...... que,con
formaciéon y opiniones muy dispares,abordan el tema de "EL JEREZ" desde
opticas muy distintas.Sin embargo,esta conjunciéon no se da aisladamen-
te en estos dias de las Jornadas,pienso que la misma se prolonga en
el tiempo y sirve de nexo o unién de unas Jornadas con otras,convir-
tiéndose asi en un intercambio constante y fecundo de ideas y de pro-
blemas .

De todas formas,y como aqui no cabe adoptar posturas que
no sean conocidas por la mayoria de los presentes,al considerarme bas-
tante profano en cunato se refiere al conocimiento cientifico de "EL
JEREZ" ,habré de enfocar la presentacién de estas Jornadas desde un
punto de vista que para mi tiene una gran importancia,y no es otro
que la vinculacién de las mismas con su entorno social,hecho que,en
mi opinidn,enaltece a esta zona.

La Ley de Reforma Universitaria,en su preambulo,establece
la idea de que la Universidad constituye un auténtico servicio publico
referido a los intereses generales de toda la comunidad nacional vy
de sus respectivas Comunidades Auténomas.Asimismo,en su articulo 19,en

el apartado 2a,se recogen como funciones de la Universidad la creacion,
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desarrollo,transmision y critica de la ciencia.de la técnica y de la
cultura;y en el apartado 2c recoge también como funciones el apoyo
cientifico y técnico al desarrollo cultural.social y econémico tanto
nacional como de las Comunidades Autdnomas.Pues bien.estas funciones se
estan cumpliéndo en esta Facultad de Ciencias desde su inicio,y es
mas,referido al tema concreto del "EL JEREZ" desde que se organizaron
las Jornadas Universitarias de 1980,tales funciones quedaron concreta-
das sin necesidad de que las mismas viniesen impuestas por ningin tipo
de Ley.

Ahora bien,la entrega de esta Facultad,y mas concretamente
del Departamento de Quimica Técnica,como organizador de las Jornadas,
ha tenido la adecuada respuesta en la corriente de entrega de la socie
dad hacia la facultad.

No es facil encontrar un sector industrial que,en un plazo
de tiempo tan breve como el que se ha producido en este caso,acepte
plenamente la presencia del mundo universitario.Creo que en estos mo-
mentos la facultad de Ciencias y este sector industrial son dos mundo
gue se necesitan mutuamente.

Estas Jornadas Universitarias sobre "EL JEREZ" estan enfoca-
das fundamentalmente a potenciar la investigacién en los campos de
la viticultura y la enologia y a estudiar sus repercusiones econdmicas.
Sin embargo,resulta que cuando se habla de investigacion aparece de in
mediato en la mente de casi todas las personas vinculadas a la misma
una division en pura y apiicada,aunque para algun colega la division
que debe hacerse es en "Investigacidon académica™ e "lInvestigacién uti-
litaria"”, términos que creo reflejan mejor la situacion planteada en
nuestro caso.

A partir de esa division cabe hacerse la siguiente pregunta:
Son los resultados de la investigacion académica asimilables con pro-
vecho por un determinado sector industrial,y pueden las inquietudes
industriales traducirse en una investigacion académica?.

Generalmente,esta es una pregunta que para el investigador
universitario,para el realizador de la "investigacién académica™ no
suele tener respuesta.El Investiga y da a conocer sus resultados,pero
en muy pocas ocasiones,a veces ninguna,llega a conocer el aprovecha-
miento y utilizacion de los mismos.

Sin embargo,si existe un planteamiento adecuado de los fines
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que se persiguen,aun cuando los medios materiales disponibles no sean
los adecuados,o los idoneos,se consiguen objetivos y fines que pueden
Ilegar a romper la inercia del sector industrial correspondiente y
se puede llegar de esta forma al establecimiento de un sistema abierto,
con un Flujo de alimentacidon de ideas fTacilmente transformables en
fines u objetivos y un flujo de salida de resultados utiles.

De esta forma el "investigador académico” Ilega a saber de
donde ha de partir y a donde ha de llegar,puede realizar un autoanali-
sis de su postura y de sus posibilidades,y someterse a las criticas
correspondientes.

Los grupos participantes en estas Jornadas.procedentes de
la Universidad.de los Centros de Investigacion o de la industria estan
realizando en el caso que nos ocupa una investigacion que se puede
calificar como utilitaria,pero aceptada tanto por los industriales
como por los universitarios con fines,en muchos casos,académicos,pues
la mayoria de los universitarios participantes traducen toda o parte
de esta investigacién en Tesinas de Licenciatura,Tesis Doctorales y
formacion de "curricula”.

El hecho favorable que se da en estas Jornadas.es que en
ellas los indusrtriales,a través de sus comunicaciones,dejan entrever
sus problemas y necesidades;estas ideas son aceptadas,a veces rapida-
mente,por los universitarios y transformadas en fines u objetivos de
futuras investigaciones.

Asi pues,en estas Jornadas se produce la confluencia de dos
mundos aparentemente muy distintos,tanto en su forma de trabajar como
de pensar,el de la creacion cientifica y el de la rentabilidad o bene-
ficio empresarial,aunque ambos obsesionados con una idea que es la
de mejorar el sector industrial de "EL JEREZ".

El industrial por su parte debe apreciar el origen y la nece
sidad de la investigacién,en tanto que el investigador debe reconocer
que en el planteamiento de sus problemas no debe eludir algo tan senci
lio y a la vez tan significativo como que para el industrial lo funda-
mental es el negocio,la produccién,la renta que obtenga de sus inver-
siones,y por ahi es por donde el investigador debe enfocar sus fines
y objetivos y realizar el programa de investigaciéon adecuado.

Traduccion fiel de este entendimiento y de esta participa-

ciéon son los siguientes datos tomados de las 1l Jornadas,las celebra-
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das en 1982:

Participantes procedentes de la industria ............ 50 %
Participantes procedentes de organismos oficiales . . . 20 %
Participantes de la Universidad ....... ... .. ... ....... 30 %
Comunicaciones presentadas por la industria .......... 3%
Comunicaciones presentadas por organismos oficiales . . 33 %
Comunicaciones presentadas por la Universidad ........ 3%
Entramos pues en las Ill Jornadas con el pensamiento puesto

en algunas consideraciones fundamentales que se estan sedimentando
y consolidando con el paso del tiempo y que en un futuro préximo tal
vez podamos convertirlas en conclusiones:

1?. Existe un entendimiento claro entre la industriados organismos
oficiales y la Universidad en este marco de "EL JEREZ".

2? . Existe un convencimiento por parte de la comunidad universita-
ria de que ha de servir y apoyar el desarrollo cientifico so-
cial y econdmico de su entorno.poniendo a disposicion de la
sociedad sus medios materiales y humanos.

3?. Existe una aceptacion por parte del sector industrial de "EL
JEREZ™ de una realidad indiscutible como es la Facultad de Cien
cias.en la que ha encontrado una tribuna adecuada para la expre
sioén de sus inquietudes cientificas y econdmicas.

En nombre del Comité Organizador de estas Jornadas,del que
me honro en formar parte,solo me resta agradecer la presencia de todos
en este primer acto y desearles una estancia y unos dias de trabajo
que sean lo mas grato y fructifero posible.

Gracias también a los que con su colaboraciéon han hecho po-
sible estas Jornadas.

Estamos pues ante las 11l Jornadas Universitarias sobre "EL
JEREZ"™ y para terminar voy a traer a colacién unas palabras del "maes-
tro Diaz-Cafabate”,llamado maestro por los taurinos,y que reflejan
la importancia del tema que vamos a tratar y el respeto con que todos
tratamos el tema.Dicen asi:

"Bebo el Jerez y saboreo su esquisitez.Le respeto y le admiro.... pero
de lejos,como a los grandes hombres,que es como mejor se respeta y

se admira'.
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ASPECTOS GENERALES DE LA MICROBIOLOGIA EN EL VINO DE JEREZ

Prof. Baldomero Ifiigo Leal

Instituto de Fermentaciones Industriales (C.S.1.C.)

Es este para mi,un momento de emocionados recuerdos;hace
cuatro afios y en circunstancias muy diferentes comenzaban en esta mis-
ma sede.de la joven y pujante Facultad de Ciencias de la Universidad
gaditana,las 1 Jornadas Universitarias sobre el Jerez,que si bien re-
cuerdo no fueron adjetivadas como tal por la posibilidad de no tener
continuidad;no fue asi ,afortunadamente y nuevamente hoy ,circunstancias
de un orden dimanado del azar mas que de otra particularidad meritoria
me permiten agradecer a los organizadores de esta tercera edicion,mi
presencia en este acto de la conferencia inaugural.

Mis primeras palabras han de servir pues para subrayar el
propio agradecimiento a tan generosa actitud,a la vez que para manifes
tar la satisfaccion por coincidir con las Jornadas de la Academia de
la Vid y del Vino de Siena,a la que me honro pertenecer desde hace
varios lustros;desde aqui,por tanto,quiero expresar a los entrafables
amigos italianos hoy en Madrid mi sentido deseo de completo éxito.

Volver a esta luminosa tierra jerezana,que origina uno de
los mas famosos vinos del planeta,para continuar hablando de su '‘cien-
cia"” (entre comillas),constituye para mi una aventura tan sobrecogedo-
ra.como podria ser para un modesto historiador presentarse en el Esco-
rial para discurrir sobre el reinado de Felipe II.

Antes de adentrarnos en la trama natural del vino para expo-
ner algo de lo que en los ultimos afios venimos aprendiendo de su biolo
gia y particularmente de la microbiologia del vino de Jerez,me voy
a tomar la libertad de expresar algunas intimas consideraciones que
tan de Illeno creo que afectan a la relacion personal entre los que
hacen investigacién cientifico-técnica del vino y los técnicos que
aplican sus resultados,bien para elaborarlo,bien para ponerlo a dispo-
sicion del consumo en Optimas condiciones.

También en el sector del vino creo que persisten las interno
gantes planteadas en otros sectores productivos entre el cientifico

que origina y el tecndlogo que aplica,y que podemos resumir en
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siguientes preguntas:

- ¢Coincicien los objetivos del investigador con los del técnico endélo-

go?.

- ¢Se orienta la técnica cientifica a la mejora de la calidas enolégi-
ca del vino,o s6lo a preservar una cada vez mas uniforme calidad téc
nolégica ya conseguida?.En aquellos casos en que esta mejora se
logra ¢Se realiza s6lo en un ambito local o se intenta ampliar al
ambito nacional?.

- ¢Se estan utilizando los resultados de la investigacion cientifica
en la expansion de la cultura del vino?.

- El enotécnico,/,Ha manifestado su preocupacion por el efecto social
negativo que” un vino tecnolodgico uniforme puede llegar a provocarQO.
Fenémeno que comienza a ser percibido como una retraccién del consu
mo en paises tradicionalmente productores y educados en un buen
uso de esta bebida?.

A todas y cada una de estas preguntas me parece que habra
de darse,con los hechos,justa y adecuada respuesta y también creo que
alguna de ella se encuentra en marcha hacia un despertar de '"concien-
cia ecolégica",concretizada en mas sensibilidad y exigencia al fendme-
no de la calidad;avalan tal realidad la existencia progresiva de mas
asociaciones de amigos del vino,proel amando la defensa de su pureza,
trabajando por la expansidon de su mas genuina esencia a fin de que
cada vez mas el hombre lo conozca mejor y aprenda de nuevo a respetar-
lo y a beberlo.

Otra cuestion que me gustaria no dejar de tocar,aun de pasa-
da,es la llamada "evaluacion de la tecnologia™ derivada de una adecua-
da investigacion enolégica.en el sentido de que esta no suponga solo
y exclusivamente una valoracién del logro en si mismo,sino que inciuya
los efectos positivos o0 negativos que tengan en el consumo.No es facil
sin embargo calibrar los intereses a veces contradictorios de los gru-
pos afectados que légicamente la juzgardn con diferente criteriojde
todas formas ,nos hallamos en un sector de tecnologia convencional
sin efectos llamativos;a lo mas que.trasciende es una innovaciéon que
afecta a la calidad de vida,a una forma mas o menos placentera de vi-
vir.Nos hallamos mas bien tras el arte de la tecnologia.No obstante,la
importancia de estas cuestiones aparentemente triviales va adquiriendo

cada dia mas significado de cara a la evoluciéon de la sociedad futura
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con superior desarrollo y menos empleo a la que habra de ir dotandose
con mayores posibilidades adaptativas a un ambiente de "ocio econémi-
co y mas culto”.No seria vanal pues el intento de alumbrar vinos cada
vez mas atractivos,higiénicos y diferenciados,simplemente mimetizando
la propia ontogenia o historia natural de tan singular bebida.

Relacionada con esta misma cuestion y con una fuerte carga
sugestiva y cultural,resulta la de que el vino,en buen porcentaje,per-
mite al intelecto humano una eleccién personal entre una variada gama
de productos diferentesjcada prototipo de vinorblanco,afrutado, de
aguja,fino oloroso,seco,dulce,tinto,clarete,espumoso,joven,mas o0 menos
viejo,tiene sus devotos,por cuya razon este producto ocupa una posi-
cion preeminente en la Gastronomia.Por otra parte,un hecho altamente
significativo viene ocurriendo los ultimos afos%en paises maximos pro-
ductores y tradicionalmente mas bebedores,presiste una clara tendencia
a la baja del consumo de vinos corrientes y un inicio de alza esperan-
zadora en los vinos de mayor calidad,lo cual viene en apoyo de"la te-
sis que venimos sosteniendo hace afios:intensificar el esfuerzo inves-
tigador en los temas biolégicos y bioquimicos del vino,de donde pueden
surgir datos explicativos de la calidad y en consecuencia las orienta-
ciones para innovar o implantar nuevas tecnologias conducentes al vino
ecologico-cientifico que responda a las peculiaridades de su origen
teldrico.

La realidad fisico-quimica de la vinificacién tan ampliamen-
te investigada en los ultimos decenios por los cientificos endlogos,
creemos que debe ser igualmente ampliada y profundizada a su realidad
microbiolégica,enfocada desde la perspectiva de la ecblogia y la evo-
lucion ,contemplando las especies microbianas participantes y sus inte-
racciones como fenomeno prevalente y preferencialjen tal sentido el
objetivo a conseguir seria la explicacion del prototipo de vino que
originan y en el camino hallar,tal vez,la respuesta a una pregunta
clave que aun la ciencia enoldégica no ha dado:

El vino,¢/evoluciona? (entiéndase en sentido ecoldégico).

Yo pienso que sin una vision conceptual amplia de la fisica,
la quimica y la biologia del vino,dificilmente vamos a comprenderle
en toda su magnitud y trascendencia;no olvidemos que el vino es un
mensaje de la tierra dirigido al corazon y a la mente del ser humano;

que se inicia en un proyecto geo-botanico muy cerca de la misma roca

13



madre ,que se concreta en el arbol de la vid y su dulce fruto,que con-
tinda en un proyecto microbiolégico sobre el mosto de la uva y que
termina,hecho vino,al ser consumido en proyecto fisiolégico en el co-
razon del hombre donde engendra alegria de su espiritu.

Después de este fugaz extravio por el laberinto metafisico
del vino,me vais a permitir seguidamente unas pinceladas histéricas
sobre microbiologia enolégica y las técnicas de vinificacion.

La Enologia nace practicamente en los primeros descubrimien-
tos del mundo microbiano,mérito que acapara el holandés Antonio van
Leeuwenhceck,quien con un microscopio rudimentario,construido por el
mismo,observa a mediados del siglo XVIl los microorganismos del mosto
de la uva en fermentacion y reconoce la naturaleza organizada de los
mismos ;r.c llega a mads y todo queda en ese punto.Han de transcurrir
casi dos siglos (1826) para que Desmazieres,con mejor técnica micros-
copica confirme el silenciado descubrimiento del holandés.Con la pu-
blicaciéon de su estudio microscopico induce a otros coetaneos a traba-
jar sobre el temajentre ellos a Cagnard-Latour y Schwann,guienes de-
muestran que la causa de la fermentacién del mosto de uva estaba liga-
da al desarrollo de las levaduras.Asi estaban las cosas cuando aborda
el tema Louis Pasteur.que en cuatro afios de intensa labor desentrafa
una serie de problemas bioldgicos transcendentes en aquel entonces,en-
torno a las transformaciones de la materia organica procedente del
mundo vivo.Descubre la Tfermentacién alcohdélica y lactica,demuestra
con experiencias de genial sencillez la correlacién estructura/funcion,
en este caso concreto estructura microbiana/funcién bioquimica,que
desde entonces se plantea como tesis inicial practicamente en todos
los trabajos posteriores de la ciencia bioldégica.Pasteur llega por
primera vez a la obtenciéon de cultivos de levaduras diferentes,esta-
blece el origen y ciclo de algunas de estas en la naturaleza,precisan
do su inexistencia sobre la superficie de las uvas verdes y su asenta-
miento cuando estan maduras.,adheridas a través de la pruina.También
esclarece la naturaleza bacterina de algunas alteraciones del vino.

Después de estas revelantes aportaciones de Pasteur,otros
autores siguiendo las sugerencias que él hace,profundizan en el cono-
cimiento de las levaduras como grupo auténomo taxonomicamente estable;
sobresalen en este periodo tres personalidades cientificas:el danés

Hansen que establece los fundamentos de la taxonomia de las levaduras,
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fija técnicas en el aislamiento y la determinacion de caracteres mor-
forlogicos y Fisiologicos,criterios taxondmicos y sistematicos de cla-
sificacion.Describe varias especies responsables de procesos fermenta-
tivos,entre ellos y muy particularmente el cervecero;otra figura,la
del francés Guillermond,conocido como el iniciador de la citologia
de organismos unicelulares en estados de vida libre.Describe admirable
mente la estructura interna de la célula,para los limitados medios
disponibles;publica en 1912 un libro sobre levaduras,verdadera joya
en la especial idad;en él se propone un primer esquema Tilogénico del
grupo,curiosamente correcto en el orden pero invertido en el sentido
de la direccion evolutiva;finalmente descuella en este periodo otro
danés,Winge,en el campo de la genética de levaduras.

Y en el tema de las levaduras del vino ;como se desarrollan
los acontecimientos?.Los autores al principio mencionados,a través
de estudios microscoépicos,ven que en la fase inicial de la fermenta-
cion espontanea de un mosto de uva predominan unas células en forma
de 1imén,levaduras apiculadas o como otros llamaron sacaromicetos api-
culados;a madida que el proceso avanza,las formas apiculadas pierden
el predominio y aparecen en el medio otras células de forma globosa,a
veces de forma alargadas,y finalmente otras de forma eliptica,que al
consumir todos los azucares del medio,floculan y se depositan.Se afir-
mé entonces que la fermentacidon del mosto de uva se inicia por la
accion vital del Pseuaosaccharomyces apiculatus y termina con la de
otra:el Saccharomyces ellipsoideus.

Mas que estudio taxondmico,a los microbidlogos del vino de
aquella época,interes6 la funcionalidad de las levaduras vinicas.es
decir la transformaciones bioquimicas que realizaban al desarrollarse
en el mosto de la uva y mas concretamente todavia,los productos fina-
les que originaban y quedaban acumulados en el vino,determinando su
caracter.Se vio que la levadura apiculada produce escasa cantidad de
alcohol y notable proporcion de volatiles secundarios,dejando intrans-
formado mucho azlcar;y que la levadura eliptica,contrariamnente,rinde
mas alcohol y menos secundarios.Resulta una practica muy demostrativa
que hacemos repertir a todos los que se inician en el conocimiento
enolégico.

De tales observaciones surgieron las decisivas experiencias

de Muller-Thurgau que pone a fermentar un mismo mosto estéril con so6lo
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levadura eliptica y aparte con una mezcla de eliptica y apiculada.Com-
prueba en los fermentados resultantes la acciéon depresiva de la leva-
dura apiculada sobre la eliptica,proponiendo en consecuencia el aleja-
miento de la primera especie del proceso fermentativo;se vislumbra
el concepto de la fermentacién pura;con la ejecucién de ésta surge
el vino tecnoldégico.Esta técnica unida al uso mas racional del anhi-
drido sulfuroso que ya se venia aplicando empiricamente,perfilan el
moderno sistema de vinificacion.

Los primeros resultados fueron muy alentadores en la préacti-
ca,pero a la larga creemos que han sido perniciosos en un aspecto y
por una sencilla razén:el de haber limitado la investigaciéon enoldégica
por haberse considerado la molécula de SO2 como una panacea.

En tales circunstancias,el clima no era propicio al desarro-
Ilo de la Enologia como ciencia;a pesar de ello,en Perugia (lItalia)
y gracias a la admirable tenacidad de Gino de Rossi,discipulo de Roux,
y su inmediato colaborador Castelli.se inicia un pugilato o carrera
de la microbiologia enoldégica.Se proponen para explicar el vino hacer
mas y mas microbiologia de cada uno de los tipos elaborados en las
distintas comarcas productoras de ltalia:a mas empirismo enotécnico,
hay que responder con mas investigacion microbiolégica,bioquimica y
biofisica.Este pensamiento dialéctico sigue siendo valido y estiy ple-
namente convencido de que si le guardamos fidelidad,permitira esclare-
cer y en consecuencia resolver,los nuevos problemas que con las pro-
ducciones masificadas cada vendimia se nos plantean.

Algunos de ellos fueron considerados en un coloquio enolégi-
co que tuvimos en esta misma capital por el afio 1974 6 75,al que pre-
sentamos una ponecia bajo el titulo: "Problemas microbiologicos pi el
desarrollo enotécnico™.

El trabajo de Gino de Rossi y Castelli,iniciado en la vendi-
mia de 1933,sobre mostos de la Umbria,representa el punto de arranque
de la mocerna microbiologia enoldgica.En él se establecen las direc-
trices y técnicas a seguir en la toma de muestras .momento en que han
de realizarse los bancos de diluciones para el aislamiento,a fin de
que en la coleccién de cultivos puros obtenidos estén representadas
todas y cada una de las especies de levaduras participantes en el cur-
so completo de la vinificacion espontanea del mosto.Asimismo se esta-

blecen los criterios taxondmicos y la sistematica aplicable a la cla-
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sificacion de cepas aisladas y estudio de sus caracteres técnicos.

En este trabajo se ponen en evidencia varios hechos impor-
tantes :

a. Que en la fermentacién espontanea del mosto de uva se perfilan dos
etapas bioldgicamente diferenciadas,una fermentativa y otra aerobia.

b. Que en la etapa fermentativa participan mas de dos especies y que
lo hacen escalonadamente,sucediéndose en tres periodos o fases,una
primera en la que ademas de la Kloeckera apiculata encuentran una
nueva especie Kloeckera magna.En una segunda fase,aparecen otras
especies de Tforma esférica y tamafio mediano,que ya Martinand en
estudios microscoépicos habia observado en mostos de la regién del
Mosela.referidas con el nombre genérico de "torulas'",aisladas y
clasificadas por los autores italianos como Torulaspora rosei.Final
mente,en la tercera fase fermentativa encuentran que el Saccharomy-
ces ellipsoideus tampoco actuaba en solitario sino que lo hace acom
pafiado de otras especies de Saccharomyces.

c. Que en la etapa aerobia aparecen velos blastomicéticos sobre el
vino una vez terminada la fermentacién,constan de varias especies
de levaduras que aislan y clasifican en el género Micoderma (hoy
Candida);:entre ellas el M. vini.M. tenax y M. duplex.En estos velos
los italianos nunca encuentran Saccharomyces.

Es precisamente unos afios mas tarde (1935),cuando Marcilla,

Alas y Feduchy demuestran que sobre vinos de la zona vitivinicola de

Montilla crece aerobicamente una especie esporulada perteneciente al

género Saccharomyces que describen como S. beticus,nueva especie de

fisiologia completamente distinta a las anteriormente descritas del
género Micoderma,que eran especies aerobias,respiratorias estrictas.

Con este trabajo fundamental del Prof. Marcilla nuestro pais se incor-

pora a la tarea investigadora europea de la microbiologia enolégica.

En afos posteriores,durante la década de los cuarentas,el

Prof. Castelli y sus discipulos Capriotti,Cantarelli,Giovannozi,etc..

en la escuela umbra y otros colaboradores (Verona,Malan,Florenzano)

en otras universidades,estudian practicamente todas las regiones viti-
vinicolas de Italia e Israel.
Exactamente en el afo 1954 _nosotros mismos nos incorporamos

a la tarea de la escuela italiana y comenzamos,dirigidos por el propio

Prof. Castelli,el estudio microbioldgico de la zona de la Mancha.
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En afios sucesivos,este grupo de trabajo del Instituto de
Fermentaciones Industriales,ampliado gradualmente con nuevo personal
cientifico (Arroyo,Bravo,Ripio,Somavilla.Kayyat....) realiza una la-
bor amplia y exhaustiva sobre todas y cada una de las regiones vitivi-
nicolas espafiolas con denominaciéon de Origen (20 zonas).Los resultados
obtenidos son a grandes rasgos los siguientes:

- En cada zona queda establecido un esquema ecolégico de levaduras
fermentativas y aerobias.

- Se estudia después el efecto que distintos factores técnicos pueden
pueden producir en la biologia del proceso natural:presencia de SO02

= altas temperaturas.grandes masas,alcoholizado,etc. ...

- Reflexionando sobre todos este conjunto de resultados.hemos Ilegado
al siguiente pensamiento bioldgico suceptible de ser generalizado:
todo mosto de uva en su fermentacidon espontanea hasta transformarse
en vino,lo hace a través de una rica diversidad de formas microbia-
nas; son especies de levaduras que se suceden en la fermentacién vi-
nica en un orden dado y con una presicion matematica.Hay tres esta-
dios o fases perfectamente diferenciadas bioldgicamente en la etapa
fermentativa y una clara etapa aerobica al término de la fermenta-
cion.En ellas,en cada fase,intervienen especies de levaduras con
marcadas diferencias fisiolodgicas.Unas representan modelos fermenta-
tivos homoalcohélicos.otros heteroalcoh6licos e incluso otras mode-
los metabdlicos respiratorios estrictos.

Enoldgicamente se piesa que unas pueden ser consideradas
especies nobles,aptas para llevar a cabo las fermentaciones y otras
inapropiadas para tal fin_Esta es una cuestién sobre la que hace falta
insistir todavia mucho con investigaciones de mayor alcance.

Esta realidad se repite sistematicamente en los mostos de
cada zona,con las logicas diferencias ecolégicas,a veces muy signifi-
cativas en el sentido filogénico.e impresionantes en senso evolutivo.

Esta sucesion puede muy bien ser la resultante de un proceso
cibernético que.partiendo del microorganismo,se rija por leyes funda-
mentadas en bases cientificas hoy desconocidas todavia en su compleja,
o tal vez simple,totalidad.En algunos casos concretos si son conocidas:
Regulan mecanismos de accion inter-especies,por ejemplo modificando
el potencial redox (accién de especies de Saccharomyces sobre especies

-tk Zigosaccharomyces y Torulaspora asentadas poblacionalmente en fase
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haploide);el efecto antiséptico del propio etanol acumulado en el me-
dio por especies alcoholigenas de segunda y tercera fase, inhiben espe-
cies de los géneros Kloeckera,Hanseniaspora y Candida.

En otros casos,los mecanismos de accidon inter-especies se
basan en efectos nutricionales.,eliminacion del medio de un determinado
factor de crecimiento mas rapidamente consumido por una de las espe-
cies presentes como pudimos poner de manifiesto entre Candida pulche-
rrima frente a Saccharomyces ellipsoideus,etc....

Finalmente,y por no citar mas casos en que estos mecanismos
estan descubiertos,citaremos el efecto letal del llamado "factor mata-
dor" descubierto mas recientemente en varios géneros de levaduras,pro-
ducido por sustancias concretas cuya naturaleza quimica molecular co-
mienza a ser conocida,y que nuestro grupo de trabajo estudia en espe-
cies vinicas del género®" Saccharomyces en sus aspectos ecoldgicos y
evolutivos sobre poblaciones taxonémicamente homogéneas en procesos in
dustriales.También A. Casas y J. Conde en la Universidad de Sevilla
han realizado importantes aportaciones al tema.

El poner de manifiesto otros mecanismos constituye para nles
tro grupo de trabajo,en el momento actual,la nociéon central en la bio-
logia del vino,que habremos de enriquecer y precisar en los proéximos
afiosjya que en lo esencialmente histérico el proceso microbioloégico
vinico lo hemos captado en la mayoria de nuestras zonas vitivinicolas
y sobre todo creo que esta comprendido para ser aplicadas con eficacia
sus consecuencias técnicas.Es mas,una de las inmediatas aspiraciones
de mas sutil interés aplicado,con interesante repercusidn higiénica,
derivard posiblemente del estudio antes aludido.La estrategia bioldégi-
ca establecida para fermentar un mosto podria dar solucidén definitiva,
de forma natural,al problema aun latente del aditivo quimico.Hoy la
solucion dada es s6lo de compromiso;las moléculas de anhidrido sulfu-
roso y de acido soérbico,autorizadas por la ley para este fin,no dejan
de ser naturaleza extrafia a la arménica y atractiva composicién de
un vino ecolégico.También lo realizado y los posibles logros futuros
constituiran en su dia el preciso acervo que contribuya,como aporta-
cién de ideas explicativas,a una teoria general del vino que necesa-
riamente comprenderia desde el origen hasta el valor nutricional como

alimento.

En lo que respecta a la trascendencia técnica de todos estos
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resultados,creo que estamos en los umbrales de una nueva era en la
tecnologia de la vinificacion,que podriamos calificar como "Proceso
de vinificacién por sistema de fermentaciones inducidas',es decir,
fundamentado esencialmente en una estrategia microbiolégica que com-
porte el uso de especies diferentes de levaduras locales seleccionadas
tomadas de las distintas fases fermentativas y de la etapa aerobica.

Con esta nueva tecnologia,intentaremos subsanar el principal
inconveniente de 1la tecnologia actual,que reduce la realidad de Ila
vinificacion a una simple fermentacién alcohélica a cargo de una sola
especie de Saccharomyces.Real idad que cada vez nos aproxima mas al
vino universal,al vino sin perfil peculiar,al vino sin auténtica iden-
tidad, al vino que no tendra necesidad de ninguna denominacién de ori-
gen.

Jerez,zona vitivinicola"privilegiada en tantos aspectos eno-
l6gicos también lo es logicamente en el microbiano.

En la vendimia del afio 1958, iniciamos el proyecto de inves-
tigacion correspondiente a los agentes de vinificacion en la zona de
Jerez de la Frontera;se tomaron en consideracién 20 muestras;5 en cada
uno de los cuatro pagos mas representativos:Carrascal.Macharnudo,en
los alrededores de Jerez;Sanlicar en las inmediaciones de Sanldcar
de Barrameda y Balbaina,proximo a ElI Puerto de Santa Maria.

Se aislaron un total de 300 cepas pertenecientes a trece
especies,en su mayoria de alto poder fermentativo (siete),cuatro de
escasa capacidad fermentativa y dos de capacidad fermentativa media.

Las especies de poder fermentativos alto fueron:

S. ellipsoideus
S. mangini
S. italicus
S. chevalieri
S. oviformis
Torulaspora delbrueckii
Saccharomyces ludwigii
Las especies de poder fermentativo medio fueron:
Torulaspora rosei
Zigosaccharomyces veronae
Y finalmente las especies de bajo poder fermentativo fueron:

Kl.oeckera apiculata
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Hanseniaspora guillermondii
Candida pulcherrima
Candida utilis
En la etapa aerobica.las especies halladas fueron:
Saccharomyces beticus
Saccharomyces cheresiensis
Saccharomyces rouxii
Saccharomyces montuliensis
Todas capaces de desarrollar sobre vino con un contenido
alcoholico del 15% y las especies:
Hansenula andmala
Zigosaccharomyces acidifaciens
Candida mycoderma y
Pichia membranaefaciens

incapaces de desarrollar sobre vinos de tal contenido alcohdlico.

Como hechos mas destacados ecolégicos y evolutivos sefalamos
algunos de ellos:

- La mayor proporcion de especies participantes en la etapa fermenta-
tiva son esporuladas (77,4%) y la menor (22,6%) no esporuladas.En
relacion con la zona de Montilla,este 22,6% de especies no esporula-
das representa una cifra cuatro veces y media superior a la de aque-
Ila comarca.

- En primera fase hay que destacar la importante participacién de Han-
seniaspora guillermondii en un 50% de los casos,acompafiando a la
Kloeckera apiculata que se halla aproximadamente en la misma propor-
cién,y la presencia s6lo en la zona mas costera.de Candida pulche-
rrima .

- Desplazamiento,en segunda fase,del Zigosaccharomyces veronae por
Torulaspora roseii que practicamente queda duefia del proceso.este
rasgo,diferencia netamente a los mostos de Jerez de los de Montilla.
Finalmente,en tercera fase fermentativa,hay que destacar la presen-
cia de S. mangini en un porcentaje de frecuencia del 100%,es decir,
que adquiere la misma importancia del S.ellipsoideus, levadura emi-
nentemente vinica.Lo mismo ocurre con el S.italicus,que llega a al-
canzar el 85% de frecuencia.La presencia de S. ludwigii en la fermen
tacion espontanea de mosto no ocurre en ninguna otra zona espafiola.

ST ha sido hallada siempre en muestras previamente sulfitadas con
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elevadas dosis de SC~.

En la etapa aerébica,todas las especies halladas correspon-
den practicamente a levaduras de la familia Endomicetaceas.es decir,
esporuladas,exceptuando la Candida mycoderma.Estan representados desde
los modelos metabélicos mas fermentativos (especies de Saccharomyces),
hasta las especies respiratorias estrictas (C. mycoderma y P. membra-
naefacieris),pasando por las especies de metabolismo fermentativo in-
termedio H. andmala y Z. acidifaciens.

En relacién con Montilla.esta etapa es netamente distinta;en
Montilla no aparecen en los velos espontaneos mas que especies del
género Saccharomyces.

De notable interés ecolégico y filogénico es,como ya os he
repetido otras veces,la presencia en tercera fase fermentativa de S.
oviformis y S. manginii.

Segun puede deducirse en una primera conclusiéon de los resul
tados de este estudio microbiolégico,la etapa fermentativa en los mos-
tos de Jerez es de las mas amplias en mostos espafioles cor. trece espe-
cies en total y siete en tercera fase.La etapa aerdbica,con un conte-
nido blastomicético multiple también es la mas completa hasta ahora
hallada y esta formada por ocho especies:cuatro pertenecientes al géne
ro Saccharomyces y otras cuatro a los géneros Hansenula,Candida,Zigo-
saccharomyces y Pichia.

Sin lugar a duda.es el proyecto microbiolégico de mayor lon-
gitud hasta ahora hallado en nuestra peninsula:21 especies participan-
tes ,10 cual viene también a decirnos que a una mayor complejificacion
biolégica correspondera légicamente una mayor complejificacién consti-
tucional bioquimica.Es decir,que un vino de Jerez,concluidas sus fases
de recorrido bioldgico resulta un vino de constitucién quimica mas
compleja,en definitiva un vino mas crecido.es decir,un vino verdadera-
mente criado,como Vds. dicen.

Y para poner punto a esta ya arida relacion de datos biolo-
gicos,me atrae la idea de volver al principio,al pensamiento del vino
como mensaje que termina en una eclosiéon de alegria del espiritu,ayu-
dandonos a caminar.haciendo liviano al hombre el cumplimiento de su
dificultoso.de su espinoso destino.Si el vino se toma con humano tem-
ple,con inteligente mesura,a esa alegria afadird el regalo,siempre

fresco.de la imaginacién creativa o aun el de la fantasia que remite
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a los limites del ser,a la frontera donde se mueven los suefios,el arte
la poesia,en definitiva .... nuestras emociones.

Agradezco mucho la atencién que me habéis prestado.



COMPORTAN! [ENTO DE VARIEDADES DE UVA DE MESA EN LA ZONA DEL JEREZ

Garcia de Lujan,A;Morales Godinez.M.jBustillo Barroso,J.M. y Gil Mon-

real ,M.

Departamento de Viticultura y Enologia de Jerez.Servicio de Investiga-

cion Agraria de la Junta de Andalucia.

1. - RESUMEN.

En esta comunicaciodon se presentan los resultados del control
y estudio de 23 variedades utilizadas como uva de mesa,situada en una
coleccion del la zona del jerez,sefial ando los datos de mayor interés
en relacién a su comportamiento y caracteristicas.

Se indican las mas destacadas segun los diferentes aspectos
analizados y considerando el conjunto de sus propiedades en la cole-

ccion estudiada.

2. - INTRODUCCION.

La viticultura en la zona del jerez ha sido y es la base
de uno de los vinos mas famosos del mundo.El viticultor de esta regidn
ha cultivado la vifa para producir una uva que casi siempre se ha so-
metido posteriormente a un proceso de vinificacion.Bien es verdad que
ha habido épocas en las que el producto de la vifa se ha destinado
a otra finalidad. Asi .durante [14” ocupacion arabe,presumibl emente Ila
uva se consumiria en su mayor parte directamente o convertida en pasa.
Pero la resonancia y prestigio de esta zona se ha debido,sin duda,a
los vinos procedentes de los vifiedos en ella cultivados.

A pesar de ello,y como sucede en tantas regiones viticolas,
sobre toco meridionales.siempre han existido parcelas dedicadas a la
producciéon de uva para consumo directo.es decir.de uva de mesa.En la
zona del jerez,ademéas,la obtencién de pasas para la elaboracion de
vinos dulces es una practica muy tradicional.Entre las variedades de
uva de mesa propias de la .region han destacado la Moscatel .Mantuo,Be-
ba, Uva Rey, etc.En realidad,el cultivo de estas variedades no se ha
destacado especialmente del de la Palomino,ni la uva de mesa ha cons-
tituido una actividad con marcada personalidad como sucede en otras

regiones espanolas.Si acaso,la explotacion del Moscatel puede tener
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cierta relevancia,aunque sin alcanzar la entidad de otras zonas pro-
ductoras .

Esta comarca tiene una marcada vocacion viticola y el culti-
vo de la vid puede llevarse a cabo con facilidad tanto por las condi-
ciones del clima y terreno como por la existencia de un personal espe-
cializado y conocedor de la viticultura.Por tanto,cabe pensar en el
interés que podria tener en ella el cultivo de la uva de mesa.de forma
mas intensiva,al menos en determinadas zonas.Por supuesto,dicho inte-
rés estaria determinado en gran parte por las posibilidades comercia-
les que ofreciera dicho cultivo,pero desde el punto de vista agronémi-
CO no parece que existan graves inconvenientes para desarrollar esta
especialidad viticola en la comarca,si bien habria que profundizar
y estudiar determinados aspectos como terrenos,riego y otras labores
especiales.

Por ello nos ha parecido de interés ofrecer una serie de
datos sobre un capitulo tan importante dentro del cultivo de la uva
de mesa como es el comportamiento de las variedades a emplear.

De los controles que venimos efectuando en una coleccion
instalada en esta zona desde hace varios afios,podemos presentar una
informacion bastante completa relativa a diversas variedades de uva
de mesa,algunas de resonancia internacional.cultivadas en todo el mun-

do,y otras mas o menos tradicionales de la zona.

3.- MATERIAL ESTUDIADO.
3.1.- Emplazamiento.

La coleccion a que hemos hecho referencia esta injertada
sobre patrén 41-B y se encuentra situada en el término de Jerez de
la Frontera,sobre terreno clasico de albariza con proporciones de ca-
liza activa del orden del 25%,homogéneo para el conjunto de las varie-
dades estudiadas.

Las caracteristicas climaticas de esta zona han sido deta-

Iladamente descritas por Hidalgo (1980) y son:

Tenroera™ura media anual .................. 17,3°C
Precipitacion anual ... ... ... ... ........ 582 mm
Evaporacion potencial .. ... ... ... ... .. ... 875 mm
Indice de humedad ... ..o eeeaaa. 0,57
Indice de Papadakis-...... ... ... ... .. .... Ci,0



Las constantes viticolas son las siguientes:

Periodo activo de vegetacion .........ccciooceoaaaan- 365 dias
Temperatura media en periodo activo.................. 17t3°C
Integral térmica activa ...... .. ..iiiiimaucaaaaanan 6352
Integral térmica eficaz ... ..ot eaa e 2705
Precipitacioéon en periodo activo ............c.oo.... 582 mm
Evaporatranspiracion actual en periodo activo . 308 mm
Integral de horas de luz en periodo activo.......... 4455
Las caracteristicas viticolas son:

Integral térmica activa ....... ... iiueaaaaaaanaan 6352
Indice térmico eficaz de Winkler ... .. ............. 2705
Equivalente pluviométrico de sequia de Azzi ........ 550
Indice hidrotérmico de Branas ......... .. ..... ... 1780
Coeficiente hidrotérmico de Zuluaga ................ 22
Coeficiente hidrotérmico de Seleaninov .............. 2,4
Producto heliotérmico de Branas .................... 11,9
Indice de posibilidades heliotérmicas de Huglin . . . 2750
Indice bioclimatico de Constantinescu .............. 13
Indice bioclimatico de Hidalgo ...... ... ... .. ....... 20
Indice bioclimatico de Popa ----ooimmmmaaaa e e 25,1

Los datos especificos de la parcela en donde se encuentra
la coleccién estudiada son los siguientes:

Marco de plantacié6n: 3 x 1,5;2,5 x 1,25;2,2 x 1,1.
Nimero de cpas controladas:10 cepas por variedad (G en vara y
pulgar y 5 en poda corta).En algunas variedades,hasta 1045 cepas.
Fecha de plantacidén:Enero de 1968.
Poda:Vara y pulgar a 12 yemas y corta en vaso con 6 pulgares a
2 yemas.
Conduccion:Libre,sin espaldera en su mayor parte,apoyando las
varas en tutores.
Tipo de injerto:Escudete y pua.
Ordenaciéon de la parcela:Plantadas las distintas variedades en
lineas,unas a continuacion de las otras,sin planteamiento esta-
distico.
Afos de control:8 en su mayor parte.

Cultivo de secano sin riego.



3.2.- Variedades.

Hemos escogido en la coleccién las variedades mas conocidas
0 que tienen algln interés especial como uva de mesa,para presentar
en este trabajo los datos mas significativos sobre su comportamiento.

Son las siguientes:

Aledo Moscatel de Hamburgo
Anna Maria Opale
Cardinal Palomino fino

Corredera (Palomino X Cardinal 4) Perla de Csaba

Chassélas dorada Parola de Gestosa
Chasselas Michel Tompa Primus 7 Pirovano
Chelva Reina de las vifias
Delizia di Vaprio Rosaki

Italia Sultanina

Mantudo Torralba

Medina (Palomino X Cardinal 12) Valenci blanco

Moscatel blanco
Se ha incluido el palomino fino,variedad clasica de la zona,

para servir de referencia.

4 .- CARACTERISTICAS DE LAS VARIEDADES.

Las fechas que se sefialan a continuacion se refieren al mo-
mento en que aproximadamente,la mitad de los 6rganos controlados (ye-
mas ,Flores ,bayas) han cumplido el estado fisioldgico correspondiente.

Variedad:ALEDO (marco de plantacién de 3 x 1,5 m.).

Fecha de brotaciodn:Sobre el 30 de Marzo.

Fecha de floracion:Sobre el 29 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 3 de Agosto.

Fecha de maduracié6n: - -

Kg de uva por cepa en poda vara y pulgar:3,22.

Kg de uva por cepa en poda corta:2,57

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:9,14.

Observaciones:Dada su madurez tardia,no tenemos datos de la fecha

correspondiente,pues la coleccidon se vendimia en Septiembre.
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Variedad:ANNA MARIA (marco de plantacién de 3 x 1,5 m.).

Fecha de brotacién:Sobre el 16 de Febrero.

Fecha de floracion:Sobre el 8 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 7 de Junio.

Fecha de maduracioén:A partir del 10 de Julio.

Kg_de uvapor cepa en podade vara y pulgar:2,32.

Kg de uvapor cepa en podacorta:1,88.

Grado Baumé medio al 25 de Agosto:14,05.

Acidez (gr/1) en tartarico al 25 de Agosto:3.24.
Observaciones:Racimos pequefios de color dorado.Sabor agradable.

Muy propensa a dafios de pajaros e insectos.

Variedad:CARDINAL (marco de plantacién 3 x 1,5 m.).

Fecha de brotacioén:Sobre el 16 de Marzo.

Fecha de floraciodn:Sobre el 19 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 4 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 20 de Julio.

Kg de uvapor cepa en podade vara y pulgar:5,28.

Kg de uvapor cepa en podacorta:3,89.

Grado Baumé medio al 29 de Agosto:14,49.

Acidez (gr/l1) en tartarico al 29 de Agosto:5,29.
Observaciones:Racimos y bayas grande de color rojo-violeta oscuro
consistentes y de buena presencia.Se comporta mejor con poda de

cordén de pulgares.Algo sensible al oidio y al rajado del fruto.

Va riedad:CORREDERA (Palomino X Cardinal 4) (marco de plantacién
de 2,2 x 1,1 m.).

Fecha de brotacioén:Sobre el 16 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 15 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 10 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 20 de Agosto.

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:5,57.

Kg de uva por cepa en poda corta:3,85.

Grado Baumé medio al 2 de Septiembre:12,60.

Acidez (gr/l) en tartéarico al 2 de Septiembre:5,27.

Observaciones:Variedad blanca con racimos de tamafio medio sueltos.
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Granos esféricos de dimensiones medias.Frutos de color dorado
y sabor dulce,con buena presencia.Variedad obtenida en este De-

partamento en 1971.

Variedad:CHASSELAS DORADA (marco de plantacioéon de 2,2 x 1,1 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 15 de Marzo.

Fecha de floracionrSobre el 24 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 21 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 5 de Septiembre

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:3,13.

Kg de uva por cepa en poda corta:3,83.

Grado Baumé medio al 2 de Septiembre:8,58.

Acidez (gr/l) en tartarico al 2 de septiembre:6,24.
Observaciones:Racimo y bayas de tamafio medio.Frutos de color do-

rado y sabor neutro.

Variedad :CHASSELAS MICHEL TOMPA (marco de plantaciéon de 3 x 1,5
m.).

Fecha de brotacién:Sobre el 5 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 19 de Mayo.

Fecha de ertvero:Sobre el 26 de Julio.

Fecha de maduracion:A partir del 25 de Agosto.

Kg de uvapor cepa en podade vara y pulgar:5,03.

Kg de uvapor cepa en poda corta:3,96.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:10,98.

Acidez (gr/l) en tartarico al 31 de Agosto:6,14.
Observaciones:Racimos largos y sueltos.Frutos de tamafio mediano,

dorados.de sabor agradable y buena presencia.

Variedad:CHELVA (marco de plantacion de 3 x 1,5 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 23 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 25 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 4 de Agosto.

Fecha de maduracion:A partir del 1 de Septiembre.

Kg de uva porcepaenpoda de vara y pulgar:5,07.
Kg de uvapor cepa en podacorta:4,77.

Grado Baumé medio al 2 de Septiembre:9,23.
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Acidez (gr/l) en tartarico al 2 de Septiembre:6,10.
Observaciones:Racimos largos y frutos de color verdoso con man-
chas pecosas,segin exposiciéon al sol.Uvas de hollejo basto,gusto

sabrosos.no muy azucarado y algo acido.

Variedad:DELIZIA DI VAPRIO (marco de plantacién 3 x 1 5 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 14 de Marzo.

Fecha de floracionjSobre el 23 de Mayo.

Fecha de envero:Sobr~ el 11 de Julio.

Fecha de maduracién:A partirldel 15 de Agosto

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:5,28.

Kg de uva por cepa en poda corta#4,73.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:12,90

Acidez (gr/1) en tartéarico al 31 de Agosto:5,51.
Observaciones:Racimo de tamafio medio,algo suelto y de buena pre-
sencia.Bayas de color blanco dorado,grosor medio y piel fina.Sa-

bor agradable y amoscatelado.Variedad algo sensible al oidio.

Variedad:ITALIA (marco de plantacion de 3 x 1,5 m.).

Fecha de brotaciodn:Sobre el 8 de Marzo.

Fecha de floraciodn:Sobre el 19 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 24 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 25 de Agosto.

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:3,00.

Kg de uva por cepa en poda corta:3,12.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:10,23.

Acidez (gr/1) en tartarico al 31 de Agosto:5,74.
Observaciones:Racimos y bayas de tamafio grande.Frutos expuestos
al sol de color dorado.de muy buena presencia y sabor amoscatela-
do. Se considera que posee buen comportamiento al transporte y

a su conservacion.

Variedad :MANTUO (marco de plantacion de 3 x 1,5 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 17 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 25 de Mayo.

Fecha de enverojSobre el 3 de Agosto.

Fecha de maduracioén:A partir del 10 de Septiembre.
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Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:4,55.

Kg de uva por cepa en poda corta:5,26.

Grado Baumé medio al 30 de Agosto:9,03.

Acidez (gr/1) en tartarico al 30 de Agosto:5,87.
Observaciones:Racimos largos y anchos.Granos carnosos casi esfé-
ricos, de color verde,poco atrayente,hollejo basto,gusto azucarado
y sabroso.Se la considera con buen comportamiento al transporte

y a su conservacion después de la vendimia o en la cepa.

Variedad:MEDINA (palomino X Cardinal 12) (marco de plantacion
de 2,2 x 1,1 m.).

Fecha de brotacidn:=Sobre el 18 de Marzo.

Fecha de floracio6n:Sobre el 19 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 6 de Julio.

Fecha de maduracion:A partir del 15 de Agosto.

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:47,06.

Kg.de uva por cepa en poda corta:3,34.

Grado Baumé medio al 3 de Septiembre:14,79.

Acidez (gr/l1) en tartarico al 3 de septiembre:5,04.
Observaciones:Variedad negra de racimos largos y sueltos y granos
esféricos de tamafio mediano.Frutos de sabor dulce.de mediana pre-
sencia y buen comportamiento en la pasificacion.Algo sensible

al oidio.Variedad obtenida en este Departamento en 1971.

Variedad:MOSCATEL BLANCO (marco de plantaciéon de 2,5 x 1,25 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 18 de Marzo.

Fecha de floracioén:Sobre el 24 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 19 de Julio.

Fecha de maduracion:A partir del 5 de septiembre

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:3,11.

Kg de uva por cepa en poda corta:2,84.

Grado Baumé medio al 30 de Agosto:11,60.

Acidez (gr/1) en tartari-co al 30 de Agosto:5,99.
Observaciones:Variedad blanca de racimos muy claros.Produce nume-

rosos rebuscos de maduracién mas tardia.Sabor muy caracterisgr«tco.”™V
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Variedad MOSCATEL DE HAMBURGO (marco de plantacién de 3 x 1,5
m.).

Fecha de brotacioén:Sobre el 13 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 16 de Mayo.

Fecha de envero-_.Sobre el 7 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 20 de Julio.

Kg ce uva por cepa en poda de vara y pulgar:4,16.

Kg 6e uva por cepa en poda corta:2,67.

Grado Baumé medio al 1 de Septiembre:11,71.

Acidez (gr/l1) en tartarico al 1 de Septiembre:5,28.
ObservacionesVariedad negra de granos algo pequefios pero de buen

sabor (amoscatelado).Fruto de mediana presencia.

Variedad:0OPALE (marco de plantaciéon de 3 x 1,5 m.).
Fecha debrotacion:Sobre el 17 de Marzo.

Fecha de floracion:Sobre el 21 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 28 de Julio.

fecha de maduracion:A partir del 25 de Agosto.

Kg de uvapor cepa en podade vara y pulgar:2,19.
Kg de uvapor cepa en podacorta:2,19.

Grado Baumé medio al 30 de Agosto:11,25.

Acidez (gr/l1) en tartarico al 30 de Agosto:5,51.

Observaciones:Frutos semejantes a los de la variedad Italia.

Variedad:PALOMINO FINO (.narco de plantaci6on de 2,5 x 1,25 m.).
Fecha debrotacidn:Sobre el 24 de Marzo.

Fecha de floracioén:Sobre el 24 de Mayo.

Fecha de enveroijSobre el 16 de Julio.

Fecha de maduracién:A partir del 1 de Septiembre.

Kg de uvapor cepa en podade vara y pulgar:5,28.

Kg de uvapor cepa en podacorta: - -

Grado Baumé medio al 2 de Septiembre:10,44.

Acidez (gr/1) en tartarico al 2 de Septiembre:5,13.

Variedad:PERLA DE OSABA (marco de plantacion de 3 x 1M5 m.).
Fecna de brotacién:Sobre el 12 de Febrero

Fecha de floracién:Sobre el 6 de Mayo.
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Fecha de envero:Sobre el 16 de Junio.

Fecha de maduracién:A partir del 19 de Julio.

Kg de uvapor cepa en poda de vara y pulgar:!,81.

Kg de uvapor cepa en poda corta:2,79.

Grada Baumé medio al 27 de Agosto:14,93.

Acidez (gr/l) en tartarico al 27 de Agosto:4,26.
Observaciones:Racimos y bayas pequefios de color dorado.Sabor li-
geramente amoscatelado.Muy propensa a picaduras de insectos y

pajaros.

Variedad:PEROLA DA GESTOSA (marco de plantacién de 3 x 1,5 m.).
Fecha de brotacion:Sobre el 19 de Marzo.

Fecha de floracién:Sobre el 22 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 23 de Julio.

Fecha de maduracioén:A partir del 1 de Septiembre.

Kg de uvapor cepa en poda de vara y pulgar:3,42.

Kg de uvapor cepa en podacorta:2,96.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:9,88.

Acidez (gr/l1l) en tartarico al 31 de Agosto:5,56.
Observaciones:Racimos largos y sueltos.Bayas elipticas de color

dorado,sabor neutro y hollejo resistente.

Variedad:PRIMUS 7 PIROVANO (marco de plantacion de 2,5 x 1,25
m. ).

Fecha de brotacién:Sobre el 15 de Febrero.

Fecha de floracioén:Sobre el 8 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 5 de JUlio.

Fecha de maduracion:A partir del 1 de Agosto.

Kg de uva por cepa en poda de vara y pulgar:2,62.

Kg de uva por cepa en poda corta:2,06.

Grado Baumé medio al 26 de Agosto:13,36.

Acidez (gr/1) en tartarico al 26 de Agosto:4,42.
Observaciones:Racimos numerosos de tamafio medio y compactos.Gra-
nos esféricos de color blanco dorado y sabor punzante.Causa pro-
blemas en la recoleccion pues el fruto se desgrana con gran faci-

lidad .
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Variedad:REINA DE LAS VINAS (marco de plantacién de 3 x 1,5 m.).

Fecha
Fecha
Fecha
Fecha
Kg de
Kg de

de brotacién:Sobre el
de
de

de

floracion:Sobre el
envero-.Soore el
maduracién:A parti
uva por cepa en poda

uva por cepa en poda

10 de Febrero.
13 de Mayo.

4 de Julio.

r del 20 de Julio.
de vara y pulgar:1,62.
corta:1,70.

Grado baumé medio al 27 de

Agosto:12,17.
Acidez (gr/l1l) en tartarico al 27 de Agosto:3,92.
Observaciones:Racimos poco numerosos.de tamafio mediano y sueltos,

con uvas de color blanco verdoso y sabor ligeramente amoscatelado

Variedad:ROSAKI (marco de plantaciéon de 3 x 1,5 m.).

Fecha de brotacién:Sobre el 17 de Marzo.
de
de

de

fecha floracién:Sobre el 25 de Mayo.

Fecha 30 de Julio

envero:Sobre el
Fecha

Kg de

maduracion:A partir del 3 de Septiembre.

uva por cepa en poda de vara y pulgar:5,09.
Kg de uva por cepa en poda
31 de

Acidez (gr/l1) en tartarico

corta:4,89.

Grado Baumé medio al

Agosto:9,60.
al 31 de Agoste:5,28.
Observaciones:Variedad blanca de racimos

largos y sueltos,con

buena presencia.Es algo sensible al oidio.

Variedad:SULTANINA (marco de plantacién de 2,5 x 1,25 m.).
Fecha de brotacién:Sobre el 3 de Marzo.
Fecha de floracién:Sobre el 21 de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 21 de Julio.

Fecha de maduracioén:A partir del 20 de Agosto.
Kg de

Kg de

uva por cepa en poda de vara y pulga :1,58.
uva por cepa en poda corta:1.32.

Grado Baumé medio al 2 de Septiembre:13,83."

Acidez (gr/1) en tartarico al 2 de Septiembre:4,98.
Observaciones:Racimos grandes y muy pocO numerosos,uvas pequefas
sin pepitas.de color amarillo oro y muy dulces.El Tfruto posee
problemas en su manipulaciéon por su facilidad al desgrane.El pedi

celo es adherente a la baya.Buen comportamiento en pasificacion.
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VariedadtTORRALBA (marco de plantaciéon 3 x 1,5 m.).

Fecha debrotacidn:Sobre el 29de Marzo

Fecha defloracioén:Sobre el 28de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 2 de Agosto.

Fecha de maduracioén:A partir del 5 de Septiembre.

Kg de uvapor cepaen podade vara y pulgar:5,09.

Kg de uvapor cepaen podacorta:4,89.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:9,03.

Acidez (gr/l) en tartarico al 31 de Agosto:6,23.
Observaciones:Racimos largos y sueltos.Bayas de color negro y

tamafio mediano,hollejo resistente y sabor neutro.

Variedad:VALENCI BLANCO (marco de plantacién de 3 x 1,5 m.).
Fecha debrotacidén:Sobre el 18de Marzo.

Fecha defloracién:Sobre el 24de Mayo.

Fecha de envero:Sobre el 31 de Julio.

Fecha de maduracioén:A partir del 1 de Septiembre.

Kg de uvapor cepaen podade vara y pulgar:5,61.

Kg de uvapor cepaen podacorta4,41.

Grado Baumé medio al 31 de Agosto:8,68.

Acidez (gr/l1) en tartarico al 31 de Agosto:5,50.

Observaciones:Variedad blanca de caracteres similares a la Chelva

5.- CONSIDERACIONES FINALES
De acuerdo con los resultados anteriores, amanera de conclu-
siones caben destacar los siguientes puntos:

- La sequia habida en los ultimos afios en esta zona ha provocado
descensos generalizados de producciéon.Por ello,hay que pensar
que,en condiciones mas normales,las cifras medias obtenidas de
Kg de uva por cepa habrian sido mayores.En caso de aplicar riego
a todas estas variedades,logicamente las producciones aumentarian,
al igual que variarian otros parametros,como puede ser la época
de maduracién.Los resultados serian también diferentes en otro
tipo de terreno.

- Las variedades de maduraciéon mas temprana,a lo largo del mes de
Julio,son las PERLA DE CSABA,ANNA MARIA,REINA DE LAS VINAS;MOSCA-
TEL DE HAMBURGO y CARDINAL.Solamente las dos ultimas,y en espe-
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cial la CARDINAL,tienen produccién,caracteristicas y comportamien
to satisfactorios.

No hemos estudiado hasta el momento el comportamiento de varieda-
des tardias en la ultima fase de su ciclo,ya que la vendimia de
la coleccién se realiza en la primera mitad del mes de Septiembre.
Algunas de la variedades estudiadas como la ALEDO,CHELVA.MANTUO,
TORRALBA,ROSAKI 'y VALENCI BLANCO,pueden permanecer mas tiempo
en la cepa y ser vendimiadas posteriormente.En cualquier caso,
entre las denominadas tardias,destacan por el conjunto de sus
caracteristicas las ROSAKI ,VALENCI BLANCO y CHELVA.

En el grupo de maduracién intermedia,que se inicia a lo largo
de la segunda mitad del mes de Agosto,principalmente,presentan
un comportamiento de mayor interés las ITALIA,OPALE y DELIZIA
DI VAPRIO.

Queremos sefialar las especiales caracteristicas de las variedades
CORREDERA Y MEDINA ,obtenidas por hibridacién en este Departamento
Maduran en el mes de Agosto y tienen buena produccion,en especial,
la CORREDERA.Hay que resaltar el alto contenido en azucar de la
variedad MEDINA y su buen comportamiento en la pasificacion.

En estos momentos llevamos a cabo un programa de obtencién de
nuevas variedades de uva de mesa del que cabe esperar resultados
de gran interés.

Pocas variedades superan al PALOMINO FINO en produccion,lo que
confirma su buena adaptacidén a esta zona.

Las variedades mas conocidas internacionalmente como la SULTANINA
ITALIA,ROSAKI .CARDINAL o MOSCATEL,presentan un comportamiento
desigual .La produccién de la SULTANINA es muy baja,la de la ITA-
LIA y la ROSAKI es mediana,siendo algo superior la del MOSCATEL
DE HAMBURGO y sobresaliendo la de la CARDINAL.De hecho,este ulti-
ma variedad se cultiva algo en la zona.Parece convenirle especial
mente la poda corta en corddn.

Por las caracteristicas del fruto (presencia,sabor,consistencia,
aptitud para su conservacion y transporte,etc.) podemos destacar
las ITALIA,CARDINAL,ROSAKI ,MOSCATEL ,OPALE,SULTANINA 'y DELIZIA
DI VAPRIO.

El tipo de poda,manteniendo igual nimero de yemas,influye en la

produccién,afectando de forma distinta a las variedades. Incide
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claramente en la presencia y forma de racimos y bayas.La poda
corta ayuda a una mayor homogeneidad del fruto pero casi siempre
proporciona una menor cosecha.

- En la colecciodn estudiada no se han presentado problemas especia-
por la fecha,temprana o tardia,de la brotaci6on.Si acaso,una mayor
incidencia de dafios de determinados herbicidas aplicados a culti-
vos de cereales vecinos y algun riesgo mayor de alguna afeccioén
patolégica en las variedades tempranas.

- En los ensayos que hemos realizado para estudiar la facilidad
de pasificacion,destacan las MEDINA,SULTANINA y CARDINAL.

- Desde el punto de vista de comportamiento en campo,destacan la
TORRALBA,VALENCI BLANCO,CHELVA y PALOMINO.

- A modo de resumen,podemos sefialar como variedades de mayor inte-
rés para esta zona.de acuerdo con los datos obtenidos en nuestras
condiciones de trabajo (suelo,clima,material vegetal,tipo de cul-
tivo,etc.) las CARDINAL, ITALIA,ROSAKI ,DELIZIA DI VAPRIO,VALENCI
BLANCO,CHELVA y MOSCATEL.La sultanina, muy extendida en todo el
mundo,tiene frutos de gran interés,segin se ha sefialado,pero cul-
tivada como el resto de 1ias variedades en nuestra coleccioén,es

muy poco productiva.
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LA MADERA RIZADA DE LA VID:UN SINDROME DE CARACTER VIROTICO CON INCI-
DENCIA ECONOMICA EN LA VITICULTURA.

Padilla Villalba.V. y Martinez Cutillas.A.

Departamento de Hortofruticultura.Centro Regional de Investigaciones

Agrarias.La Alberca (Murcia).

RESUMEN
Se describe la sintomatologia y la etiologia del sindrome
Madera Rizada que cada dia esta teniendo una mayor difusién e impor-

tancia en la viticultura espafola.

INTRODUCCION

Esta afeccion se encuentra en casi todos los paises vitico-
las del mundo:ltalia,Espafia.Francia.Suiza,Portugal,Yugoslavia,Hungria,
Bulgaria,Rumania,Checoslovaquia,URSS ,Grecia,lsrael .Jordania,Africa
del Sur,Estados Unidos y Venezuela ().

Su descubrimiento,en cuanto a sintomatologia,lo podemos si-
tuar en 1924 (RAVAZ y VERGE),los cuales describieron las acanaladuras
tipicas,aun cuando las relacionaron con el enrojecimiento (rougeau)
Fisiologico.

La Madera Rizada es una enfermedad que no ha recibido la
consideracién necesaria por parte de viticultores y técnicos.habiéndo-
se dedicado la mayor parte de los esfuerzos de unos y otros a solucio-
nar los problemas derivados de la presencia de otras virosis conside-
radas de mayor importancia:Entrenudo Corto Infeccioso,.Enrollado,Jaspea
do,etc.Este hecho ha constituido,tal vez,un factor importante en la
expansion de la Madera Rizada,al no haber incidido durante los proce-

sos de seleccidén en su sintomatologia.

Importancia econdmica

Las plantas afectadas ven gravemente disminuido su crecimien
toy llegan a morir a los 7 u 8 afios de haberse producido la infeccion
(2).siendo,al parecer,algunos cultivares mas sensibles que otros,exte-
riorizando los sintomas com mayor claridad;TELIZ y VALLE (3) sefialaban

como:

38 -



Muy sensibles: Cardinal
Loose perlette
Thompson seedless
Pinot noir
Italia
Medianamente sensibles: Ohanes
Queen
Aleatico
Malvasia negra
Poco sensible: Seibal 13053
Niagara

Mataré

De acuerdo con GRANITI y MARTELLI (4) la importancia de los
dafios sufridos depende de:
- Combinacion portainjerto-cultivar
- Suceptibilidad de las variedades europeas
- Posiblemente de la virulencia de las estirpes del agente cau-

sante

Sintomatologia

Los sintomas son en general mas acentuados en los portainjer
tos que en las variedades europeas,presentando las plantas afectadas
un menor vigor y un retraso de 4 a 5 semanas en la apertura de yemas
respecto a las cepas y parras sanas.

Las manifestaciones mas llamativas corresponden a las obser-
vadas en la madera.de donde procede el nombre de la enfermedad;ya que
en la epidermis se observa que las caracteristicas de conformacion
no son las normales,adquiriendo un relieve de tipo acorchado, levantan-
do la corteza se observan acanaladuras y pocilios gque en casos graves
se manifiestan exteriormente,y que han Ilevado a algunos autores a
considerar dos denominaciones:Grapevine Stem Pitting Disease (caso
de los pocilios) y Grapevine Stem Grooving Disease (caso de los canali
lI1os);estos sintomas son notorios también a nivel de raices.

En la zona del injerto se observa un diametro muy desigual
entre patrén e injerto,siendo corriente que se manifiesten los sinto-
mas descritos con mayor claridad en uno que en otro,ocurriendo asi

mismo,que el patrén muestre sintomas y el cultivar no,y dandose tam-
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bién el caso contrario si bien con menos frecuencia.

En hojas se pueden apreciar un tono rojizo previo a lo que
seria la madurez fisiolégica normal (2) siendo algunas variedades mas
sensibles a este hecho:Alicante Bouschet,Carifiena,Gamay o Garnacha.

Todos los sintomas citados proceden de la no formacién de
floema ni xilema a nivel de canalillos y pocilios,por lo que el fun-
cionamiento del cambium libero-lefioso se ve muy afectado,con produc-
cién de parénquima liberiano y parénquima lefioso pero no de vasos con-
ductores, con lo que los elementos nutritivos no circulan como debieran

ni en las cantidades necesarias.

Etiologia

Se trata de un sindrome cuyo agente causante es de naturale-
za desconocida siendo muchas y variadas las hipétesis al respecto,des-
de considerar que se pudiera tratar de un viroide (GALLITELLlI y SAVI-
NO),que fuera un closterovirus (6) o que se trate de una estirpe del
virus del Entrenudo Corto Infeccioso.También se ha establecido una
estrecha relacién con la afeccién conocida como Madera Acorchada (Cor-
ky bark) (6) y en algin momento se ha asociado con el Enrollado (7);
asi mismo,se han observado particulas viricas isométricas de diametro

igual a 30 nm relacionadas con la presencia de la Madera Rizada (8).

Transmision

Esta enfermedad se transmite fundamentalmente mediante injer
to,desconociéndose hasta el momento si existen vectores aéreos o sub-
terraneos capaces de transmitir este sindrome,aln cuando se han obser-
vado algunos casos en los que parece haberse producido una contamina-
cion natural y en cuyo suelo se ha encontrado el nematodo Xiphinema

Index (4).

PRESENCIA DE LA MADERA RIZADA EN NUESTRA VITICULTURA

Desde el afio 1978 hemos venido realizando seleccones clonal-
sanitarias en diversas zonas de nuestra geografia,observandose a lo
largo de estos procesos de seleccidén claros sintomas de esta enferme-
dad, la cual se encuentra ampliamente distribuida y con diversos grados

de virulencia (9).



Provincia Zona Cultivar Portainjerto

Murcia Hoya del Campo D. Mariano Varios
1 Ohanes "
Yecla Valenci negra 110-R
Jumilla D. Mariano Varios
Alhama de Murcia Italia 41-B
i D. Mariano Varios
Almeria Ohanes Varios
Zaragoza Carifena Garnacha 110-R
Bor ja Varias Varios
Calatayud Varias Varios

En el afio 1983 y visto que este sindrome se encontraba cada

con mayor frecuencia Iiniciamos un proceso de seguimiento y toma

de datos con la finalidad de establecer un diagnéstico epidemioldgico;
en dicho aflo pensamos que como consecuencia de la prolongada sequia
que venimos padeciendo desde haced unos afios,observamos que el numero
de plantas afectadas parecia incrementarse y que los sintomas eran
mas ostensibles;este hecho lo stribuiamos (9) a que al producirse una
evapotranspiracion muy fuerte la planta pone en funcionamiento sus
medios de defensa entre los que se encuentra una mayor exigencia en
agua,pero como los tejidos conductores se encuentran dafiados en mayor
o menor grado por este sindrome.no son capaces de enviar el aporte
de agua necesario para mantener el adecuado equilibrio hidrico de la
planta,con lo cual esta se ve avocada a una muerte mas rapida que en
condiciones, de pluviometria normal;se podria indicar que también ocu-
rre en los cultivares dedicados a uva de mesa,los cuales se ciegan
de manera periddica y por tamto no presentan problemas se aporte de
agua,pero lo cierto es que la sequia venia acompafiada de temperaturas
muy elevadas y ello nos condujo a pensar que el dafio es tal vez mayor
en las plantaciones regadas en exceso,debido a fuertes desequilibrios
en la relaciéon evotranspiracion/aporte de agua como consecuencia de
que las raices se encuentran en un suelo demasiado humedo,y la parte

aérea esta sometida a elevadas temperaturas.

- M



CONCLUSIONES

De las observaciones realizadas y del nimero de plantas afee
tadas por la Madera Rizada,podemos deducir la necesidad de considerar
este sindrome como una de las afecciones graves de caracter viroético
que afectan a la vid.Es evidente que aun no se pueden sacar conclusio-
nes definitivas.pero si es motivo de seria reflexioén,ya que si realiza
mos las distintas selecciones clonal-sanitarias en las diversas zonas
viticolas y no se tiene en cuenta la presencia de esta enfermedad,pode
mos llegar a tener un material exento de las virosis contra las que
seleccionamos y testamos de manera rutinaria:Entrenudo Corto Infeccio-
so,Enrollado y Jaspeado,pero si no consideramos la presencia de la
Madera Razada,se puede Ilegar a comercializar un material afectado
por este sindrome.

De todo lo anterior sacamos la conclusién de que es necesa-
rio introducir en los esquemas de la selecciéon clonal-sanitaria la
problematica de la Madera Rizada,incluyéndola de forma obligatoria
en los testados realizados para establecer la bondad del material vege
tal respecto a virosis,ya que su presencia supone una incidencia econd

mica negativa.
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la extraccién, determinacion
de parametros fisico-quimicos y composicién en acidos grasos del
aceite de semilla de uva varidad Palomino (Vitis vinifera, var. Palomi

no), caracteristica del Marco de Jerez.

1. - INTRODUCCION

Recientemente hemos iniciado en nuestros laboratorios una
linea de investigaciéon con vistas al mejor aprovechamiento de los
componentes, como aceite, proteinas, etc., de la semilla de uva
Palomino (Vitis vinifera, variedad Palomino), propia del Marco del
Jerez.

Dentro de dicha linea, este primer trabajo se ha centrado
en el estudio de la extraccién del aceite de la semilla, y en especial,
en la determinacion de las caracteristicas Tfisico-quimicas y compo

sicion en acidos grasos del mismo.

2. - MOLIDO, TAMIZADO Y SECADO DE LA SEMILLA

2.1. - Molido y tamizado

Una vez separada la semilla del orujo se ha procedido al
molido de [la misma en un molinillo Braun AG 4045 en su posicion de
molido mas fino. La semilla molida se tamizé separando cuatro fracciones
de tamafio de grano: Frac. 1, grano de diametro menor de 0,25 mm;
Frac. 2, de 0,25 a 0,50; Frac. 3, de 0,50 a 0,75 y Frac. 4, mayor

de 0,75. El tiempo idéneo de tamizado fué de 45 minutos.

2.2. - Secado de la semilla molida
El estado de humedad de la semilla molida es de gran importan

cia pues afecta en buena medida al rendimiento en la extracciéon de
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aceite. Se ha procedido por ello a ensayos de secado de las distintas
fracciones de grano por calentamiento y mediante el uso de agentes
defecantes. En estos ensayos se ha estudiado la influencia del
tamafio de particula, del tiempo, de la relaciéon cantidad de muestra/su

perficie y de los distintos agentes desecantes en la pérdida de humedad.

2.2.1. - Material_y métodos

Para el estudio de la influencia del tamafo de particula
se han realizado experiencias por duplicado con muestras de las distin
tas fracciones de tamafio de grano durante 6 h a 602C, determinando
la pérdida de humedad tras este tiempo de secado.

Para el estudio de la influencia del tiempo y de la relacién
cantidad de muestra/superficie se realizaron experiencias por duplicado
con semillas molidas sin tamizar, manteniendo a 359C placas Petri
de superficie de la base 146,55 cm2 (@), que contenian 20,0 y 10,0
g de muestra, y de superficie 59,45 cm2 () con iguales cantidades
de muestra. Se siguid la pérdida de humedad a través del tiempo hasta
las 30 h de secado.

Para el estudio de la influencia del tiempo y de los agentes
desecantes se han llevado a cabo experiencias por duplicado con muestras
de 6,0 a 8,0 g de las cuatro fracciones, en placas (b), manteniéndolas
a 25eC en desecador con 100 g de agente desecante (CaCl2, H2S04 y
pr0™), siguiéndose la pérdida de humedad con el tiempo durante 21

dias.

2.2.2. - Resu”tados_exper imental es
Los resultados experimentales se resumen en las tablas
I, 11y I

Tabla 1

Influencia del tamafio de grano en el secado

Fraccioén Pérdida media de humedad (%)
1 4.5
2 5.6
3 6.7
4 6,1
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Tabla 11

Influencia del tienpo y la relacion cantidad de maestra/superficie en el secado a 359C

Tiempo (h) Pérdida media de humedad &%)
@ ®

20,09 10,09 20, Og 10, Og

2,7 4.5 1.8 2,7

3 5,7 7,1 4,1 6,8
7 8,1 8,6 6,9 9,0
22 9,6 9,8 9,4 10,4
30 9,7 9,8 9,7 10,6

Tabla 111

de humedad media & i de las cuatro fracciones con el t

en el secado con agentes desecantes

Tieno @ H,S0, cacCl2 P,0,
1 3,6 3,4 3,1
2 5,2 4,5 4,5
3 5,9 5,1 5,1
7 7.4 6,9 6.4
14 8,1 7,6 7,2
21 8,2 7.6 7.6

2.2.3.- Discusion de_los_resultados

Los resultados medios de secado recogidos en la Tabla |1
son bastante similares para las cuatro fracciones, tan solo hay una
mayor diferencia en el caso de la fraccion 1, cuya pérdida de humedad re
sulta algo inferior, aunque no de un modo significativo, por lo que
se *puede afirmar que el grado de molido de las semillas no afecta
en gran medida en el secado de las mismas.

En la Tabla Il, puede apreciarse que hay una notable diferen
cia en las primeras horas de secado a favor de las muestras de menor
relacion cantidad de muestra/superficie, pero a medida que trascurre

el proceso, las diferencias se van reduciendo, llegandose a resultados
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similares en todas las muestras.

En el secado mediante agentes desecantes, los datos obteni
dos, revelaron que la pérdida de humedad fué similar para las cuatro
fracciones. En la Tabla 11l se reseflan los valores medios de pérdida
de humedad para dichas cuatro fracciones. Al comparar los resultados
con los tres desecantes se observa como las pérdidas de humedad finales
resultan similares, si bien parece apreciarse una pérdida de humedad

ligeramente mayor con el uso de H"NSON.

3.- EXTRACCION DEL ACEITE

El contenido en aceite de la pepita de uva es muy variable,
diversos autores lo situan, para distintas variedades de uva, entre
un 8 y un 21% (1. (2. 3. @D. O).

En el estudio de la extraccion se ha usado como disolvente
hexano y extractores soxhlet, teniendo en cuenta el efecto de las
principales variables que pueden influir en el proceso, como secado
previo de [la semilla molida, tamafio de grano y tiempo. También se
han realizado extracciones a reflujo con agitacion, estudiando el
efecto que ejerce la adicidon de tensioactivos a la mezcla de hexano
con la semilla molida sobre el rendimiento de extracciéon (6). Finalmen
te, se ha realizado una comparacién entre la extraccion con sohxlet
y la extraccién por calentamiento a reflujo con agitacion magnética.

3.1.- Materiales y métodos

En todos los casos, una vez extraido el aceite en el hexano,
se evapor6 este en un evaporador rotatorio Buchi R 110, con bafio
de agua a 455C, hasta peso constante.

Influencia del tiempo de extracciéon y del tamafio de particula:
Se tomaron muestras, entre 60,0 y 80,0 g, de cada una de las cuatro
fracciones de tamafio de grano, sometidas en todos los casos a un
secado previo durante 6 h a 602C, y se extrajeron con 250 mi de hexano
en soxhlets de 500 mi durante diferentes tiempos.

Influencias del secado previo: Se realizaron extracciones,
durante 4 y 5 h y media, de muestras entre 60,0 y 100,0 g de distintas
fracciones de semilla molida, con distintos contenidos estimados

de humedad. ElI porcentaje estimado de humedad de cada muestra se
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ha calculado por diferencia entre la humedad total de la misma vy .
la pérdida de humedad provocada en el secado.

Influencia de laescala de trabajo: Se han comparado mas
de veinte experiencias de extraccion con dos escalas diferentes; (@)
con 300 mi de hexano, en soxhlets de500 mi, cargados con 80-100
g de muestra y (b) con 4 1 de hexano, en 8oxhlets de 6 1, cargados
con 1 Kg de muestra.

Influencia de la adicién de tensioactivo: En un erlemmeyer
de 2 1, provisto de un refrigerante de reflujo, se han extraido muestras
de 100 g de semilla molida, en unos casos sin secar y en otros previamen
te secas.

El secado fué .de dos tipos, 24 h a 509C, con pérdida de
humedad del 5,0%, y 24 h a 1109C con pérdida de humedad del 16,3%,
considerada como humedad total de 1la semilla. Las extracciones se
realizaron con agitacion magnética constante, manteniendo la temperatura
del bafio a 60-649C, y empleando en todos los casos 500 mi de hexano.
Después de cada extraccion se separd el liquido por Tfiltraccién en
bnchner a vacio. Se ha estudiado el efecto de la adicion de dos tensioa
tivos, dodecilhidrogenosulfato sédico puro, DHS (Merck) y dodecilbencen
sulfonato sodico, DBS (90,3 % de materia activa). Las experiencias
se llevaron a cabo por duplicado.

Comparacién entre extraccion con soxhlet y extracciéon a
reflujo con agitacion: Las extracciones con soxhlet (§) se llevaron
a cabo con extractores de 500 mi con 300 mi de hexano. Las extracciones
a reflujo con agitacion magnética (R) se efectuaron en erlemmeyers
de 2 1 con temperatura del bafio de 60-649C y con 500 mi de hexano.
Todas las extracciones se vrealizaron por duplicado, con 100 g de

molido sin tamizar y durante 4 h y media.
3.2.- Resultados experimentales

Los resultados experimentales estan recogidos en las Tablas

v, v, vl, Vi1 y VIIIL.
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Tabla IV

Influencia del tiempo y del tamafio de grano en la extraccioén

Aceite extraido %)

t (h) Frac. 1 Frac. 2 Frac. 3 Frac. 4

1 16,5 11,1 7,6 7,0

2 16,8 11,2 7,0 6,0

3 17,8 11,3 7,4 7,0

4 17,9 12,1 8,2 7,5

10 18,1 12,5 7,9 7,5
Tabla V

Influencia del secado previo en la extraccion

Muestra Secado Humedad estimada (%) Aceite extraido %)
sin tamizar no 16,9 6,1
sin tamizar 48 h a 50? 11,4 8,0
Frac . 1 6 h a 503 13,4 16,0
Frac . 1 7 h a 603 11,1 17,9
Frac . 2 6 h a 509 13,4 11,4
Frac . 2 7 h a 602 11,1 12,1
Frac . 3 6 h a 509 13,4 6,7
Frac . 3 7 h a 609 11,1 8,2
Tabla VI

Influencia de la escala de trabajo en la extraccioén

Muestra Secado Capacidad soxhlet () Aceite extraido (b
Frac. 3y 4 no 0,5 3,0
Frac. 3y 4 no 6 4,8
sin tamizar 18 h a 609 0,5 10.5
sin tamizar 18 h a 609 6 10.6
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Tabla VII

Influencia de la adicidon de tensioactivos en la extraccion

Secado DHS {% en peso) DBS (% en peso) Aceite extraido (% medio)
no - - 6,6
no 0,5 - 5.9
no - 0,5 6,4
24 h a 509 - - 6,6
24 h a s°Q 0.5 - 6,3
24 h a 509 - 0,5 6,6
24 h a 1109 - - 1,2
24 h a 1109 0,5 - 0,8
24 h a 1109 _ 0,5 1,2
Tabla VIII

Comparacién entre extraccion con soxhlet y extraccion con agitacion

Secado Tipo de extraccioén Aceite extraido (% medio)
no S 8,2

48 h a 509 S 10,0
no R 6,6

48 h a 509 R 6,6

3.3.- Discusi6n de los resultados

Como se pone de manifiesto en la tabla 1V el tamafio de
las particulas tiene gran importancia en el rendimiento de extraccion,
hallandose éste favorecido por el menor tamafio de las mismas. Respecto
al tiempo, en la primera hora de extraccién se recupera la mayor
parte del aceite, incrementandose poco el rendimiento a partir de
entonces.

La influencia positiva del secado previo de la semilla
molida en la extracciéon se observa en la Tabla V. Por el contrario,
segun los datos de la siguiente Tabla se puede afirmar que el aumento
de mas de 10 veces en la escala de trabajo no modifica el porcentaje

de aceite extraido.



En la tabla VIl se puede ver que no se ha encontrado aumento
en el rendimiento de extraccién al afiadir los tensioactivos utilizados,
aunque es probable que disminuyan el tiempo necesario de extraccion.
Por otra parte, también se puede observar en dicha Tabla que el secado
exhaustivo a 1109C dificulta en gran medida la recuperacion del aceite.

Los datos medios reflejados en la Tabla VIII revelan que
la extraccion en soxhlet es mas eficaz. La diferencia de porcentaje
de aceite extraido es mas ostensible cuando se comparan muestras

secas que muestras sin secar.

4.- DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL ACEITE.

4.1. - Materiales y métodos de determinacion

Se han seguido las normas oficiales UNE (7).

4.1.1. - Indice_de refraccion® 2no_ _[WE 55-015)

El indice de refraccion se halla relacionado con la estructu
ra molecular de la sustancia y es indicativo del grado de insaturacioén
de un aceite.

Se ha utilizado un refractémetro modelo Atago 68141 a 207C.

4.1.2.- Densidad™ 20_(g/cm_)x _(UNE_55-005)
Se ha usado un picnémetro de 10 mi, calibrado con agua

bidestilada y termostatado a 209C.

4.1.3. - Viscosidad™ 2 jcPh i1UNE 55-105-73 )

Ademéds de ser un parametro Tfisico relacionado con la naturale
za de la sustancia, su determinacién en un aceite puede considerarse
como un dato indicativo de la pureza del mismo, es decir, de la completa
eliminacion del disolvente usado en su extraccion.

Se ha medido en un viscosimetro de caida de bola (Hoeppler)
Mechanik Prugerate Medingen BH2, utilizando la bola nim. 2, de 4,8011

3

g de peso, 16,6350 mm de diametro, 2,399 g/cm”~ de densidad y una

constante K, 0,079421.

4.1.4. - Medida_ espectrofotométrica_de _la _absorcion_en _la regién_ W,
(UNE _55-047-73)
Todas las grasas contienen al menos una pequefia cantidad
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de &acido linoléico, y en el caso del aceite de semilla de uva dicha
cantidad es muy elevada. Este &cido posee un dieno conjugado, cuya
oxidacién da un hidroperéxido que absorbe sobre los 232 nm. Por consi
guiente, la extincion especifica a esa longitud de onda es un indice
del contenido de estos hidroperéxidos. Sin embargo, cuando prosigue
la oxidaciéon aparecen diacetonas y cetonas insaturadas, que absorben
alrededor de los 270 nm. Por ser estos compuestos mucho mas estables
que los hidroperéxidos, esta medida de la oxidacién es bastante mas
exacta que la primera (8).

Los valores de la absorcion se dan en forma de extincidn
especifica a la longitud de onda dada, K. Se ha medido en un espectrofo
tometro Perkin Elmer mod. Coleman 575 a las dos longitudes de onda

consideradas, 232 y 270 nm.

4.1.5. - Acidez_libre_(UNE 55-011]

Quizas sea ésta una de las caracteristicas quimicas que
mejor definen la calidad de un aceite, pues representa el deterioro
hidrolitico a que ha sido sometido. La acidez, a partir de un cierto
Iimite, constituye un inconveniente para su empleo en alimentacion.

Se expresa el grado de acidez en porcentaje de acido oleico.

4.1.6. - Indice_de i1odo_(UNE 55-013]
La adicidon de iodo a un aceite es una expresién cuantitativa

del grado de insaturaciéon del mismo.

4.1.7. - Indice_de saponificacion_(UNE 55-0122

Este 1indice, al ser una medida de los &asteres presentes
en el aceite, se encuentra relacionado con el peso molecular medio
del mismo. Es tanto mayor cuanto menor sea la cadena de los éacidos
grasos que componen el aceite. Ello, unido a la propiedad de ser
un indice aditivo en las mezclas de los aceites, es lo que le confiere

su importancia como indicador de la pureza de éstos (8).

4.1.8. - Insaponificables (UNE 55-004-73)
Esta fraccion constituye el porcentaje de materia organica
no grasa, como hidrocarburos, estéroles, alcoholes alizafiicos y terpén”®

eos, etc., que forman parte del aceite.
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4.1.9.- Indice_de peréxidos j_UNE 55-023-73 )

Las moléculas de peroxidos en un aceite son hidroperoéxidos
o0 epiperoxidos de los &cidos grasos con una molécula de oxigeno activo
de la cual un soélo oxigeno es activo frente a los ioduros en iodo.
Dado que los hidroperéoxidos rapidamente se transforman en sustancias
diferentes, el (indice de peréxidos es una determinacién que trata
de evaluar el estado de oxidacidn inicial de un aceite.

Por otro lado, el indice de perdxidos también indica paralela
mente el deterioro que pueden haber sufrido ciertos componentes del
aceite, como los tocoferoles (con valor nutritivo) y los polifeholes
(con accion antioxidante). Esto, unido a que detecta el estado de
oxidacion antes que organolépticamente sea perceptible por no haberse
formado citn los compuestos carbonilicos y a la facilidad de su ejecu
cion, es lo que sustenta su valor como indice de calidad, a pesar
de su poca representatividad del estado global de oxidacion de un
aceite. En este ultimo sentido, se complementa con el valor de Ila

absorcion a 270 nm (8).

4.2_.- Resultados experimentales

Los resultados experimentales de las medidas de los parametros
fisico-quimicos para muestras de aceite procedentes de las cuatro
fracciones de semilla molida, asi como de molido sin tamizar, sin

secar y seco, se encuentran recogidos en la Tabla IX.
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Indice de
refraccion

Densidad

Viscosidad(cP)

Absorbancia
a 232 nm
Absorbancia
a 270 nm
Grado acidez
Indice acidez
Indice iodo

Indice de

saponificacion 145,98

Insaponif.(%)
Indice de

peroxidos

4_.3.- Discusion de

Los

valores de

Tabla IX

Parametros fisico-quimicos del aceite

Determinaciones realizada a 20 9C

Molido
Frac. 1 Frac. 2 Frac. 3 Frac. 4
1,4576 1,4548 1,4549 1,4585 1,4606
0,9220 0,9172 0,9222 0,9160 0,9005
24,214 27,723 33,883 29,722 19,147
6,64 6,31 6,73 6,56 3,54
0,96 0,83 1,06 0,86 1,23
5,17 3,80 4,24 4,65 9,45
10,28 7,56 12,78 9,24 18,81
106,86 81,74 91,79 106,34 106,83
138,82 141,41 150,12 155,65
0,56 2,39 2,47 2,98 0,71
63,28 53,56 220,06 196,14 130,35

los resultados

los pardmetros fisico-quimicos

Molido

sin secar Seco

1,4568
0,9230
38,529

6,80

1,30

4,89

9,74

84,31

167,78
0,57

8,44

del aceite

de semilla de distintas variedades de uva encontrados en la bibliografia

presentan un amplio rango de variacion.
cuando comparamos

de semilla de uva Palomino procedentes de

los valores que se han obtenido para

de tamafio de grano entre si y con el molido sin tamizar.

Este hecho se produce también
los aceites

las diferentes fracciones



Los 1indices de refracciéon resultan algo inferiores a los
descritos en la bibliografia (@), @, G, ©., @, @D, @O,
en la que se hallan valores entre 1,4707 y 1,4790. El rango para
la variedad Palomino se encuadra entre 1,4548 y 1,4606 a 20eC.

Sin embargo, los valores de la densidad, aun siendo ligeramen
te inferiores a los descritos con anterioridad, se asemejan mucho
mas a los observados por otros autores para aceites de semilla de
otras variedades de uva G), @@, @0, @1, @2, cuyos valores
abarcan de 0,917 a 0,925. La densidad a 209C del aceite procedente
de la semilla molida sin tamizar y seca, que seria la muestra mas
similar a las estudiadas en 1la bibliografia, es de 0,9230, valor
que esté dentro del rango antes indicado.

La viscosidad medida resulta también algo menor que las
citadas por otros autores para variedades distintas de uva (9), (0),
(11). Asi, estos autores la determinan entre 51 y 60 cP, mientras
que el valor obtenido para esta variedad jerezana es de 38,5 cP,
para el aceite procedente de la semilla molida sin tamizar y seca.

La absorcién a 232 nm para el aceite procedente de la semilla
molida sin tamizar ni secar, 3,54, coincide practicamente con el
valor de 3,64 hallado en las bibliografia (11). Para las demas muestras
los valores son sensiblemente superiores. Por el contrario, las absorcio
nes a 270 nm de muestras de aceite, 0,83 a 1,30, son menores a las
citadas por otros autores (11).

El indice de acidez es, posiblemente, junto con el indice
de peréxidos, que se comentara mas adelante, el parametro que mayor
variabilidad presenta para los aceites procedentes de semillas de
diversas variedades de uva @), &, ), @, @0). Asi, si bien
los valores mas frecuentes no pasan de 20, se pueden encontrar incluso
valores superiores a 100. El valor mas alto medido ha sido de 38,81,
correspondiente a aceite extraido de semilla molida sin tamizar ni
secar .

Los 1indices de 1iodo que se han determinado, con valores
comprendidos entre 81,14 y 106,86 son, en general, inferiores a los
citados por los diversos autores (@), @, ), ©, @O, Q2.
No obstante, se encuadran practicamente dentro de los valores encontra

dos en la bibliografia, que van de 86 a 142.
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Tal como se viene repitiendo en la mayoria de las constantes
fisico-quimicas, el indice de saponificacion del aceite de uva
Palomino resulta menor que el hallado para aceites de semilla de
otras variedades de uva &), ), (©. (@O, @1, @2, cuyo valor
oscila entre 177,8 y 198,0. El valor mas préximo es, como viene sucedien
do también para la mayoria de los parametros, el del aceite procedente
de la semilla molida y seca sin tamizar.

El porcentaje de materia insaponificable contenido en las
muestras de aceite estudiadas se encuentra en concordancia con los
datos suministrados por otros autores, generalmente no superior a
3%, para aceites de semilla de otras variedades de uva @), @),
G), (O, @0). Los valores medidos para aceite de semilla de uva
Palomino oscilan entre 0,56 y 2,98.

Por ultimo, tal como se cité anteriormente, el 1indice de
peréxidos presenta también un amplio margen de variaciéon. Existen
pocos datos en la bibliografia respecto a este parametro (11), pero
el que mas se asemeja es el aceite procedente de semilla molida,
seca y sin tamizar.

En conclusiéon, observando los parametros fisico-quimicos
de las distintas muestras de aceite de semilla de uva Palomino, parece
claro que las que mas se asemejan a los aceites procedentes de otras
variedades de uva estudiadas por diversos autores (varieades Pinot,
Sanjuanina, Isabella, Fayoumi, Berzelanza, Moskat, Bobal, etc.) son,
las procedentes de la semilla molida sin tamizar, y dentro de éstas,

las de semilla seca.

5.- COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DEL ACEITE®

Se ha realizado la determinaciéon cualitativa y cuantitativa
de los &cidos grasos presentes en el aceite siguiendo la norma UNE
55-037-73 (7), que sefiala un método basado en la preparacion de los
ésteres metilicos de los acidos grasos, ya que dichos asteres poseen
un punto \de ebulliciéon menor que el de sus &acidos correspondientes,

lo que hpce posible su analisis mediante cromatografia de gases.

5.1.- Material y métodos
El cromatégrafo de gases utilizado ha sido un Perkin Elmer

Sigma 3B, equipado con un registrador Recorder 159, y una columna
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de vidrio con fase estacionaria de Carbowax 20 N 15% sobre Cromosorb
W 80-100. La identificaciéon de los picos del cromatégrama se ha realiza
do, por comparacién con los correspondientes tiempos de retencion
medidos en los cromatogramas de muestras patrones (Merck) de los
respectivos asteres metilicos disueltos en hexano de pureza cromatografi
ca. Los cromatogramas fueron realizados en las siguientes condiciones
de trabajo: Gas portador: nitrogeno (@40 wml/min.). Temperatura de
inyector: 2509C. Temperatura del detector: 2509C. Temperatura de
la columna: 1859C. Rango: 10. Atenuacién: 256. Velocidad del papel:

0,5 cm/min. Volumen de muestra: 2 1.

5.2.-Resultados y discusioén

Los porcentajes determinados de los diversos &cidos grasos,
que se recogen en la tabla X, son similares a los valores hallados
en la bibliografia para aceites de semilla de distintas variedades
de ua @, 6B, O, (10),(11), @3), A4, @5). Estos aceites
se caracterizan por un alto contenido en acido linoléico y una ausencia
casi total de é&cido linolénico, lo que mejora el sabor del mismo.
También tienen un bajo contenido en Aacidos saturados, los cuales
cuando se hallan presentes en una elevada proporcién pueden depositarse
en las paredes de las arterias originando atercmas que obstruyen los
vasos sanguineos y que podrian ser causas de posterior arteriesclerosis,
trombosis o infarto de miocardio. Debido a estos porcentajes, el
aceite de semilla de uva Palomino se puede considerar efectivamente

como de buenas propiedades dietéticas.

Tabla X

Composicion en acidos grasos del aceite (%)

Ac. palmitico [C16-0> ... ... ==rerece- 8,1
Ac. palmitoléico <16°1> .. ...
Ac. estearico (C18:0) ........""7ttteee 5,4
Ac. oléico CI8r}) ooooo ..t 19,1
Ac. linoléico (

nnnnnna
Ac. linolénico ((W ......... 0,3



Segun los datos de composiciéon sefialados en la Tabla X y
considerando el aceite constituido exclusivamente por triglicéridos
tipo:

CH O-Acido

CIHg—Acido !

1 2

CH20-Acido3
en los que los acidos 1,2 y 3 pueden ser iguales o diferentes, se
puede estimar un peso molecular medio de 874,4 para el mismo.

Siguiendo con esta consideraciéon, el numero de insaturaciones
medio por molécula tipo seria de 4,6, mientras que utilizandoel
valor de 84,31 para elindice de iodo de la muestra (ver Tabla IX)
se Ilega a un numero de5,8 insaturaciones por molécula tipo. Esto
es bastante razonable si se tiene en cuenta que ademds de las insatura
ciones propias de los triglicéridos existiran otras debidas a componen
tes minoritarios del aceite que eventualmente adicionarian algo de

iodo.
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"“CONTENIDO CATIONICO DEL JUGO DE UVA (VITIS VINIFERA, "PEDRO XIMENEZ™)
EN RELACION CON LA DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL MARCO MONTILLA-MORILES™

Medina Carnicer, M.; Moreno Vigara, J.; Gonzalez Fernandez, J.L. y
Mérida Garcia, J.

Departamento de Quimica Agricola. Universidad de Cérdoba.

1. RESUMEN

En el presente trafcfejo se analiza la alcalinidad de cenizas
y el contenido en cationes (K, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cu) de mues-
tras de jugo de uva de la variedad Vitis Vinifera "Pedro Ximenez" so-
bre portainjertos Chasselas x Berlandieri 41-B. Las muestras se toma-
ron de 9 parcelas con distintos tipos de suelos representativos del
marco Montilla-Moriles, en tres fechas de la evolucién del fruto (uva

verde, terminacién del envero y madurez).

Con los resultados obtenidos se realiza un analisis de indi-
ces e similitus (cluster) para cada una de las fechas seleccionadas.
Puede observarse que las distintas uniones entre las muestras no se
corresponde con el tipo de suelos sobre el que asientan. También cabe
destacar que en el transcurso del tiempo, y a medidad que avanza la
maduracién, la disimilitud entre las muestras es mas acentuada. Final-
mente, si bien en la primera fecha no existen nitidas diferencias en-
tre las zonas de Produccioén y Superior Calidad delimitadas por el Con-
sejo Regulador de Denominacién de Origen del marco, a medida que
transcurre la maduracién las parcelas se van agrupando por zonas, Ile-
gandose en la vendimia a distinguir las muestras recogidas en zona de
Produccioén y Superior Calidad, e incluso dentro de ésta las del térmi-

no de Moriles y las de Montilla.

I1. INTRODUCCION

La ausencia de datos analiticos sobre caracteristicas de la
variedad Vitis Vinifera "Pedro Ximenez" en las peculiares condiciones
edaficas y climaticas de la zona Montilla-Moriles llevaron al Departa-
mento de Quimica Agricola de la Facultad de Ciencias de Cdordoba, a

iniciar en el afo 1980 una serie de estudios encaminados a la caracte-
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rizacion del suelo (SANCHEZ et al., 1983), del fruto (MORENO et al.,
1983) y vinos (ORDONEZ et al., 1983) de esta comarca de la provincia

de Coérdoba.

En el presente trabajo se intenta encontrar una relacion del
contenido catioénico del jugo de la uva, con el tipo de suelo y con las
zonas de Produccién y Superior Calidad delimitados por el Consejo Re-
gulador de Denominacion de Origen Montilla-Moriles. Con este objetivo,
y continuando la linea establecida en trabajos anteriores (TIRADO et
al., 1983; MEDINA et al., 1983) se utiliza un tratamiento matematico

(cluster) mediante el que se obtienen resultados satisfactorios.

111. MATERIAL Y METODOS

El material vegetal utilizado ha sido fragmentos de racimos
de 3-4 bayas de la variedad Vitis Vinifera sobre portainjertos Chasse-
las x Berlandieri 41-B. La toma de muestras se efectudé segun la técni-
ca descrita por PEINAUD (1938), sobre las cepas de 9 parcelas, cuya
numeracién se corresponde con los siguientes tipos de suelos: 1 y 8
Suelos rojos; 2 y 9 Vertisoles pardos; 3, 4, 5y 7 Rendsinas; 6 Verti-

sol negro.

Se eligieron tres fechas de toma de muestra correspondientes
a distintos estadios del desarrollo del grano de uva. La primera (21-
Juli0-1980) corresponde a la uva alin verde, la segunda (11-Agosto-
1980) a la terminacién del envero, y la ultima (1-Septiembre-1980)

a la madurez.

En el jugo®™ obtenido mediante prensado de las uvas, se deter-
miné, previa mineralizacién de la muestra, la alcalinidad de las ceni-
zas segun el método de la O.1.V. (1969) y el contenido en K, Na, Mg,
Ca, Fe, Mn, Zn y Cu, por espectrofotometria de absorcién atémica. Con
los resultados obtenidos se efectuaron los dendogramas de indices de
similitud, siguiendo criterios de SNEATH y SOKAL (1973) para el calcu-

lo de distancias euclideas.

IV. RESULTADOS Y COMENTARIOS

Las Tablas I, Il y 11l presentan los contenidos en elementos

minerales de 1000 granos de uva en las 3 fechas de estudio.
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Como corresponde a los procesos generales de maduracion, el
grano de uva incrementa su contenido en cationes a medida que avanza
en su estadio vegetativo, debido a la acumulacién de los productos de

reserva, que sintetizados en las hojas, se transportan hacia el fruto.

El cation mayoritario en el jugo de uva en las tres fechas
de estudio es el K, que interviene en la migracion de los glicidos ha-
cia los o6rganos de reserva y en su almacenamiento como azUcares o al-
midon, y en la acumulacion de los iones organicos por salificacion,

aparte de otras importantes funciones como activador de enzimas.

En segundo lugar, el Ca es el elemento mas abundante, justi-
ficandose su elevado contenido por el importante papel que desempena
en la organizaciéon citoplasmatica y en el mantenimiento de la funcioén
de las membranas celulares, lo que podria influir grandemente en nume-
rosas actividades enzimaticas MILLER, 1973)). También contribuye a
asegurar el equilibrio necesario en la savia frente a los acidos orga-
nicos y minerales, desempefiando a la vez un papel antitéxico frente
a excesos de K, Na 6 Mg (BOUARD y POUGET, 1971; MILLER, 1973).

El Na sigue en importancia, en cuanto a contenidos al Ca.
Segln DELMAS (1971) el Na no parece ser un elemento esencial en la

vid, pero puede tener efectos positivos en los casos de alta acidez.

Por ultimo, entre los elementos mayoritarios, se encuentra
el Mg, componente de la clorofila y activador de numerosas enzimas im-
plicadas en la respiracion, fotosintesis y en la sintesis de A&cidos
nucleicos. Sin embargo, aln se conoce poco sobre las diversas utiliza-
ciones del Mg en las plantas, particularmente en la vid, si bien su
presencia es necesaria en un elevado nivel, en la alimentaciéon de esta

planta.

Los restantes elementos Fe, Cu, Mn y Zn, se encuentran en
menores concentraciones, muy préximas entre si. Su importancia se basa
en la actuacion en diversos sistemas redox y en su funcién activadora

de diferentes enzimas.

En general, desde la primera fecha de estudio hasta la ulti-
ma, el contenido en los cationes analizados del jugo de uva aumentan

paulatinamente. Es de destacar que los coeficientes de variaciéon (ex-
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presados en porcentaje), son mayores en la primera fecha y en la ulti-
ma que en la segunda. Esta observacion alcanza gran significacién por
ser esta fecha la de finalizacidon del envero, lo que pone de manifies-
to la homogeneidad con que este fendémeno vegetativo se produce en las
distintas parcelas de la zona de estudio. Para el afio 1.980, y en base
a datos analiticos, el envero medio se fijé en la fecha 5 de Agosto

(MORENO et al., 1983).

Por lo general, los estudios existentes en cuanto a materias
minerales en el fruto de la vid se nan limitado a la determinacion de
la alcalinidad y el peso de cenizas en las distintas partes del mismo,
como medio de conocer el contenido y evolucién de los cationes, y se-
gun RIJEREAU-GAYON et al. (1975;, la evolucién ue los mismos en el

curso de la maduracién ha sido poco estudiada.

El conjunto de los elementos minerales, expresado por la al-
calinidad de las cenizas, experimenta un aumento continuo durante todo
el periodo de estudio, asi en la primera fecha se obtiene un valor me-
dio de 15,68 m.e.q./1000 granos, siendo de 39,63 en el envero y 62,79

m.e.q./1000 granos en la madurez.

El Potasio, componente mayoritario en las cenizas del jugo
de uva, sigue una evolucion paralela a la alcalinidad de las mismas,
observandose unos contenidos que oscilan entre 271 y 795 mgr./1000
granos en la primera fecha. En la segunda fecha dichos contenidos va-
rian entre 1016 y 1612 mgr./1000 granos, alcanzando en la ultima valo-

res comprendidos entre 1186 y 3197 mgr./1000 granos.

Por otro lado, el Na, al igual que el K, presenta una evolu-
cion ascendente en sus contenidos, obteniéndose los siguientes valores
medios en las tres fechas de estudio: 34,59; 77,74 y 107,47 mgr./1000
granos. Tanto Na como K son elementos particularmente méviles en la
dinamica interna de la vid, por lo que sus perfiles de evolucién son

muy semejantes.

El Ca, segundo elemento en importancia en cuanto a contenido
en el jugo de uva, presenta en la fecha del 21 de Julio, niveles com-
prendidos entre los 56 y 135 mgr./1000 granos; en el 11 de Agosto los

valores oscilan entre 140 y 187, y por ultimo, el 11 de Septiembre en-
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tre 100 y 195 mgr./1000 granos; como puede observarse en las tablas
correspondientes, el contenido medio disminuye desde un valor de
162,01 mgr./1000 granos al fin del envero (11 de Agosto) a la madurez
fisiolégica (11 de Septiembre) en que alcanza un valor de 137,93

mgr./1000 granos.

Los niveles de Mg aumentan paulatinamente en el jugo de uva
a lo largo del periodo de estudio, desde 28,43 en la primera fecha,

hasta 63,15 mgr./1000 granos en la udltima.

Los restantes elementos considerados en el presente estudio,
se encuentran muy interrelacionados entre si por los efectos competi-
tivos que poseen unos sobre otros. El Fe se encuentra en mayor propor-
cién que Mn, Zn y Cu, presentando unos contenidos medios que oscilan
entre los 0,56 mgr./1000 granos en la primera fecha y los 1,74 mgr./
1000 granos de la ultima, obteniéndose en el envero un valor promedio
de 1,69 mgr./1000 granos, lo que pone de manifiesto una estabilizacion

de su evolucién a partir del fenomeno vegetativo del envero.

ElI Mn alcanza un contenido medio de 0,44 mgr./1000 granos
en la primera fecha, obteniéndose en las dos restantes valores proxi-
mos a 0,80 mgr./1000 granos. Por otro lado, el Zn comienza con un con-
tenido de 0,41 mgr./1000 granos en la fecha anterior al envero y al-

canza en la madurez 1,12 mgr./1000 granos.

Por ultimo, el Cu presenta un valor medio, para las 9 parce-
las, en el 21 de Julio de 0,28 mgr./1000 granos, siendo de 0,67 en el
11 de Agosto y terminando con un contenido de 0,95 mgr./1000 granos
en el 11 de Septiembre, fecha de madurez fisiolégica de la uva.

Tanto Fe, como Mn, Zn y Cu, presentan contenidos muy seme-
jJantes en el jugo de 1000 uvas. No obstante, el Fe predomina sobre los
demas, alternando los tres cationes restantes su predominio segun el

estado de madurez de la uva.

La mayor variacion presentada para las 9 muestras en la fe-
cha de vendimia permite clasificar las parcelas estudiadas dentro de
las dos grandes zonas que el Consejo de la Denominacion de Origen
Montilla-Moriles reconoce en el citado marco: Zona de Produccion y

Zona de Superior Calidad.
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Como puede deducirse en las Tablas correspondientes, el con-
tenido medio aumenta del fin del envero a la madurez en un 58,44% para
la alcalinidad de las cenizas, un 62,59% para el K, el 38,24% para el
Na; 23,41 para Mg; 2,96 para Fe; 11,39 para Mn; 31,25 para Zn y 28,00%
para Cu. El Ca experimenta un descenso de 14,86% entre las fechas ci-

tadas .

Por otra parte, se efectuaron tres dendogramas de indices
de similitud para los contenidos en elementos minerales en la fecha
anterior al envero (Figura 1), en la fecha de finalizacion del envero
(Figura 2) y en la fecha de madurez (Figura 3) de las nueve parcelas

seleccionadas.

En primer lugar, se observa que las distintas uniones entre
las muestras no se corresponde con el tipo de suelo sobre el que se
asientan. Lo que parece logico, si se considera que las raices de la
vid prospectan hasta aproximadamente 1,25 metros (BOUARD, 1971), vy a
partir de 35-40 cm., estos suelos presentan un sustrato calizo de muy

parecidas caracteristicas.

También cabe destacar que con el transcurso del tiempo, y a
medida que avanza la maduracién, la disimilitud entre las muestras es
més acentuada, aprecidndose que la muestra de la parcela 1 es la que
presenta mayor diferenciacién en su comportamiento respecto de las
restantes en la fecha de finalizacién del envero, aumentando hasta la

fecha de maduracion.

Finalmente, si bien en la primera fecha no existen nitidas
diferencias entre las zonas de Produccion y Superior Calidad del mar-
co, a medida que transcurre el fendmeno de la maduracion las parcelas
se van agrupando por zonas, llegandose en la vendimia a distinguir zo-
nas de Produccion y Superior Calidad, e incluso dentro de ésta, la del

término de Moriles y la de Montilla.
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CARACTERISTICAS DE NUEVAS VARIEDADES DE VID OBTENIDAS POR HIBRIDACION

Garcia de Lujan,A.iMorales Godinez,M;Garrido Quijano.A y Lara Benitez.M.

Departamento de Viticultura y Enologia de Jerez.Servicio de Investiga-

\%
cién Agraria de la Junta de Andalucia.

1. - RESUMEN

Se presentan una serie de datos relativos a los cruzamientos
genéticos realizados en el Departamento de Viticultura y Enologia de
Jerez de la Frontera a lo largo de varios afios.

De las nuevas variedades de vid que ofrecen mayor interés
se incluyen sus descripciones ampelograficas,asi como datos sobre su
comportamiento en el campo,producciones.graduaciones Baumé de sus mos-

tos, etc.

2. - INTRODUCCION

Uno de los métodos de mayor interés y mas utilizado en la
mejora de plantas es el del cruzamiento o hibridacién entre individuos
distintos.A través de la multiplicacién sexual de la vid se obtienen
descendencias que tienen caracteristicas de sus progenitores en propor
ciones fijadas por los condicionamientos genéticos del cruce.Esta ope-
racion se lleva a cabo normalmente en centros especializados y son
numerosos los resultados obtenidos en el caso de la vid.entre ellos
la mayor parte de los portainjertos actuales y variedades de uva de
mesa cultivadas a nivel internacional.

El Departamento de Viticultura y Enologia de Jerez de Ila
Frontera ha realizado a lo largo de su existencia un buen numero de
hibridaciones en vid,proporcionando nuevos individuos de los que en
esta comunicacioéon ofrecemos sus caracteristicas de mayor interés.Como
la cantidad de individuos obtenidos es muy elevada,nos limitaremos

a analizar las mas relevantes.

3. - HIBRIDACIONES REALIZADAS

El material al que nos referimos en la presente comunicacion
procede de las series de hibridaciones que sefialamos a continuacion,
advirtiendo que los cruces e individuos indicados son los que perduran

en la actualidad.En su momento se obtuvo un material mas numeroso que
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ha i1do desapareciendo por falta de valor.
Serie 1*:portainjertos EVEX (Estacion de Viticultura y Enologia de

Xerez) .Cruces:4.Individuos:45_Realizados a partir de 1943.

Serie 29 rvinifera EVEX.Cruces:9.Individuos:55.Realizados a partir
de 1943.

Serie 3g :vinifera DEVEJ-72 (Departamento de Viticultura y Enologia
de Jerez-afio 1972).Cruces:45.Individuos:135.Realizados en

1971 y 1972.

Serie 4* :tuva de mesa DEVEJ-79.Cruces:50.Individuos:549.Real izados
en 1979.

Serie 5g :viniferas DEVEJ-80.Cruces:51.Individuos:718.Real izados en
1980.

Serie 6" tviniferas DEVEJ-82 .Cruces:21.Realizados en 1982.
Serie 7~ :viniferas DEVEJ-83.Cruces:11.Realizados en 1983.

3.1. -Serie 19:portainjertos EVEX.

A partir de 1943,Fernandez de Bobadilla llevé a cabo un pro-
grama «de obtencién de nuevos portainjertos de vid.Resultado de sus
trabajos fueron los siguientes grupos de portainjertos:

Grupo 10: descendencia del 161-49: 10-G, 10-H y 10-V.

Grupo 11: Berlandieri Resseguier n9 2 x Palomino fino: 11-4A,
11-4B, 11-BB, 11-3C, 11-4C, 11-C, 11-3D, 11-3E, 11-F,
11-FF, 11-3G, 11-1, 11-GG, 11-3J, 11-3, 11-3J, 11-3K,
11-k, 11-L, 21-11, 11-M, 11-MM y 11-FF.

Grupo 13: descendencia del Berlandieri Resseguir n9 2: 13-1, 13-3,
13-5, 13-9, 13-14, 13-16, 13-22, 13-25, 13-28, 13-32,
13- 42 y 13-44.

Grupo 14: Berlandieri Resseguir n9 x 19-62: 14-D, 14-E, 14-F, 14-F,
14- G, 14-H, 14-L y 14-M.

3.2. -Serie 2":viniferas EVEX.
A partir de 1943,fernandez de Bobadilla realizé una serie
de hibridaciones entre viniferas tradicionales de la zona de Jerez,ob-

teniendo los siguientes grupos:
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Cruces N9 de individuos

Caflocazo x Palomino 2, 3y 4
Cafocazo x Pedro Ximénez 3, 8, 10, 11, 13, 19, 20,
23, 24, 25y 28

Garrido x Palomino 5 8y 10

Garrido x Pedro Ximénez 10, 11, 16, 19y 20

Palomino x Cafiocazo 4, 14, 16, 19y 20

Palomino x Pedro Ximénez 1, 4, 5, 6, 26, 51, 61,
80, 93 y 99

Pedro Ximénez x Cafiocazo 3y 6

Pedro Ximénez x Garrido 1, 6, 10, 16, 19y 20

Fedro Ximénez x Palomino 8, 17, 21, 34, 37, 60, 70
79 y 128.

A estos individuos se han adjudicado los nombres correspon-
dientes ,que son,respectivamente:Regia,Cartuja,San Dionisio,Alcubilla,
Porvera,Arroyo,Fate ,Asta,Agar ,Consistorio,Tabanco,Arenal ,Capuchino,Co-
legial ,Rocio,Monja,Duquesa,lInfanta,Madrina,Sefiora,Paloma,Concha.Jarana,
Flamenca, Yedra,Manguana,Gachi ,Duca,Feria,La Merced,Copla,Taranta,Limo-
nera ,Montera,Lola Mora,Pajolera,Malena,Horquilla,Espuerta,Caballete,
Baul ,Bucaro,Poche,Sombrajo,Patio,Pleita,Redora,Raedera,Rafia.Zoleta,

Azada,Zaranda,Angarilla y Cantaro.

3.3.-Serie 3g:viniferas DEVEJ-72.
En 1971 y 1972,hemos realizado una serie de hibridaciones
entre la variedad Palomino y otras variedades seleccionadas por su

graduacién o su produccién,obteniendo los siguientes grupos:

Cruces N9 de individuos
Albaras x Palomino 3y 4
Aliaran x palomino 1
Blanca de Daroca x Palomino 5, 6, 10, 13, 14, 20, 29,
33y 35
Cardinal x Palomino 1
Delizia di Vaprio x Palomino 1
Emberrous Traube x Palomino 5, 7y 10



Garnacha x Palomino

Jaumin x Palomino

Luglienga blanca x Palomino

Macabeo x Palomino

Magdalena real x Palomino

Malvar x Palomino

Muscat x Palomino

Navarre de la Dordogne x Palomino

Olivette
Palomino
Palomino
Palomino
Palomino

Palomino

Palomino
Palomino
Palomino
Palomino
Palomino
Palomino

Palomino

blanco x Palomino

X

X

X

X

X

X

Admirable de Courtiller
Alarije

Albaras

Aleatico

Aliaran

Cardinal

Macabeo

Magdalena real

Meslier

Muscat noir de Marseill
Navarre de la Dordogne

01 e*~t" blanca

Palomino x Perla de Csaba

Palomin x Pinot

Palomino x Portuarto

Palomino
Palomino
Palomino
Palomino
Palomino
Palomino

Palomino

X

X

X

X

X

X

Portuguesa azul
Rosaki

Semillén
Sultanina
Treixadura blanca
Valenci blanco

Villardiel

Portuarto x Palomino

Puya de gallo x Palomino

Sauvignon x Palomino
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13, 18, 47, 49, 52, 57,
65y 71

2

2,3 6vy7

1y 8

1, 3y 5

3y 5

5

1

3y 5

8, 29, 30, 37y 43
5,8, 10, 13y 14

1Y 2

3y 22

6, 10, 13, 16, 21, 24,
25, 32, 36y 37

1, 4y 12

5

27, 31y 37

10

4y 6

3

6

2

1

3, 8y 23

12

7, 13y 14

4, 5, 6, 15y 18
1. 3, 7,8 10y 11
41, 45 y 56

2

19, 23 y 29

2, 3y 4

1
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Treixadura blanca x Palomino 7, 25, 27, 28, 29, 47 y 49

Valenci blanco x Palomino 15, 22, 27, 32, 35, 36y 4
Villardiel x Palomino 15

Vinifera 22 x palomino 2, 5, 12, 15y 18

Vinigera 23 x palomino 5 6, 7, 8, 9y 11

Como estos nuevos individuos se encuentran todavia en perio-
do de control de estudio,no se les ha adjudicado aln a todos su nombre

definitivo.Solamente a los de mayor interés:

Cruces Nombre
Garnacha x Palomino 18 Aljibe
Macabeo x palomino 1 Caracuel
Palomino x Cardinal 4 Corredera
Balnca de Daroca x Palomino 6 Galana
Palomino x Cardinal 12 Medina
Palomino x Allarén 21 Palén
Jaumin x Palomino 2 Rosario
Magdalena real x Palomino 5 Sacramento
Olivette x Palomino 5 Sonora

3.4.-Serie 4?:uva de mesa DEVEJ -79.
En 1979 hemos realizado una serie de hibridaciones entre

las variedades de uva de mesa de mayor interés en nuestra coleccioén.

Fueron:

Cruces Ns de los: individuos
Argelina x Cardinal Del 1 al 8
Argelina x Italia Del 1 al 6
Argelina x Opale Del 1 al 6
Argelina x Puya de gallo Del 1 al 3
Argelina x Sultanina Del 1 al 13
Argelina x Torralba Del 1 al
Delizia di Vaprio x Argelina Del 1 al 4
Delizia di Vaprio x Cardinal Del 1 al 3
Delizia di Vaprio x Opale 1
Delizia di Vaprio x Perlette Del 1 al 7
Delizia di Vaprio x Puya de gallo Del 1 al 5
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Delizia

Delizia

di Vaprio

di Vaprio x Torralba

Italia x Cardinal

Italia x Delizia di Vaprio

Italia x Moscatel

Italia x Opale

Italia x
Italia x
Italia x
Moscatel
Moscatel
Moscatel
Moscatel
Moscatel
Moscatel
Moscatel
Opale x
Opale

Opale

Opale

X

X

X
Opale x
Opale x
Opale x
Opale x
Puya de
Puya de
Puya de
Puya de
Puya de
Puaya de
Torralba
Torralba
Torralba
Torralba

Torralba

Torralba

Perlette
Puya de Gallo
Torralba
x Argelina
X Cardinal
x delizia di Vaprio
x ltalia
X Opale
X Puya de gallo
X Torralba
Argelina
Delizia di Vaprio
Italia
Moscatel
Perlette
Puya de Gallo
Sultanina
Torralba
gallo x Argelina

gallo x Cardinal

gallo x Delizia di Vaprio

gallo x Iltalia
gallo x Opale
gallo x Sultanina
X Argelina
X Cardinal
X Delizia di Vaprio
x ltalia
X Moscatel

X Opale

Del
Del
Del
Del
Del
Del

Del
Del
Del
Del
Del
Del
Del

Del
Del

Del
Del
Del

Del
Del

Del
Del
Del
Del
Del
Del
Del
Del
Del

S e

(e S = SR S S

- e T = T S

al
al
al
al
al

al

al
al
al
al
al
al

al

al

al

al
al

al

al

al

al
al
al
al
al
al
al
al

al

12
25
10

14

37

24
31
39

12
29



Torralba x Perlette Del 1 al 29
Torralba x Puya de gallo Del 1 al 25

Torralba x Sultanina Del 1 al 74

Se encuentran todavia en fase de puesta en fructificacion

y sin nombres.

3.5.-Serie 5gijviniferas DEVEJ-80.
En 1980 hemos realizado hibridaciones entre individuos desta
cados de las series 2? (viniferas EVEX),3* (viniferas DEVEJ-72) y cier

tas variedades de alto contenido en azlcar.

Cruces N9 de los individuos

Aliaran x Cardinal Del 1 al 26
Aliaran x Grenache blanc Del 1 al 13
Aliaran x Infanta Del 1 al 7
Arenal x Cardinal Del 1 al 25
Arenal x Grenache blanc Del 1 al 36
Baul x Cardinal Del 1 al 40
Cardinal x Horquilla 1

Cardinal x Infanta 1

Corredera x Aliaran Del 1 al 20
Corredera x Grenacha blanc Del 1 al 11
Corredera x Infanta Del 1 al 15
Garnacha blanca x Cardinal Del 1 al 17
Garnacha blanca x Infanta Del 1 al 9
Garnacha blanca x Garnacha roja Del 1 al 15
Garnacha blanca x Malvar Del 1 al 19
Garnacha blanca x Taranta Del 1 al 14
Garnacha blanca x Horquilla Del 1 al 6
Garnacha blanca x Baul Del 1 al 7
Garnacha roja x Cardinal Del 1 al 22
Garnacha roja x Infanta Del 1 al 16
Garnacha roja x Garnacha blanca Del 1 al 10
Garnacha roja x Malvar Del 1 al 33
Garnacha roja x La Merced Del 1 al 2
Garnacha. roja X Taranta Del 1 al 13
Garnacha roja x Baul Del 1 al 7
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Grenache blanc x Cardinal 1

Grenache blanc x Paloén Del 1 al 7
Grenache blanc x Corredera Del 1 al 5
Horquilla x Cardinal Del 1 al 29
Horquilla x Grenache blanc Del 1 al 7
Infanta x Cardinal Del 1 al 4
Infanta x Grenache blanc Del 1 al 22
Malvar x Cardinal Del 1 al 17
Malvar x Infanta Del 1 al 10
Malvar x Grenache blanc Del 1 al 2
Malvar x Horquilla 1

Medina x Grenache blanc Del 1 al 8
Palén x Cardinal Del 1 al 28
Palén x Infanta Del 1 al 2
Palén x Grenache blanc Del 1 al 3
Paloma x Cardinal Del 1 al 68
Paloma x Grenache blanc Del 1 al 30
Redora x Cardinal 1

Redora x Grenache blanc Del 1 al 16
Semillon x Cardinal Del 1 al
Taranta x Grenache blanc Del 1 al
Verdiel x Cardinal Del 1 al 40
Verdiel x Grenache blanc Del 1 al 24

Se encuentran en fase de puesta en fructificacion.

3.6.-Serie 6g:viniferas DEVEJ-82.
En 1982 hemos realizado hibridaciones analogas a las se

serie 57 .Son:

Cruces
Cardinal x Aleatico
Cardinal x Baudl
Cardinal x Delizia di Vaprio
Cardinal x Grenache blanc
Cardinal x Muscat de Hamburgo
Cardinal x Palon
Cardinal x Porche
Cardinal x Sonora
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Corredera x Badl

Corredera x Delizia di Vaprio

Corredera x Grenache blanc

Corredera x Horquilla

Delizia di Vaprio x Cardinal

Delizia di Vaprio x Corredera

Delizia di vaprio x verdiel

Grenache blanc x Delizia di Vaprio

Grenache blanc x Redora

Redora

Redora

Redora

Redora

x cardinal
x Delizia di Vaprio
X grenache blanc

X Verdiel

Esta serie se encuentra en fase de enraizamiento.

3.7.-Sene 7*:viniferas DEVEJ-83.

En 1983 hemos realizado hibridaciones entre diferentes varié

dades de uva de mesa,incluyendo en algunas la variedad Palomino.

Aledo
Aledo
Aledo
Aledo

X
X
X

X

Cruces

Moscatel blanco
Palomino 84
Perola gestosa

Sultanina blanca

Don Mariano x palomino 84

Don Mariano x Sultanina blanca

Palomino
Palomino
Palomino

Palomino

Rosetti

fino x Doroni Macerén
fino X Rosaki
84 x Sultanina blanca
84 x Torralba

X Sultanina blanca

Las plantas correspondientes a esta serie estan aun en inver

nadero.

4.- CARACTERISTICAS DE LAS VARIEDADES MAS DESTACADAS.

ElI material anterior se encuentra en colecciones y multipli-

cado a distinta escala,segun su interés y edad,en la finca "La Merced"

del Departamento de Viticultura y Enologia de Jerez y otras parcelas
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colaboradoras.
Pasamos a sefialar los caracteres mas importantes de las va-
riedades de mayor interés y de las que poseemos datos suficientemente

significativos.

4._.1_-Portainjertos EVEX.

Las descripciones ampelograficas de las variedades mas im-
portantes,de acuerdo con las normas internacionales (OIV.IBPGR y UPQOV)
lista de veintiln caracteres,que se han .podido realizar hasta el maren
to se indican en la Tabla I.

En relacion a su comportamiento en el campo,los datos de
nuestras parcelas de control ubicadas en terrenos de albarizas.en la
zona del Jerez,injertadas con palomino fino podado a vara y pulgar,

arrojan los siguientes resultados:

Uva en Kg/cepa Baumé Acidez(g/1) Ataque de-cio
Patrén (Datos de 24 Datos de Datos de 9 rosis.Datos
afios) 9 afios afios de 9 afios
13-5 4,52 10,90 3,91 0,14
13 - 44 4,41 11,64 3,70 0,08
13-1 4,41 11,43 3,77 0,15
13 - 25 4,18 11,42 3,84 0,50
13 - 16 4,13 11,37 3,62 0,35
13-3 3,75 11,08 3,56 0,54

La sensibilidad a la clorosis se ha valorado de 0 a 5 puntos
considerando 0O puntos cuando no presenta practicamente sintomas de
clorosis y 5 puntos cuando es realmente sensible.
rior El enraizamiento de estos portainjertos es superior al de
su progenitor Berlandieri Resseguier ns 2.Sin embargo,resulta inferior

al del 41-B.

4.2.-Viniferas.

De las nuevas variedades reunidas en los apartados 3.2 y
3.3 hemos creido conveniente destacar las siguientes:Baul ,Caballete,
Corredera,Horquilla, Infanta,La Merced,Lola ,Medina Montera,Pajolera,Pa-
16n, Porche .Redora, Sonora, Tarante y Zaranda.Incluimos la variedad Palo-
mino fino como Referencia.

Sus descripciones ampelograficas se estan realizando actual-

mente .
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En relacion a sus caracteristicas de campo,los controles

realizados en la coleccion,sobre terreno de albariza de Jerez,injerta-

das sobre 41-B,poda vara y pulgar y cultivo normal se la zona.son las

que se

pueden

16

15

O=ato Spund
N

[N
w

12

11

10

indican en la Tabla II.
La relacién entre Baumé y Kg de uva/cepa de estas variedades

representarse graficamente como sigue:

Baul
Caballete
Corredera

Horquilla

1
2
3
4
- 5 Infanta
6 La Merced .17
7 Lola
8 Medina
9 Montera
~ 10 Pajolera .14
11 Paldn
12 Palomino fino .2
- 13 Porche
14 Redora
15 Sonora
- 16 Taranta - 12

17 Zaranda

Kg de uva/Zcepa

5.- CONSIDERACIONES FINALES.

De los datos presentados,pueden extraerse las siguientes

consideraciones Tfinales:

- Entre las nuevas variedades de vid obtenidas por hibridacién en

el Departamento de Viticultura y Enologia de Jerez de la Frontera

una serie de ellas destacan por su buen comportamiento.
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- En el capitulo de portainjertos sobresale uno,el 13-5,que se en-
cuentra extendido en la zona del jerez y comienza a ser requerido
en otras regiones.Destacan también los 13-44,13-1,13-25,13-16
y 13-3,que son actualmente estudiados a mayor escala.

- Entre las viniferas y en nuestras condiciones de trabajo,hay un
grupo de relativa importancia que ofrece buen comportamiento en
el campo,con producciones y contenido en azlcar de alto nivel,se-
flalados anteriormente.Dado que su estudio enoldégico esta poco
avanzado y que las observaciones no se han completado y repetido
suficientemente por su reciente creacion en buena parte de los
casos.no podemos,por el momento,recomendar definitivamente varie-
dades concretas.No obstante es indudable el interés genético de

este nuevo material viticola,cuyo control y estudio se continua.
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TABLA 1

PORTAINJERTOS

CARACTERES

Pampano jovenjforma de la extremidad.
3,cerrada/5,semi-abierta/7 ,abierta.

Pampano joven:intensidad de la pigmenta-
cion antocianica de la extremidad.l nula
o muy débil/3,débil/5,medias7,fuerte/9,
muy fuerte.

Pampano joven:densidad de los pelos tum-
bados de la extremidad.l,nula o muy baja/
3,bajas5,medias7,alta/9,muy alta.

Pampano:densidad de los pelos erguidos de
los nudos.l.nula o muy baja/3,baja/5,me-
dia/7,alta/9,muy alta.

Zarcillo:distribucién sobre el pampano
1,discontinuad 6 menos)/2,subcontinua o
continua(3@ 6 mas).

Hoja adulta:tamafio del limbo.l.muy peque-
fio/ 3, pequeno/5,medi ano/7 ,grande/9 ,muy
grande

Hoja adulta:nimero de lébulos.1l,hoja en-
tera/2,tres/3,cinco/4,siete/5,mas de sie
te.

Hoja adulta:forma de los dientes.1l,de la-
dos coéncavos/2,de lados rectilineos/3,de
lados convexos/4,un lado coéncavo y otro
convexo -

Hoja adulta:forma del seno peciolar.l,muy
ampliamente abierto/2,muy abierto/3,abier
to/4,poco abierto/5,cerrado/6,con lébulos
ligeramente superpuestos...........

Hoja adulta:densidad de los pelos tumba-
dos sobre los nervios(envés).l,nula o muy
nula/3,bajas5,media/7,alta/9,muy alta.

Hoja adulta:densidad de los pelos ergui-

dos entre los nervios(envés).l,nula o muy
bajas/3,bajas5,media/7,alta/9,muy alta.
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TABLA 1 (Contin.)

PORTAINJERTOS

CARACTERES

Inflorescencia:sexo de la flor.l,masculi-
na/2,masculina a hermafrodita/3,hermafro-
ditas4,femenina con estambres erguidos/
5.femenina con estambres reflejos.

Racimo:tamafio.1 ,muy pequefio/3,pequefio/
5,mediano/7,grande/9,muy grande.

Racimo:longitud del pedunculo.l,muy cor-
to/3,corto/5,mediano/7,largo/9,muy largo.

Baya:tamafio.1l,muy pequefia/3,pequefia/5,me-
diana/7,grande/9,muy grande

3aya:forma.l,apiastadas2,ligeramente aplas
tada/3,esféricas4,eliptica corta/5,ovoide

6, troncovoide/7,acuminada/8,cilindrica/9,
ellDtica larga/l10.arqueada.

Baya:color de la epidermis.l,verde-amar i-
1la/2,rosa/3,roja/4,roja-gris/5,roja-vio-
leta-oscura/6,azul-negra/7,roja-negra.

Baya:coloracién de la pulpa.l,no colorea-
da/2,coloreada.

Bayajsabores particulares.l1,ninguno/2,gu-
to a moscatel/3,gusto a foxé/4,gusto espe
cial.

Baya:presencia de pepitas.l,ausente/2,ru-
dimentarias/3,presente.

Bayajestrias transversales en la cara dor
sal de las pepitas.l,ausentes/2,presentes
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MADURACION INDUSTRIAL DE LA UVA EN EL MARCO DEL JEREZ:
CAMPANAS DE 1982 Y 1983.

Martinez de la Ossa, E#; Valcarcel Muioz, M.J.; Gil de Rebolefio Insua,
R. y Pérez Rodriguez,” L.

Opto, de Quimica Técnica. Facultad de Ciencias. Universidad de Cadiz.

RESUMEN.

La vendimia es un momento crucial en la industria vitivinicola:
marca el fin de la etapa de produccién de la uva y el comienzo de la
elaboracién del vino nuevo. La oportunidad de su celebraciéon conlleva
ciertas implicaciones, tanto desde el punto de vista econdmico como
del de 1la calidad, lo que motiva cierta polémica entre los sectores

vitivinicola y enolégico.

Por ello, el Departamento de Quimica Técnica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Cadiz, inici6é en 1982 un estudio consis-
tente en el seguimiento de la maduracién de la uva en el marco del

Jerez.

Los resultados obtenidos durante las campafias de 1982 y 1983,
asi como el estudio comparativo de las citadas campafias, son el objeto

del estudio de la presente comunicacion.

INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La vendimia es un momento crucial en la industria vitivinicola
pues marca el fin de la fase de produccién de la uva y el comienzo
de la de elaboracién del vino nuevo. La oportunidad de su realizacién
conlleva ciertas implicaciones, tanto desde el punto de vista economi-
co como desde el de la calidad, lo que provoca no pocas tensiones en-

tre los sectores vitivinicola y enolégico.

Por parte del viticultor existen motivaciones, ciertamente com-
prensibles, tendentes a adelantar Ib fecha de la vendimia. Por otro
lado, las actuales circunstancias socioecon6micas y la magnitud de
ciertas vendimias en el marco del Jerez requieren una organizacion

del trabajo que motiva se Tfije de antemano la fecha de la corta, aca-

- 87



rreando su modificaciéon serias dificultades, dicha magnitud provoca
que se comience muy pronto para acabar muy tarde. Ademas, es normal
que el viticultor pretenda poner en lugar seguro el producto de un
afo de trabajo lo antes posible; el temor de que unas lluvias torne
penosa la recogida del fruto, afecten al estado sanitario de las uvas

o provoque su caida al suelo, martillea el sentir del viticultor.

Todas estas causas, unidas a un efecto de curiosidad, de la pron-
ta temdencia a la nueva cosecha o de realizar la tarea planteada por
el endélogo, desembocan en una precipitacion colectiva a la que es di-

ficil resistirse.

Ahora bien, cuando se busca la calidad no hay eleccién posible,
pues la prisa por vendimiar la compromete irremediablemente. Por ello,
para fijar la fecha de la vendimia no basta considerar la apariencia
de las c?pas o de la uva, el dulzor o acidez de boca, resistencia al
desprendimiento del grano, color del raspon, etc..., es necesario de-
terminar el peso del grano, su riqueza en azlcares, sus niveles de

acidos. ...

Por ello, el Departamento de Quimica Técnica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Cadiz inici6 en 1982 un estudio consis-
tente en el seguimiento de la maduracién de la uva en el marco del
Jerez, estudio basado en el analisis de los parametros mas importantes
desde el punto de vista del establecimiento de la madurez industrial
de la cosecha, asi como su interpretaciéon de acuerdo con los fendmenos

meteoroldgicos registrados a lo largo de las campafias.

Como resultado de este planteamiento, en el presente trabajo se
recogen los valores medios de los parametros analizados en dos campa-
flas, las de 1982 y 1983, y se realiza un estudio comparativo de los

procesos de maduracidon de la uva en estas dos campafias.

METODO DE TRABAJO.

Las zonas de vifedos objeto de este estudio se encuentran refle-
jadas en la grafica 1, en la que se exponen las parcelas en las que
se han tomado las muestras de uva, asi como su pago de ubicacién. Como
puede observarse, estan amplamente distribuidas por todo el marco del

Jerez, haciendo especial énfasis en la zona del Jerez superior.
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r
JEREZ DE LA
FRONTERA
r
1. Papo de: 1 humo
¢ Fuente Amarga
3. Marquesado 11. cerropelado
A. Cuartillo .». Macharnudo
h. Ralbaina Ill. Macharnudo
¢. Bal bai na 1A. Carrascal
A. Inst. Ilidrog. Marina 7. Balbaina Ib. Burujena
B. Base Naval de Rota 8. Adina 1G. Gibalbin
0. Aerd6dromo '"l.a Parra" 9. Afiina 17. Mira flores
D. L.N.T.A. (Joro/) 10. Afiina H. vato de I1a carne

K. Campano

GRAFICA 1 .- Mapa representativo de la ubicacién de las parcelas en las
que se ha efectuado la toma de muestras de uva y de los centros que

han proporcionado los datos meteorolégicos.
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En cuanto a la toma de muestras, se hizo en pequefios racimos de
unos diez granos de uva, como maximo, por cepa (téngase en cuenta que
cada parcela estudiada comprendia una superficie de 30x30 cepas), re-
cogiéndose dichos racimos en cepas salteadas para garantizar su repre-
sentatividad en cuanto al estado de la uva del lugar, hasta completar

un peso maximo de 2,5 kg de uva por parcela.

La periodicidad de la toma de muestras fué semanal, recogiéndose
a primeras horas de la mafiana y transportandose inmediatamente al la-
boratorio para proceder a su analisis. A estas muestras les fueron de-
terminados los pardmetros que se indican en la tabla I, en la que,

ademas, se exponen los métodos analiticos empleados en estas determi-

naciones .
TABLA |

Parametro analizado. Método de analisis.
Peso del grano. Pesada.
Res:.duo a 110°C. Diferencia de pesada (1).
Residuo a 800°C. " " ).
pH pH-metria.
Acidez total. Volumetria Q).
Acido Tartético. Rebelein modificado (4).
Acido Malico. Test enzimatico (5).
Grado Baumé. Areometria (6).
Azlcares totales. Licor de Fehling (7).
Fosfatos. Colorimetria (8).
Nitrégeno total. Kjeldal (9).
Amonio. .
Alcalinidad de las cenizas. Volumetria (10).
Potasio. Absorcién atomica (11).

Los datos climatolégicos utilizados provienen de cinco Centros
(Instituto Hidrogafico de la Marina en Cadiz, Estacién Meteoroldgica
de la Base Naval de Rota, Estaciéon Meteorolégica de "EI Rancho de la
Merced del [1.N.I1.A. en Jerez, Estacion Meteorolégica del Aerédromo
Militar de "La Parra™ en Jerez, y la Estaciéon Climatolégica de Campa-

no) que, por su ubicacion, como queda reflejado en el grafico 1, ofre-
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cen una visién conjunta y representativa de la zona de produccién del

Jerez.

De los datos clinatoloégicos recogidos, seleccionados por su inci-
dencia directa sobre la elolucién de la maduracién de la uva, se ofre-
cen en este trabajo los correspondientes a la temperatura media y las
precipitaciones medias, representadas en las graficas 2 y 3. Ademas,
y con Ffines de comparacién, se aportan los valores medios de tempera-
tura y precipitaciones, expresadas mensualmente, de los noventa ulti-
mos afios, proporcionados por el [I.N.1._A. de Jerez, denominados en

los sucesivo como del "afo medio".

RESULTADOS.

Los resultados obtenidos para los valores medios de los paréame-
tros analizados a lo largo de las dos campafias estudiadas se recogen
en las tablas 11 (los correspondientes a la de 1982) y Il1l (los de

la de 1983).

CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS.

El analisis de los resultados obtenidos manifiesta que existen
determinados parédmetros que siguen tendencias similares durante el
periodo considerado en ambas campafias, como son el contenido en azlca-
res, que aumenta considerablemente, o la acidez total, que por el con-

trario disminuye.

En base a la evolucidon de estos parametros que suelen seguir uni-
versalmente estas tendencias, se establece un indice de maduracion
que viene definido por la relacién entre el contenido en azucares (g/1
expresados en glucosa) y la acidez total (g/1 expresados en acido Tar-
tarico). Aplicando este indice se obtienen los datos que se indican

en la tabla IV.

TABLA IV (indices de maduracién)

Semana 19/8 r/8 33/8 4?/8 3/8 63/8 73/8
Campafia/82 27 36 43 52 58 52 68
Campafa/83 13 18 22 26 32 37 35
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Existen grandes diferencias entre los indices de maduracién obte-
nidos en una campafia y los correspondientes a la otra, de tal forma
que los de la del 83 suponen aproximadamente el 50% del valor de los
de la del 82. Esta gran diferencia de valores obedece a que el conte-
nido en azlUcares fue mas elevado durante la campafa del 82, asi como

a gue su acidez total fue menor, con respecto a la del 83.

Las diferencias en el contenido en azlcares en ambas campafias
es significativamente mas importante durante la primera fase del pe-
riodo considerado en el estudio (préacticamente los meses de agosto),
donde se registra una diferencia del orden de un 30% mayor en el afio
1982. Al término del periodo de maduracion considerado (mediados de
septiembre) estas diferencias disminuyen para situarse en torno a un
12%. Las diferencias en cuanto a la acidez total se mantienen practi-
camente en el mismo nivel a lo largo de todo el periodo, siendo supe-

riores en el afio 83 entre un 60 y un 70%.

Sin duda alguna, la climatologia habida durante estas campafias
y las precedentes, ha influido poderosamente en la obtencién de tales
resultados. La escasez pluviométrica registrada durante la campafia
del 83, en la que las lluvias alcanzaron tan s6lo el 42% de la media
anual en la zona, ademds del hecho de que durante la campafia del 82
solamente se alcanzaron los 2/3 de dicha media anual, se traduce en
un drastico descenso de las reservas hidricas del suelo y provoca la
inhibicién de los fenomenos migratorios, no pudiéndose establecer con

normalidad los oportunos procesos de maduracion en el fruto.

Esta falta hidrica ha motivado que el tamafio del grano sea peque-
fio (su peso representa en la campafia del 83 tan s6lo el 65%, aproxima-
damente, del registrado en la del 82), lo que ha incidido manifiesta-

mente en que la cosecha haya sido escasa.

Este "estado de involucion™ del fruto en la campafia del 83 tam-
bién se rranifiesta en el contenida en amonio (nhitrégeno aménico) re-
gistrado, mayor que en la campafia del 82. Por el contrario, los nive-
les de m.trogeno organico (diferencia entre el nitrégeno total y el
amoniacal) son notablemente mayores al final del periodo de maduracioén
del 82 que los correspondientes al mismo periodo del 83. Ello se puede
interpretar en el sentido de que la sintesis de materia organica ni-

trogenada, constitutiva del fruto, ha sido mucho mas iImportante en
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GRAFICA 2 .- Temperaturas y precipitaciones medias, expresadas por meses,

habidas durante el afio agricola 1981-82.
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el 82 que en el 83. Esta sintesis establece una demanda del nitrégeno
amoniacal (inorganico) y es una de las causas por las que es menor
el contenido en amonio durante el 82. No obstante, este parametro
queda sujeto también a los fendmenos migracionales, que tal excepcio-

nales se han mostrado durante la campafia del 83.

COMENTARIOS FINALES Y AGRADECIMIENTOS.

La naturaleza del estudio que se plantea en este trabajo requiere
la acumulacion de datos adquiridos a través de un numero significativo
de seguimientos de campafias. S6lo el disponer de una serie lo suficien
temente amplia de resultados puede permitir la caracterizacién y cata-
logacion de una vendimia especifica por comparacion con la media sig-

nificativa.

El interés que ofrece este estudio de seguimiento sera tanto ma-
yor cuanto mayor sea la posibilidad de catalogacién de una campafa
lo mas anticipadamente posible a su momento de realizacién. El predis-
poner los medios y procedimientos mas adecuados para conseguir los
mejores resultados econémicos y de calidad en una vendimia es, sin
duda, un recurso de alto valor, al que tan sélo se puede aspirar a

través del trabajo sistematico realizado campafia tras campafa.

Por ello, el presentar los datos de s6lo dos campafias se hace
con el objeto de manifestar la sistematica del estudio emprendido por
el Departamento de Quimica Técnica e iniciar la acumulaciéon de los
datos necesarios para poder llevar a cabo una caracterizacion efectiva

de la cosecha en el marco del Jerez.

Queremos agradecer la colaboraciéon prestada por las Estaciones
Metereolégicas de los centros citados anteriormente, asi como la de
los propietarios y empresas, que tan efectivamente han prestado sus
servicios y parcelas de vifiedos para que este estudio pudiera llevarse
a cabo. Asimismo, manifestar nuestro ofrecimiento para informar de
manera oportuna de los resultados que se vayan obteniendo durante las

sucesivas campafias a cuantas personas y entidades lo soliciten.
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AISLAMIENTO DE UN SISTEMA OXIDATIVO DEL INDOL EN HOJAS DE VITIS VINI-
FERA L.

Catalina,L.;Sarmiento,R.;Mazuelo,C y Romero,R.

Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Cuarto.C.S.1.C . Sevilla.

RESUMEN

Se ha estudiado la actividad de un enzima,aislado de un ex-
tracto libre de células de las hojas de Vitis vinifera L.,capaz de
producir una rapida desaparicion del indol.La oxidaciéon del indol por
dicho enzima es independiente de la presencia de L-serina y fosfato
de piridoxal.La actividad enzimatica es fuertemente inhibida por Ila
presencia en el seno de la reaccion de ditionito.neocuproina.dietildi-
tiocaubamato,o-fenantrolina, , -dipiridilo y 8-oxiquinoleina.Por dia-
lisis el enzima pierde su actividad que puede ser parcialmente restau-
rada por la adicidén de Cu2+,Fe2+ y FAD.La atebrina inhibe fuertemente

la actividad del enzima que puede ser protegida por la adicién de FAD.

INTRODUCCION

La ruta metabélica del aminoacido indispensable L-triptofano
ha sido ampliamente estudiada en microorganismos (1 a 6),cultivos de
tejidos vegetales (7 a 9) y plantas (10 a 12).Esta sintesis tiene lu-

gar a través de una secuencia de reacciones que se expresan en la

Fig. 1.
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Fig.l.- Secuencias de reacciones de la biosintesis del L-Triptofano

en microorganismos y plantas.
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Esta importancia bioldgica de la transiurmacién dei indol
en el aminoacido indispensable L-Triptofano,ha generado desde hace
tiempo un considerable interés de las transformaciones del indol y
sus derivados en el organismo animal .Asi,hoy dia,se conocen rutas meta
bélicas anormales de dicho compuesto en animales como en el caso de
la fenilcetonuria,enfermedad de Hartnup y pelagra (13) y también en
ciertos desordenes mentales (14).

Sin embargo,otras rutas metabdlicas del indol en los organis
mos vegetales no han sido estudiadas con detalle hasta el momento
actual .Se han citado sistemas oxidativos del indol en ciertas especies
de Pseudomonas (15),en las hojas de Tecoma stans L. (16) una planta
comin de la India,en las hojas del Jasminun grandiflorum L. (A7) y
en las hojas de Zea mays L. (18).Todos estos enzimas han sido caracte-
rizados como cuproflavoproteinas,que transforman el indol en &cido
antranilico.En el caso de la vid.es conocida de antiguo la presencia
de significativas concentraciones de acido antranilico en los zumos,
mostos y vinos, asi como la presencia de antranilato de metilo entre
los componentes del aroma de estos ultimos.El hecho de la existencia
en los zumos de uva,descarta la posibilidad de que el &acido antranili-
cocontenido en mostos y vinos sea una consecuencia de la fermentacion
alcoh6lica.Dicho hecho presupone la presencia en la planta de vid,bien
en sus hojas,bien en sus frutos de un sistema oxidativo del indol.

En la presente comunicacion se describe el aislamiento y
estudio de una indol oxidasa en las hojas de vid que conduce a la for-

macion de acido antranilico.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del enzima

Todas las operaciones se realizaron a temperaturas comprendi
das entre 2 y 40C.

Hojas frecas de vid fueron homogeneizadas con un volumen
doble de su peso.de agua destilada y desionizada.lLas hojas fueron pre-
viamente desprovistas de peciolos y nerviaciones mayores.La homogenei-
zacion se realizé en Omni Mixer Sorval.Una vez se obtuvo el homogenado
se Filtro por cuatro capas de gasa y el filtrado se centrifugé a 27000
g durante diez minutos.El claro sobrenadante constituydé el extracto

crudo.
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El extracto crudo se precipitoé con sulfato amémico,recogién-
dose por centrifugacion la fraccion comprendida entre el 30 y el 80%
de saturacion,redisolviéndose el precipitado en una solucion bufer
0,01 M de citrato/0,02 M de fosfato que a continuacidn se paso a tra-
vés de una columna de DEAE-Sephadex A-50 (3,5 x 5 cm).previamente equi
librada con un bufer de redisolucién.Las fracciones activas que eluye-
ron de la columna se reunieron y trataron con AlUumina Cy,en la propor-
cion de 4 mg de gel por cada miligramo de proteina.El enzima,finalmen-
te,se eluyé del gel con una solucién bufer 0,1 M de citrato/0,2 M de

fosfato pH 5,0 y constituyd el enzima purificado.

Medida de actividad de la indol oxidasa.

La actividad del enzima.se ensay6 en tubos de vidrio Pyrex
de 10 mi de capacidad,que contenian:400 nanomoles de 1indol,1 mi de
soluciéon bufer 0,1 M de citrato/0,2 M de fosfato bufer pH 5,0,enzima
(0,2 a 0,4 mi) y agua destilada en la cantidad necesaria para comple-
tar un volumen total de 2 mi.En estas condiciones se incubaron a 30°C
durante veinte minutos y al final del periodo de incubacion,se afiadie-
ron a cada tubo 4 mi de tolueno con agitacion.Con ello se detiene la
reaccion y el tolueno extrae el indol no oxidado.Finalmente en 1 mi
de la capa de tolueno se determindé su contenido en indol mediante el
reactivo de Ehrliché (19).

Como unidad enzimatica se definidé la cantidad de enzima que
causaba la desaparicién de 1 nanomol de indol a 30°C en veinte minutos.
La actividad especifica se definié como unidades por miligramo de enzi

ma.

Determinacién de proteinas.
El contenido en proteinas de las soluciones enzimaticas se
realizé de acuerdo con el método de Lowry et al. usando BSA como pa-

tron.

Aislamiento e identificacién del producto de la reaccion.

Una mezcla de reaccioéon consistente enjenzima (aproximadamen-
te de 5 a 8 mg de proteina),3 umoles de indol y 20 mi de solucién bu-
fer o,1 M de citrato/0,2 M de fosfato pH 5,0,se incubdé durante treinta
minutos a 30°C.Al final del periodo de incubacién,el pH de la mezcla
se llevéo al valor de 1 por la adiciéon de la necesaria cantidad de CI1H

2N.A continuacioéon la mezcla se extrajo por tres veces con éter sulfuri
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co exento de peroxidos y las capas etéreas reunidas se secaron sobre
sulfato soédico anhidro.Posteriormente la solucién etérea se evaporo
a pequefio volumen y se cromatografioé en papel Wahtman n® 3 utilizando
como liquido de desarrollo las siguientes mezclas de solventes:i)Eta-
flol :Amoniaco:Agua(18:1:1:v/v);ii)Butanol:Acido acético:Agua(4:1:1:v/v)
y iii)lsopropanoljAmoniaco:Agua(20:1:2:v/v).El cromatograma fué visua-

lizado a la luz ultravioleta y con el reactivo de Ehrlich"s (19).

RESULTADOS Y DISCUSION=

La utilizacion de los procedimientos indicados en la seccidn
de MATERIALES Y METODOS,ha permitido el aislamiento y la purificacion
de un enzima de las hojas de la Vitis vinifera L.,causante de la rapi-
da desaparicion del indol de la mezcla de reacci6on.En la Tabla 1 que-
dan reflejados los datos correspondientes a dicha purificacion en la
que el enzima se ha purificado 69 veces.

Los intentos realizados para poner de manifiesto la presen-
cia de Triptofano sintetasa,que conlleva también la desaparicion del
indol,er la presencia de L-serina y fosfato de piridoxal al pH éptimo
para dicho enzima (pH de 7 a 8) resultaron infructuosos,lo que nos
permitid asegurar que la citada desaparicion de indol no tenia como

causa la accién de dicho enzima.
TABLA 1

Purificacién de la indol oxidasa de hojas de Vitis vinifera L.

Proteina Activ. Activ. Rend. Purif.
total total espec. %
(mg) (unid) un./mg)

Crudo 1037,0 20022,0 19,3 100,0 -
Saturacién sulfato
aménico 30-80% 80,5 3147,0 39,0 82,0 2,0
DEAE-Sephadex A-50 42,6 4348,0 45,0 45,0 fe,3
Alumina C (eluido) 0,63 840,0 1333,0 18,0 69,0

El estudio de los efectos del pH en el enzima purificado
mediante la utilizacién de la solucién bufer 0,1 M de citrato/0,2 M
de fosfato en el intervalo de valores de 3 a 8,permitieron comprobar
la mayor actividad entre 4,8 y 5,4 con un maximo correspondiente al

valor de pH 5,0 (Fig 2).
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150r

pH
Fig.2.- Efectos del pH en la actividad de la indol-

oxidasa purificada.

No obstante,para la confirmacién de la naturaleza enzimatica
de la reaccion se estudiaron los efectos del periodo de incubacion
y de la concentracién de enzima.En el primer caso se pudo comprobar
un incremento lineal de la desaparicion del indol durante los primeros
veinte minutos.En el segundo,las distintas concentraciones de enzima
demostraron una relaciéon hiperbélica entre el enzima afiadido y la desa
pariciéon de indol a la concentraciéon fijada de 400 nmoles por ensayo.
(Fig- 3).

El enzima purificado es,por tanto,6ptimamente activo a pH
5,0 y 30°C con una concentraciéon de sustrato de 400 nmoles.Dicho enzi-
ma purificado fue conservado durante un mes a -20°C,sin pérdida apa-
rente de actividad.

La reaccion de oxidacion del indol tiene lugar bajo condi-
ciones aerodbicas estrictas.Una demostracion de este hecho es la nula
desapariciénde indol cuando a la mezcla en reaccién se afadieron 60
pmoles de ditionito.

El enzima no es estrictamente especifico para el indol.Otros

compuestos derivados del mismo también son utilizados como sustrato
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por el enzima (Tabla II).

PERIODO DE INCUBACION (minutos)

Fig.3.- Efectos del periodo de incubacién en la uti-
lizacion del indol por la indoloxidasa de ho

jJas de vid.

La adiciéon de diferentes metales a la mezcla en reaccién
tales como Na +,NH *, K+ ,Ca+" ,Cu+2 ,Mn+2 y Co+2 no causaron accionalguna sobre
la actividad enzimatica.Por el contrario Fe+2 y Hg+2 actuaron inhibien
do dicha actividad.Estos hechos y la accion de diferentes agentes tjue-
latantes y otros compuestos,quedan recogidos en la Tabla I1I1.

Los datos consignados en la Tabla Il1l conducen a varias con-
clusiones. En primer lugar la inhibicidon por agentes quelatantes especi
ficos del cobre (Neocuproina,Dietilditiocarbamato) y del Hierro (o-
Fenantrolina y ex -dipiridilo) es demostrativa de la existencia de
estos dos metales en la constitucién del enzima.Sin embargo,cuando
el enzima se dializé durante 24 horas frente a tres cambios de la solu

ion bufer.la adicién de estos dos metales no condujo a la recupera-

c
cion de la actividad salvo cuando ésta se acompafié de 0,7 mmoles de

304 -



FAD.Este hecho conjuntamente con la inhibiciéon de la atebrina y la
recuperacion de la actividad cuando conjuntamente con ella se afiadio
FAD.pone de manifiesto que el enzima es una cuproferroflavoproteina.La
utilizaciéon de otros cofactores como FMN.NADH y NADP no fue capaz de
revertir la inhibicién.La inhibicién de la actividad enzimatica por

ditionito puso de manifiesto la naturaleza oxidativa de la reaccion.
TABLA 11

Especificidad de sustrato de la indoloxidasa de hojas de Vitis vini-

fera L.
Sustrato % Actividad
Indol 100
2-Metil indol 0
5-Metil indol 33
5-Hidroxindol 25
5-Bromo indol 7,5
Triptofano 0
Ac. indol acético 0
Ac. indol butirico 0
Ac. indol piravico 0
Ac. indol glioxilico 0
Indol etanol 0
Indol acetonitrilo 0

Otros compuestos como los constituidos por grupos tidlicos
y reactivos del grupo sulfhidrilo.se comportaron también como inhibi-
dores de la actividad enzimatica segun puede comprobarse en la Tabla IV.

El estudio de los compuestos originados por la reaccion oxi-
dativa realizados por cromatografia de acuerdo con lo expuesto en la
seccion MATERIALES Y METODOS condujo a la apreciacidén de un compuesto
que fue identificado como acido antranilico.de acuerdo con las caracte
risticas siguientes:i)Su espectro de absorcién en etanol corresponde
al de una muestra auténtica de acido antranilico (OM™x 333 nm);ii)En
los tres sistemas de solventes utilizados tiene el mismo valor de RF
que el auténtico;iii)Responde de igual forma que el auténtico en el
revelado del cromatograma frente a los reactivos de Ehrlich®s,Salkows-

kis y acido trinitrobencensulfoénico.
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TABLA 111

Accion de metales, agentes quelantes y otros compuestos sobre la acti
vidad "de la indol-oxidasa de hojas de Vitis vinifera L.

Adicion Concentracion Inhibicioén

final %

Fe2+(CD 1 mmol. 24

Hg2+(C1™) 1 m mol 100

Neocuproina 2,5 p moles 100

Dietilditiocarbamato 2,5 p moles 100

o-Fenantrotina 2,5 p moles 100

a ,oc-Dipiridilo 2,5 p moles 100

8-0Oxiquinoleina 2,5 p moles 100

EDTA 2,5 p moles 78

CNK 2,5 p moles 79

Neocuproina + 2,5 p moles

S04Cu 0,5 p moles 65

X,<x-Dipiridilo + 2,5 p moles

CI2Fe 0,5 p moles 70

Enzima dializado 100

Enzima dializado +

SO4Cu 0,5 p moles 100

Enzima dializado +

SO .Cu + 0,5 p moles

Cl2Fe 0,5 p moles 100

Enzima dializado +

SO”NCu + 0,5 p moles

Cl2Fe + 0,5 p moles

FAD 0,7 m moles 22

Atebrina 0,5 p moles 100

Atebrir.a + 0,5 p moles

FAD 0,7 p moles 10

Ditionito 60 p moles 100
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TABLA IV

Efectos de grupos tiolicos y reactivos sulfhidr 1 eos e a actividad

de la indoloxidasa de hojas de Vitis vinifera L..

Compuesto afiadido % Actividad
(2,5 Riméles)

Ninguno 100
GSH 23
Mercaptoetanol 16
p-Cloromercuribenzoato 0
N-Etilmaleimida 0
lodo acetato 36

Digamos por ultimo que de acuerdo con lo preconizado por

_o0
Lineweaver y Burk el enzima presenta un valor de Km de 1,25 10
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ESTUDIO DE LA FERTILIZACION DIFERENCIADA EN LA VID. EVOLUCION DE AZU-

CARES, ACIDOS ORGANICOS Y FRACCIONES NITROGENADAS EN HOJAS

Catalina, L., Mazuelos, C., Sarmiento, R., Romero, R. y.Valpuesta, V.

Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Cuarto. CS.1.C. Sevilla.

Resumen

Se han estudiado los contenidos en azlUcares, acidos organicos vy
fracciones nitrogenadas en hojas de vid (Vitis vinifera L. var. Palonu
no fino) desde la pre-floracion hasta la vendimia. No se encuentran di_
ferencias muy sensibles en el contenido de azucares en hojas cuando las
plantas son fertilizadas diferencialmente con N, P y K. Los contenidos
en acido malico aumentan hasta la maduracidén para disminuir en la ven-
dimia. La variabilidad del &cido tartarico es explicable por la parti_
naz sequia que hemos padecido. Las plantas no presentan deficiencias

en nutrientes y por tanto no afectan al metabolismo nitrogenado.

Introduccioén

Los contenidos y evolucién de azlcares, acidos organicos y frac-
ciones nitrogenadas son de la mayor importancia en la vid.

Los azUcares en frutos de vid, en el momento de la vendimia, es-
téan relacionados intimamente con la calidad de los mismos (17y 19). El
papel jugado por los nutrientes en el metabolismo de los azucares, ha
sido profundamente estudiado a causa de su importancia en el creciraien
to del fruto y su desarrollo (22).

El metabolismo de los acidos malico y tartarico ha sido ampliamen
te estudiado en los frutos (10, 11 y 20) y en menor proporcion en las
hojas, en las que su sintesis tien% lugar a partir de los glicidos.es
pecialmente la glucosa, aunque por rutas metabdlicas diferentes (20) ,

presentandose diferencias profundas en los contenidos de los citados

108 -



acidos en la vid, en funcion de la variedad y de las condiciones am-
bientales que rodean al cultivo (11 y 21).

El contenido de nitrégeno en los frutos de la vid, en el momento
de la cosecha, ademas de constituir un alimento fundamental para las
levaduras de la fermentacion, va a influenciar el contenido en los vi_
nos de compuestos tales como acidos organicos (12 y 21), alcoholes su
periores (12 y 18) y ésteres (3 y 18) entre otfros).

En la presente comunicacién se dan los resultados encontrados en
el contenido de azlcares, &acido malico, &acido tartarico y fracciones
nitrogenadas en hojas de Vitis vinifera var. Palomino fino y de la in
fluencia que sobre aquéllos puedan ejercer los fertilizantes Nitrége-

no, Fosforo y Potasio.

Material y Método

Los estudios se han realizado en plantas de vid (Vitis vinifera
var. Palomino fino) cultivadas en la zona de Jerez de la Frontera (Ca
diz), sobre un suelo calcimorfo sobre albarizas (regosol calcareo).
Cada parcela estaba constituida por 100 cepas que habian recibido fer
tilizacion diferenciada de N (40 y 80 Kg/Ha de N) , P (40 y 120 Kg/Ha de
P205) y K (40 y 160 Kg/Ha de K|2'0). Una de las parcelas se habia man-
tenido como testigo, sin fertilizar.

A lo largo del ciclo vital de la planta, se han realizado 6 tomas
de muestras de hojas, coincidentes con los estadios de mayor interés,
es decir: pre-floracién, floraciéon, fructificaciéon, envero, madura-
cion y vendimia.

Los métodos de extraccidon de azlUcares y acidos organicos ya han
sido descritos en trabajos previos (13 y 14). En las disoluciones ex
traidas se determinaron los contenidos en azucares totales (2), azlca
res reductores (23), glucosa y fructosa (4), acido malico (15) y aci-

do tartarico (8).
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De igual manera, los métodos de extraccidén y determinacién de ni
tréogeno total, nitrdogeno proteico, aminoacidos libres y prolina han

quedado expuestos en un trabajo anterior (5).

Resultados y Discusion

Los contenidos y evolucién en azlcares totales en las hojas de
vid en los seis estadios fenolégicos de la planta, se expresan en la
Fig. 1. Como puede observarse, la disminucion es continua desde la
pre-floracion hasta la fructificacion, con un minimo en esta etapa, pa
ra aumentar hasta la vendimia, ocurriendo este hecho tanto en las plan
tas control como en las fertilizadas.

Es bien sabido que, previamente al envero, los azucares son sin-
tetizados en el mismo fruto. Con la maduracién, este proceso declina
rapidamente y como consecuencia el transporte desde las hojas y el me
tabolismo del acido malico en los frutos, se convierten en las fuentes
principales de azlcares durante el post-envero (19, 20 y 21). Este
transporte de hojas a frutos esta disminuido en nuestro caso y la ex-
plicacioéon podria ser la pertinaz tequia que hemos padecido y como con
secuencia la baja translocaciéon de estos compuestos de uno a otro 6r-
gano .

En la Fig. 2 se expresan los contenidos en azlcares reductores co
rrespondientes a las mismas tomas de muestras. Salvo en la etapa pre
-floracional , en donde los niveles son altos, en los demas periodos las
diferencias no son muy significativas, manteniéndose casi un nivel cons
tante tanto en las plantas control como en los fertilizadas, lo que con
firma su papel de azlUcar que va a ser utilizado inmediatamente.

En la Fig. 3 se muestran los contenidos en glucosa y fructosa co
rrespondientes a los mismos estadios anteriormente citados. En gene-
ral, la relacion glucosa/fructosa, es superior a 1. Este hecho puede

ser explicado por un incremento en la hidrdélisis del almidon y por un

aumento en la fotosintesis, sobre todo en las hojas verdes, dando como
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resultado un mayor contenido en glucosa que en fructosa (10). En re-
lacion a la disminucién de la relaciéon glucosa/fructosa en hojas cuan
do los frutos maduran, existen procesos que tienden a justificarlo, co
mo son, un metabolismo disminuido del acido malico a glucosa (22)yun
preferencial metabolismo de ésta (7 y 21). Quizas eXte ultimo hecho
sea mas factible en aquellos casos de plantas fertilizadas ion P lIce-
nlo ocurre en nuestra experiencia) puesto que un alto suministro de es
te elemento puede incrementar la metabolizacién de la glucosa a tra
ves de un"alto nivel de ATP ().

En resumen, no se encuentran diferencias muy sensibles en el con
tenido de fracciones de azucares en las hojas de vid estudiadas cuan-
do son fertilizadas con N, Py K frente al control no abonado, extre-
mo éste que podria explicarse a causa de que so6lo plantas deficientes
en nutrientes dan como resultado cambios drasticos en al contenido de
azlucares (22) y probablemente éste no es nuestro caso.

En la Fig. 4 se representan los valores de acido malico y tarta-
rico en hojas en los diferentes estados de desarrollo.

Con respecto al acido malico, se observa un aumento continuo de
los contenidos hasta la época de la maduracién, para disminuir a con-
tinuacién en la vendimia. Estos resultados estan de acuerdo con la b
bliografia sobre el aumento constante del citado acido en las hojas de
vid, hasta que éstas estan totalmente desarrolladas (9) y una disminu
cion en la vendimia debida a su transporte al tejido lefoso (10).

Nc obstante, se puede observar que, cuando el abonado esta en me
fior proporcion, el contenido del acido malico aumenta en la etapa de la
vendimia, lo cual ya ha sido observado previamente (20).

El acido tartarico presenta, dentro de una misma ténica para los
distintos abonados, una gran variabilidad a lo largo del ciclo estudia
do, confirmando ésto la opinidén ya sefalada de que los contenidos de

dicho acido dependen estrechamente de la temperatura y sobre todo del

contenido en agua de las capas del suelo (21).
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En nuestra experiencia, el contenido de dicho &acido en hojas se
incrementa en todos los casos hasta la fructificacion, lo que coinci-
de con lo encontrado en la variedad ""Thompson seedless™ (9), para dis
minuir progresivamente hasta la vendimia, lo cual ya ha sido observa-
do (10) .

El contenido en nitrégeno total disminuye constantemente desde la
pre-floracion hasta la vendimia como se observa en la Fig. 5. Es evi
dente que esta disminucién esta ligada al proceso de senescencia de las
hojas y a la exportaciéon de nutrientes que de las mismas existe a lo
largo del ciclo vital de la planta, lo que confirma el hecho de que el
nitrogeno total de los frutos aumenta continuamente (6 y 20).

En relaciéon con el nitrogeno proteico (Fig. 5), el contenido en
las plantas control alcanza un minimo en la fructificacion, debido, sin
duda, a que el crecimiento del fruto demanda la exportacién de nutrien
tes desde las hojas. Este contenido vuelve a aumentar en el envero y
posteriormente, al sustituir la maduracién al crecimiento, disminuye
hasta la vendimia.

Antes del envero, en las plantas fertilizadas, existe un conteni
do en nitrégeno protéico mayor que en las plantas control, para después
ser menor. La explicacion general de este hecho podria ser una mayor
demanda de nutrientes por los frutos, en la medida de que en todos los
tratamientos, se ha observado un incremento en la produccion.

La disminucién del nitrégeno protéico en la maduracién va acompa
lada de un incremento en el contenido de aminoacidos libres, sobre to
do en las plantas abonadas con Ny P (Fig. 6). Salvo este aumento, ya
seflalado en la bibliografia (16), el contenido de aminoacidos disminu
ye progresivamente a lo largo del ciclo estudiado.

El contenido en prolina, oscila entre un 3y un 8 % del total de
aminoacidos y sigue, en general, la misma evolucidon que éstos.

En resumen, tras el analisis de las hojas, ninguna planta muestra

deficiencias en nutrientes y consecuentemente la aplicaciéon de ferti-
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lizantes no afecta drasticamente al metabolismo nitrogenado de las

plantas.
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COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO REOLOGICO Y VOLUMEN ESPECIFICO DE MOS-
TOS CONCENTRADOS DE UVA FRENTE A DISOLUCIONES ACUOSAS DE GLUCOSA Y
FRUCTOSA.

Galan Vallejo.M. ;Andrades Balao.J.A. y Lépez Torres, HA

Departamento de Quimica Técnica de la Universidad de Cadiz.

La Reologia,definida como la ciencia del flujo y la deforma-
cion .experimenta actualmente un gran desarrollo,tanto por la adopcién
de nuevos criterios y modelos,como por la diversidad de aplicaciones
gue posee.

El estudio del comportamiento reoldgico de los zumos y mos-
tos concentrados de uva contribuye a un mejor conocimiento de los mis-
mos, a la vez que los resultados obtenidos pueden ser aplicados:

a) En la elaboracién industrial de estos productos,por cuanto
ayudan a establecer los requerimientos energéticos para las
operaciones de mezcla y transporte,asi como los coeficientes
de transporte de calor y materia,en esterilizadores y evapora-
dores.

b) En el control de calidad,ya que la viscosidad de estos produc-
tos influye en la aceptacién de los mismos en el mercado.

c) Como criterio comparativo para valorar la incidencia de dos
0 mas sistemas de elaboracidon o conservacion.

De los productos obtenidos a partir de la uva,el vino,sin
lugar a dudas.es el mas importante;sin embargo,en la actualidad Ila
produccién mundial de vino crece a un ritmo mucho mas rapido que el
de su consumo.Concretamente,la producciéon espafola crecié a un ritmo
proximo al 3% anual en los ultimos veinte afos,mientras que el consumo
ha disminuido un 15% en los diez ultimos afios.

Para mantener el equilibrio entre la produccién y el consumo,
gran parte de los excedentes de vino se destinan a la obtenciéon de
alcohol vinico.La produccion de este alcohol es importante en Espafa
y Francia ya que se utiliza en la preparacion de bebidas con elevado
contenido alcohélico como "brandies™ y "cognacs';no obstante,el merca-
do de estos alcoholes se encuentra también saturado.

A pesar de ello,la formula empleada para regular los exce-

dentes sigue siendo el "quemar"” incluso vinos de gran calidad,tal y
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Los valores de viscosidad se expresan en mPa.s (milipascales.segundo).
Sistema de termotatizacion.

la termostatizacion de las muestras se ha efectuado utilizando un ter-
mo-criostato Thermomix de la firma BRAUN que permite mantener la tem-
peratura con un error inferior a 10,1°C en el intervalo de temperatura
estudiado.

Productos:

Disoluciones acuosas de glucosa y fructosa:se ha preparado por pesada
una disoluciéon acuosa de glucosa y fructosa de 37 Be y a partir de
ella por dilucién se han preparado las demas disoluciones:36,35,34,33,
32,31,30,25,19,16,10 y 6°Be.Se ha empleado en la preparaciéon de dichas
disoluciones agua destilada y,glucosa y fructosa,productos "para ana-
lisis" de la firma MERCH.

Mosto concentrado:el mosto de uva concentrado procede de una instala-
cion industrial de Tomelloso (Ciudad Real) siendo la materia prima
utilizada mosto de uva de La Mancha.Las caracteristicas del mosto con-

centrado son:

- Grado Baumé . ........i-iieieaaana 38,2

- Bitartratos...... ... ... . ..... 6 g/1

- Sulfuroso libre... ... ... ...... 38,0 mg/1
- Sulfurosos total ... ... ....... 480,0 mg/1
— HIBrro . e e e e e eaeeaens 24,0 mg/1
- Acidez total en sulfldrico . . .. 9,0 g/1

Los mostos de diferentes grados Baumé se han preparado por dilucién

del concentrado con agua destilada.

RESULTADOS EXPERIMENTALES
Los resultados experimentales correspondientes a los produc-

tos estudiados se recogen en las Tablas | y II.

DISCUSION DE RESULTADOS

Para cada temperatura los valores correspondientes a los
volumenes especificos de todas las disoluciones y mostos estudiados
presentan una correlaciéon lineal frente al grado Baumé que puede ex-
presarse como:

\ =V + V,.Be V4 V4
esp. o) 1

En la Tabla Il1l se indican para las distintas temperaturas

los valores de los parametros Vg y V~ de la regresiéon /1/ junto con
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6e indica en la resoluciéon del Consejo de Ministrosde 1 de Junio de
1983,destinando 310.000 HI. de vinos acogidos a la Denominacidén de
Origen "Jerez-Xerex-Sherry y Manzanilla de Sanlicar de Barrameda™ a
la obtencidén de alcohol de vino.

Se han propuesto otras medidas para paliar el problema de
los excedentes de uvas de entre las que cabe destacar la canalizacion
de los mostos a fines no fermentativos,y dentro de éstas,una orienta-
cion interesante para el mosto de uva es su utilizacion para obtener
mostos concentrados.Se concentra el mosto para facilitar su conserva-
cion; reducir el volumen y los costos de transporte y aumentar el nume-
ro de aplicaciones de las que se pueden destacar:

- Enriquecimiento de los mostos de vendimia.

- Preparacién de bebidas refrescantes.

- Por dilucién y posterior fermentacién para obtener vino.

- Preparaciéon de bebidas a base de uvas con bajo contenido alco-
holico.

- Preparacion de mermeladas,jaleas,zumos,etc.

En este trabajo se ha abordado el estudio del comportamiento
Teold6gico y volumen especifico de mostos concentrados de uvas de 6
a 37 Baumé,entre 273 y 313 K,comparandolos con disoluciones acuosas
de glucosa y fructosa de los mismos grados Baumé y en el mismo rango
de temperatura.En las disoluciones acuosas de glucosa y fructosa,la
relacion entre ellas ha sido de 0,95 en peso,que es la que se da a-

proximadamente en el zumo de uva madura de las Vitis Vinifera.

MATERIAL Y METODO

Sistemas de medida.

Determinacién de la densidad:se han utilizado picnémetros de 50 mi.,
los valores se expresan en g/ml.

Determinaciéon de la viscosidad:todas las muestras,a la temperatura
de 0°C,se han sometido inicialmente a estudio en un redmetro RV-12
de la firma HAAKE,con objeto de conocer su comportamiento Teoldgico
() .En todos los casos el comportamiento ha sido newtoniano.

Por ello,el estudio posterior de medida de la viscosidad,a diferentes
temperaturas,se ha realizado en un viscosimetro de caida de bola por
tubo inclinado,tipo HOEPPLER de la firma HAAKE.En todos los casos las
muestras han permanecido en el interior del viscosimetro durante trein

ta minutos para ser termostatizadas a la temperatura deseada.
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sus errores para una probabilidad P=0,05 y el coeficiente de correla-
cion de cada regresion.En la misma tabla se indican los valores del

volumen especifico del agua destilada a las diferentes temperaturas,

0 exp-
Admitiendo un comportamiento ideal para las disoluciones

de glucosa y fructosa,asi como de los mostos, VA" debe corresponder
en cada caso al volumen especifico del agua determinado experimental-
mente "Vo exp. "_A la vista de los valores reflejados en dicha Tabla
11l se puede afirmar que este comportamiento ideal se cumple en todas
las disoluciones y mostos estudiados dentro de los limites de confian-
za establecidos,excepto para las temperaturas de 273 y 278°K.Esta ex-
cepcion puede ser debida a los importantes cambios estructurales que
ocurren en el aguaen torno a 273°K que no son tan acusados en las di-
soluciones y mostos estudiados por cuanto tienen un punto de congela-
cion mucho mas bajo.

Entre el volumen especifico de las disoluciones y mostos
estudiados,y la temperatura se ha encontrado una relaciéon del tipo:

vV = a + b.T + c.T2 121
esp.

donde T es la temperatura absoluta.En todos los casos el graao de sig-
nificacion de la correlacion es elevado y los valores de los garéme—
tros sor.:"a" oscila entre 0,8 y I,1;"b" es del orden de -1.100 y "c”
es del orden de 10

En la Tabla IV se indican los valores a 293°K del volumen
especifico experimental y del volumen especifico obtenido de la corre-
lacién /2/.correspondientes a las disoluciones y mostos estudiados.Se
observa en dicha tabla como coinciden los valores experimentales de
los volumenes especificos con los obtenidos de la correlacion.

Los resultados experimentales de viscosidad indican que tan-
to las disoluciones como los mostos se comportan como fluidos '‘newto-
nianos térmicamente normales” por cuanto los valores de viscosidad
disminuyen al aumentar la temperatura.

También se observa que los valores de viscosidad correspon-
dientes a las disoluciones y los mostos,del mismo grado Baumé,tienden
a igualarse al disminuir la concentraciéon y aumentar la temperatura.

Existe un marcado descenso de los valores de viscosidad con
la temperatura en las disoluciones y mostos para cada grado Baumé,sien

do mas acusado en los casos de grado Baumé elevado.Si se define un
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eporcentaje de descenso relativo de la viscosidad con la temperatura
"YArN" como:
% A 273 - N 313 100 13/
N 273
este porcentaje disminuye desde, el 96% para una concentracién de 37
Be hasta el 65% para 6°Be en las disoluciones y los mostos.
Entre los valores de viscosidad de las disoluciones y los

mostos,y la temperatura se ha encontrado una relacién del tipo:
In = A + (/T)B + (/M2 .C /4/

siendo en todos los casos elevado el coeficiente de correlacion( 0,999)

Se ha encontrado una correlacion del tipo:

In = a + b.(Be) + c.(Be)2 + d.(Be)2 /5/
para la variacion de la viscosidad con el grado Baumé de las disolucio

nes y los mostos.

CONSIDERACIONES FINALES

1? .- Los valores de los volumes especificos de las disoluciones y mos-
tos presentan una variacién lineal con el grado Baumé para cada
temperatura.

28 .- Los valores de volumenes especificos de las disoluciones y mostos
para cada grado Baumé, frente a la temperatura se ajustan a una
ecuacioén de segundo grado.

3?.- Las disoluciones y mostos estudiados presentan comportamiento
reoldgico térmicamente nornal.

.- La disminucion de temperatura y el aumento del grado Baumé hacen
elevar considerablemente los valores de viscosidad tanto de las
disoluciones como de los mostos.

5?7 .- La viscosidad de las disoluciones y mostos,para cada temperatura,
varian con el grado Baumé segun la ecuacion /5/.

67 .~ La viscosidad de las disoluciones y mostos,paru cada grado Baumé,
varia con la temperatura segun la ecuacion /4/.

7~.- No existen diferencias significativas entre las disoluciones y mos
tos estudiados en relaciéon a los valores de volumen especifico y

viscosidad.

BIBLIOGRAFIA
() ."Fendmenos de Transporte. R.B.Bird;W.E.Stewart;E.N.Lightfoot.Ed. Rever

te.Barcelona (1980).
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VALORES DE VOLUMENES ESPECIFICOS Y VISCOSIDAD PARA LOS MOSTOS
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ESTUDIO DEL CONTENIDO EN LIPIDOS TOTALES, NEUTROS Y POLARES EN UVAS
"MACABEO™ (VTTIS VINIFERA) EN EL CURSO DE SU CICLO VEGETATIVO.

Castela Mogollén, P.M., Mesias Iglesias, J.L. y Maynar Marino, J.l.
Departamento de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad de Extre

madura.

RESUMEN

El presente trabajo recoge la presencia de los diferentes
acidos grasos en el jugo de uva de la variedad '"Macabeo" en el curso
de su ciclo vegetativo. Una vez extraidos los Unidos del jugo de uva,
se han separado las fracciones lipidie,i:, polares y neutras por cromato
grafia en columna de acido silicico, r-MLizandose el analisis de aci-
dos grasos por cromatografia de gases, previa hidrolisis y retilacion
de la materia lipidica.

Se encuentra que en general, el acido linoleico es predoni
nant.e en esta variedad y se estudian las relaciones entre las fraccio-
nes neutras y polares, siendo los acidos grasos de la fracciéon neutra
los que evolucionan de forma mas significativa. Igualmente se estudia

la relacidon existente entre acidos grasos insaturados y saturados.

INTRODUCCION

Existen pocos trabajos sobre la composicion lipidica de
productos derivados de la vid. Los avances registrados en las técnicas
analiticas, junto al destacado papel de los lipidos como precursores
aromaticos de los productos vitivinicolas, han incidido en la apari-
cion en los ualtimos diez afios, de alguna bibliografia relacionada con
el tema ().

Los primeros resultados sobre materia grasa en vid @)
confirman en sarmientos de variedades de uvas "Aramon"™ y '‘Carifiena",
contenidos de 1,23% a 1,25% y 1,06% a 1,08%, respectivamente.

Las modernas técnicas cromatograficas permitieon precisar

la composicién de la cera cuticular de raices y hojas (3), encontrando
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diferencias destacadas en la presencia de acido oleandlico.

Los estudios sobre lipidos en células de hojas (variedad
"Cabernet-Sauvignon'™) (4), sefialan que en los cloroplastos la cantidad
de lipidos totales aumentan del 6% al 16% en el curso del ciclo vegeta
tivo.

Los primeros resultados concernientes a acidos grasos de
los sarmientos, brotes, hojas y raices de la variedad "Ugnin Blanc"
han sido publicados G, 6, 7 8), llegandose a la conclusion de que
en todos los organos vegetativos de la vid existen dos acidos grasos
saturados, el palmitico y estearico, y tres insaturados, como son el
oleico, linoleico y linolénico.

Estudios realizados en uvas '"Concord" (9), sobre su compo-
sicion lipidica, determinaron que los hollejos contenian el 0,32% de
lipidos, mientras que la pulpa contenia el 0,10%.

En general y en diferentes tipos de uvas (10), al analizar
la composicién de acidos grasos se puedo apreciar una concentracion
lipidica que oscila entre 0,15% y 0,24%.

Nuestro trabajo y dentro de los estudios que sobre la bio-
sintesis de aldehidos y alcoholes herbaceos a partir de precursores
lipidicos estamos realizando, aporta los primeros rsultados objetivos
sobre la composicidén de acidos grasos en las fracciones lipidicas neu-
tra y polar asi como su evolucién en el curso del ciclo vegetativo

de la variedad "Macabeo"™ (Vitis Vinifera).

MATERIAL Y METODO
MATERIAL BASE DEL TRABAJO

Se han estudiado las uvas blancas, variedad 'Macabeo",
de destacada incidencia en la zona de "Tierra de Barros" en la provin-
cia de Badajoz. Las uvas recogidas fueron congeladas y mantenidas en

frio (-10°C) hasta su analisis.
METODOS

Extraccién y concentracién de la materia lipidica. Las uvas se homoge-
nizan con una papilla previamente preparada con Hyflo Super Cel,

SIOMH N y agua destilada, separandose en un Tfiltro buchner la parte
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acuosa que se descarta. El residuo resultante es homogeneizado con
cloroformo-metanol (2/1), extrayéndose la fase organica y descartando
la fase hidroalcohélica, repitiendo esta operacion dos veces mas, ter-
minando con una homgeneizacién en cloroformo. Reunidas las fases orga-
nicas ..: concentra en rotavapor a 30°C, lIlevandose el extracto a una
columna de &cido silicico para la separaciéon de los lipidos en neutros
y polares, eluyendo los lipidos neutros con cloroformo y los polares
con metanol, ambos a un gradiente de salida de 0,5 ml/minuto.

Analisis por cromatografia de gases. Para el analisis cualitativo y
cuantitativo de los &cidos grasos constituyentes de las fracciones
lipidicas neutra y polar de las uvas, realizamos una hidrolisis con
NaOH/MeOH 0,5 N y posterior metilacion con el reactivo HCI/f"eCH al
B%. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: columna
de acero inoxidable de 2 m de longitud y 1/8 pulgada de diametro exte-
rior, rellena de dietilengicolsuccinato (DEOS) al 15% sobre chromosorb
W-HDMS de 80-100 mesh, temperatura horno de 100CC a 180rC a razon de
3°C/min.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 representamos la evolucidén de acidos grasos
totales en las fracciones neutra y polar en uvas 'Macabeo" durante
el ciclo vegetativo, apreciandose un contenido mayoritario de lipidos
neutros respecto a la fraccion polar (77,97% de lipidos neutros frente
a 22,03% de lipidos polares en la época de madurez), alcanzando sus
valores méximos en la época del envero, fase vegetativa en la que se
inicia el periodo de maduraciéon de la uva.

En la evoluciéon de lipidos en uva puede observarse dos
fases diferentes : una fase inicial de biosintesis desde el estado
verde al envero, y otra fase degradat. iva hasta el estado de madurez,
para terminar en concentraciones algo superiores de lipidos neutros
(9% mas que en la época verde). Sin embargo, los lipidos polares ape-
nas alteran su concentracién a lo largo del ciclo vegetativo (40mg/100
g uva, por término medio).

Los porcentajes de cada fracciéon en las distintas épocas

del ciclo vegetativo se presentan en la tabla 1. En el estado verde,
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las cantidades de lipidos totales son minimas (3,4% respecto al 100%
del envero), predominando los lipidos polares sobre los neutros. Hasta
llegar al envero, los lipidos neutros experimentan un gran aumento,
siendo en esta época netamente superiores (92,59% con respecto a los
lipidos polares que son el 7,41%) y en la madurez siguen siendo supe-
riores aunque sufren un gran decrecimiento (77,97% respecto a los lipi
dos polares ge son el 22,03%). En ambas fracciones, y durante todo
el ciclo vegetativo de la uva "Macabeo', los acidos grasos insaturados
predominan con respecto a los saturados (por término medio un 10% de
acidos grasos saturados y un 90% de acidos insaturados), lo que esta
de acuerdo con otros autores (10), que estudiando variedades Vitis Vini-
fera, encuentran que en la fraccién polar predominan, también, los
acidos grasos insaturados tales como el acido oleico, linoleico y lino
Iénico.

La evolucioéon de los lipidos totales junto a la acumulacién
de azucares durante el ciclo vegetativo de la uva "Macabeo”™ se presen-
ta en la figura 2. Desde el envero hasta la madurez se produce la maxi
ma aportacion glucidica en la uva, en este periodo la fotosintesis
decrece (la clorofila disminuye) y se llega a producir la concentra-
cion maxima de azlcares, coincidiendo con valores minimos de lipidos
totales (maximo de azlcares 200 g/litro de jugo uva, minimo de lipi-
dos, disminucion en un 88%). Estos resultados coinciden con los obteni
dos por otros autores (11 , 12).

En la figura 3 se representa la evolucidn de cociente
AGI/AGS en el ciclo vegetativo de la uva ""Macabeo'. La grafica en for-
ma de sierra para los lipidos neutros, expresa un aumento y disminu-
cion constante del cociente hasta la época del envero, a partir de
aqui se empieza a atenuar hasta la madurez. El cociente en los lipidos
polares presenta menos variaciones a través del ciclo, es mas uniforme
en su evolucion, siempre disminuyendo.

En las figuras 4 y 5, se representa la evolucién de los
acidos grasos mayoritarios (cl6.q y cl8.2 ) en las fracciones polar
y neutra, por las que observamos dos fases caracteristicas, comunes
en ambos acidos: wuna primera etapa de aunarlo hasta la época del envero
(75,6 mg/100 g y 12,6 mg/100 g para CIb:Uf frente a 1311,6 mg/100 g y

104,3 mg/100 g para CI Lo en las fracciones neutra y polar, respecti-
o:
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vamente), seguida de una fase degradativa en la que estos acidos desa-
parecen con rapidez hasta estabilizarse en fechas préximas a la madu-
rez.

El &cido palmitico destaca en el conjunto de &cidos grasos
saturados en las uvas '"Macabeo" (70,8% respecto del total de &cido
grasos saturados en la época de madurez), confirmando los trabajos
similares en otras variedades Vitis Vinifera (13 , 14). Las concentra-
ciones encontradas de acido linoleico en uvas "Macabeo" (45,1 mg/100
g, verde; 1415 mg/100 g, envero y 172,1 mg/100 g en la madurez) confir
man la presencia prioritaria de este componente en el total de lipido
en esta fruta (15, 14).

La evolucion de los acidos palmitico y linoleico en la
fraccion polar permite afirmar que, exceptuando pequefios aumentos de
concentraciones en el envero (7 mg/100 g uvas, incremento del palmiti-
co y 42 mg/100 g uvas, incremento del linoleico), ambos acidos permane-
cen constantes con un comportamiento similar en el curso del ciclo
vegetativo.

En las figuras 6 y 7 se presentan los diagramas de contri-
bucion () de cada acido graso al contenido total de lipidos en las
fracciones neutra y polar durante el curso vegetativo de la uva '"'Maca-
beo”. (oo podemos observar, en la figura 6, el &cido linoleico es
mayoritario con gran diferencia de porcentaje respecto a los demas
(B80% en el envero), siguiendo en orden de importancia y para esta
fraccion el acido oleico, que decrece a lo largo del ciclo (22% verde,
6% envero) recuperandose algo en la madurez (8%). La tendencia a acumu
larse del &cido linoleico en las pepitas va en detrimento del &cido
oleico (14). El &cido palmitico aumenta desde la época verde hasta
la madurez (3%, 5% y 6,5%). El acido estearico va aumentando su porcen
taje hasta el envero, y posteriormente, hasta la madurez vuelve a dis-
minuir (%, 6% y 2,5%). En esta fracciéon el &acido linolénico es minori
tario, presentando su contribucion mayor (7%) en la época verde.

Los porcentajes en la fraccion polar se reflejan en la
figura 7. El &cido linoleico es también mayoritario con un porcentaje
aproximadamente igual al de la fraccién neutra. La contribuciéon del
acido palmitico aumenta en esta fraccion desde la época verde hasta

la madurez (7% al 12% de incremento). El &cido oleico va aumentando



a lo largo del ciclo, aunque sus porcentajes son menores que en la
fraccion neutra (1,5% 4% y 5%). El acido linolénico contribuye mas
en esta fraccion, suele ser un acido preponderante, correspondicndo
su porcentaje mas alto en la época verde (14%), bajando en el envero
G%) y aumentando algo en la madurez (7%). Dates (1970) afirma que
la composicién de acidos grasos de lipidos polares en tejidos fot.osin-
téticos de plantas se caracteriza por un mayor predominio del &acido
<-linolénico (@6). El acido estearico es minoritario, manteniendo
a lo largo del ciclo su porcentaje (3%), en la fraccion polar.
Las concentraciones de los diferentes acidos grasos en
mg/100 g uvas '"'Macabeo™ en el ciclo vegetativo se exponen en la tabla
en la que podemos apreciar para la fraccién neutra un aumento genera
lizado de las concentraciones de cada acido hasta el envero (biosinte-
sis) y desde éste a la madurez, y aunque no se produzca con la misma
intensidad para todos, existe una degradacion. En la fraccion polar
la concentracién de acidos grasos es mucho mas pequefia y en general
el nivel de concentraciones a lo largo del ciclo esta mas nivelado.
En ambas fracciones lipidicas podemos afirmar una mayor presencia de

los 4cidos grasos insaturados: AGI/AGS = 8,4 en la época de madurez.
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TABLA 11

ACIDOS GRASOS (mg/100 g UVAS) EN LAS FRACCIONES LIPIDICAS NEUTRA
Y POLAR DE UVAS "MACABEO"™ EN EL CURSO DEL CICLO VEGETATIVO

LIPIDOS NEUTROS

ACIDOS \Y E M

Palmit:co 0,23 75,60 10,70
Estearico 0,20 80,50 4,40
Oleico 2,67 89,70 14,60
Linole.ico 8,50 1311,60 137,00
Linolénico 0,72 8,70 3,70

LIPIDOS POLA RES

ACIDOS \ E K

Palmit ico 2,20 12,60 6,20
Estearico 1,36 3,00 1,30
Oleico 0,85 5,10 2,40
Linole ico 36,60 104,30 35,10
Linolénico 6,80 6,00 3,20

138



Acidos grasos (mg/100 g uvas)

Volores del cociente AGI/AGS

FASES DEL CICLO VEGETATIVO
Figura 2.- Evolucioén de los lipidos totales y de azUcares du-

rante el ciclo vegetativo de la uva ""Macabeo'.

Figura 3.- Evolucion del cociente AGI/ZAGS en el ciclo vegeta-

tivo de la uva '""Macabeo".
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grasos (mg/ioog uvas)

acidos

FASES DEL CICLO VEGETATIVO

-Fig. 1.- Evolucion de acidos grasos totales en las fracciones neu-

tras y polar de uvas "Macabeo™ durante el ciclo vegetati-

VO.
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FASES DEL CICLO VEGETATIVO

Figuras 4 y 5.- Evolucion de los acidos palmitico y linoléico
en las fracciones neutra y polar durante el

ciclo vegetativo en uvas "Macabeo".
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Fig. 6.- CONTRIBUCION (%) CON RESPECTO AL TOTAL DE LOS
ACIDOS GRASOS EN LA FRACCION NEUTRA DE UVAS
"MACABEQO' DURANTE EL CICLO VEGETATIVO.
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& C 18:3

Fig. 7.- CONTRIBUCION (%) CON RESPECTO AL TOTAL DE LOS

ACIDOS GRASOS EN LA FRACCION POLAR DE LAS UVAS
""MACABEO' DURANTE EL CICLO VEGETATIVO.
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EVOLUCION DE AMINOACIDOS EN EL CURSO DE LA MADURACION DE UVAS VITIS VI
NIFERA.

Miguel Gardillo, C., Maynar Marino, J.l. y Mesias Iglesias, J.L.
Departamento de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad de F.xtre

madura.

RESUMEN

La evolucion del contenido en aminoacidos libres y aminoa-
cidos totales de dos variedades de uvas Vitjs Vini fera en el curso
de su ciclo vegetativo ha sido estudiada. Todos los aminoacidos duran-
te la maduraciéon de uvas "'Cayetana™ y ‘‘Macabeo' experimentan un incre-
mento en sus concentraciones. La prolina es el aminoacido predominante
en las dos variedades estudiadas. La alanina y la arginina presentan
igualmente valores elevados en las dos variedades.

La variedad "Macabeo™ presenta un mayor contenido en ami-
noacidos totales que la variedad '"Cayetana™, llegando a ser el doble

en el estado de madurez.

INTRODUCCION

El nitrégeno constituye para la vid, al igual que para
todas las plantas el centro del metabolismo, jugando un papel fundamen
tal en la multiplicaciéon celular y en el desarrollo de sus 6rganos
vegetati vos.

La presencia de nitrégeno aminico en uvas durante su ciclo
vegetativo aumenta de Forma irregular, estando influenciada por dife-
rentes factores como son sistemas de cultivo (1), condiciones climati-
cas (2) y variedad de uva (3).

La acumulacion de los aminoacidos libres durante el ciclo
vegetativo de la vid (4), se sugiere que puede ser debida al descenso
de acido malico, ya que se ha comprobado que la *‘deshidrogenasa mali-

ca" aumenta con la maduraciéon del fruto. Las cantidades elevadas
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de oxalacetato producido podrian ser transaminadas directamente para
formar aminoacidos o descarboxiladas por la enzima mélica a piravico,
el cual participaria en reacciones de transaminacion (4).

La cromatografia ha contribuido de una forma destacada
en el conocimiento de los distintos componentes en uvas, mostos y Vi-
nos (6, 6). El estudio de los aminoacidos por cromatografia de gases,
hace necesario su transformacién a derivados volatiles debido a sus
caracteristicas especificas de baja volatilidad, polaridad de los gru-
pos -COOH y -NH2 y su degradaciéon compleja a elevadas temperaturas.
Para nuestro trabajo hemos elegido los derivados trimetilsilados (3).

Los principales precursores de esteres responsables del
aroma '"frutado” son fundamentalmente aminoacidos libres (7, 8, 9).
Parece claro que la necesidad de estudiar los precursores (aminoaci-
dos libres) en el fruto, al objeto de poder fundamentar la presencia
de los asteres ya encontrados en el vino y sobre lo que parece recaer

la responsabilidad de las notas "frutado maduro.

MATERIAL Y METODO
UVAS

Se han estudiado las variedades de uvas blancas "Cayetana"
y '"Macabeo" destacadas de Tierra de Barros (Badajoz). Las muestras
se recogieron de dos parcelas homogéneas situadas en la zona de Almen-
dralejo-Villafranca de los Barros en época caracteristicas del ciclo
vegetativo de la vid, desde el envero (inicio de la maduracién) hasta
la madurez industrial (época de recoleccidén en bodega). Se recogieron
de 6 a 7 tomas por variedad.

La toma de muestra se realiz6 segun la técnica de Peynaud
(10 ) grano a grano, en diferente posicidon y al azar, para ser mas

representativa la muestra.
METODOS

Aislamiento y concentraciéon de los aminoacidos libres. Para el aisla-
miento de los aminoacidos libres de las demas sustancias presentes
en uvas se utilizé la resina catiodonica Dowex 50 W x 8 (20-50 mesh)

(Serva) segun método puesto a punto por Feuillat y Bergeret (11).

Anadlisis de los aminoacidos libres por cromatografia de gases de sus
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derivados silados. Se empled un cromatografo de gases Hewllett-Packard
mod. 5830 A. En un matraz de 5 mi, con la muestra perfectamente deseca
da, se adiciona 1 mi de BSTFA (Sigma) y 1 mi de acetonitrilo (Merck),
calentando a 150°C durante 3 horas (12). La muestra es guardada en
un desecador hasta su analisis a las 24 horas. La columna empleada
ha sido 0OV-11 35% fenilmetil silicona sobre suplecoport. La temperatu
ra fue" programada desde 110°C a 155°C, a razon de 2°C/min y desde
155°C a 25°C a razon de 4°C/min, manteniendo esta temperatura durante
10 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las figura 1 a G presentamos las evoluciones de los
diferentes aminoacidos en el curso de maduracién de uvas "Cayetana™
y "Macabeo" correspondientes al afio 1.983.

A la vista de estas figuras y de una forma genera], pode-
mos concluir:

- Los aminoacidos durante la maduracion de la uva experi-
mentan un incremento en sus concentraciones. La cuantia de este incre-
mento depende de cada aminoacido y de la variedad.

- Las fases de VERDE, ENVERO y MADUREZ aparecen bien carac
terizadas por los fendémenos de acumulacién (VERDE y MADUREZ) y proteo-
sintesis (ENVERO).

- La dltima muestra de la variedad '"‘Macabeo™ corresponde
a uva sobremadura, en la que, la mayoria de los aminoacidos sufren
una disminucion r*. su concentracion.

- La prolina es el aminoacido predominante en las dos va-
riedades estudiadas. Su acumulacién se realiza de una forma destacada
en los periodos de madurez y sobremadurez, hecho sefialado por numero-
sos autores (13, 14).

- -alanina presenta valores significativamente altos
en las dos variedades, acumulacion que puede ser justificada por el
hecho de que la c¢< -alanina no juega un papel importante en la forma-
cién de otros aminodcidos, ni por conversién directa, ni por transami-
nacion, sino que sirve como reserva de piruvato y amoniaco, mas que
como uwi intermediario directo en la sintesis de otros aminoacidos

a9.
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- La arginina también presenta valores elevados en las
dos variedades, corroborando el ser la principal forma de reserva de
nitrégeno en la vid. Estas concentraciones importantes de prolina y
arginina, en el fruto, proceden de las raices. La raiz juega el papel
de centro de reservas glucidicas y posterior fuente de nitrégeno amini_
co. Es significativo el descenso de la arginina en periodo de sobrema-
durez, caso de la variedad "‘Macabeo', hecho confirmado en otras varie-
dades de uvas (15).

En la tabla T representamos el porcentaje de contribucién
de los aminoacidos alanina, arginia, glutamico y prolina, respecto
al nitrégeno aminico total en las tres etapas del ciclo vegetativo
de la vid y para las variedades "Macabeo"™ y ''Cayetana'.

Por la tabla observamos lo siguiente:

- La prolina en la uva "Cayetana" contribuye mas al conte-
nido de nitrégeno aminico total que en la variedad '"Macabeo”. Esta
contribuciéon es mayoritaria durante el ENVERO. Mientras que la alani-
na, arginina y glutamico contribuyen mas en la uva '"'‘Macabeo".

En la figura 7 representamos la evolucién del contenido
aminico total a lo largo de la maduracién para las variedades 'Cayeta-
na" y "Macabeo". Por ella podemos observar que la variedad '"Macabeo"
es mas rica en aminoacidos que la '"Cayetana', en una proporcion de

casi el doble en el estado de madurez.
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Fig. 7 .- Evolucidn de aminoacidos libres en el curso del ciclo

vegetativo de las uvas "Macabeo” (0—O0 ) y '"'Cayetana" (e--—-—e).
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COMPUESTOS NO VOLATILES EN VINOS DE JEREZ:POLIALCOHOLES;AZUCARES Y
COMPUESTOS FENOLICOS.

Estrella,l.;0lano,A. y Hernandez,T.

Instituto de fermentaciones Industriales.C.S.1.C_Madrid.

INTRODUCCION

Los compuestos Tfenol icos,ademas de ser caracteristicos de
la variedad de uva,son aportados por la madera cuando se somete el
vino a envejecimiento y por otra parte pueden ser asimilados o sinte-
tizados por efecto de las levaduras de velo en el proceso de crianza
con levadura de flor.

Entre 1los multiples compuestos no volatiles presentes en
los vinos,los polialcoholes tales como eritritol._manitol.arabitol,xi-
litol.sorbitol e inositol han sido objeto de escaso interés,existiendo
en la bibliografia insuficuentes datos sobre su contenido y significa-
do de su presencia en Vvinos.

Recientemente (1),en un estudio sobre la evolucion de los
polialccholes y compuestos Tfendélicos en dos sistemas de soleras,una
de fino y otra de oloroso,observamos un mayor aumento del contenido
en acido en el caso de los finos asi como pequefias diferencias en el
contenido de aldehidos y alcoholes para ambos sistemas de solera.Por
lo que respecta a los polialcoholes no se observo influencia del efec-
to de la crianza en el contenido de dichos compuestos.

Con objeto de profundizar en el estudio de la evolucién de
los compuestos mencionados durante la crianza,en el presente trabajo
hemos estudiado las variaciones existentes en polifenoles no flavo-
noideos,polialcoholes y azlcares en ocho sistemas de soleras (fino,
amontillado y oloroso) asi como los cambios originados durante el pro-

ceso de envejecimiento en el sistema de criaderas.

MATERIALES Y METODOS
Las ocho escalas de solera estudiadas (dos de amontillado,
tres de fino y tres de oloroso) fueron suministradas por distintas

bodegas de Jerez.
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Analisis de inositol y trehalosa

Un mililitro de vino al que se le ha afiadido -fenil gluco-
sido como patron interno se evapora a sequedad en rotavapor a 60°C.El
residuo se disuelve en 0,1 mi de dimetilsulfoxido y se trata con 0,15
mi de trimetil-silil imidazol manteniéndose a 60°C durante 30 minutos.
La mezcla de reaccion se enfria y se le afiade 0,1 mi de hexano y 0,3
mi de agua.Después de agitar.se toma la fase de hexano para su poste-
rior analisis en cromatografia de gases (GLC).

El andlisis de la muestra se llevdé a cabo en un cromatdgrafo
de gases SIGMA 3B (Perkin Elmer) provisto de columna de 3 m x 3 mm
de acero inoxidable rellena con 3% de OV-17 sobre chromosorb W-HP 80-
100 mesh.La temperatura del horno fue 190°C durante 15 min y posterior
calentamiento a 39°C|min hasta 240°C,manteniéndose a dicha temperatu-

ra durante 20 minutos.

Analisis de polialcoholes,glucosa y fructosa

A 1 mi de vino se le afiade 0,3 mi de una solucién de persei-
tol @ mg/ml) se evapora a sequedad en rotavapor a 60°C y al residuo
obtenido se le afiade 1 mi de anhidrido acético y 3 gotas de piridina
anhidra.Se mantiene una hora a 100°C y posteriormente se concentra
en rotavapor a sequedad.El residuo se disuelve en 0,4 mi de cloruro
de metileno y se inyectan 0,6 jjl en el cromatégrafo de gases.

El analisis de la muestra se realizé utilizando una columna
capilar de silice fundida de 25 m con 0V-101,la temperatura del horno
fue 21°C durante 25 min. y a continuacion se calenté hasta 240°C a

una velocidad de 39°C y se mantuvo 15 min. a la temperatura final.

Analisis de compuestos fenol icos no flavonoideos

Cien mililitros de vino se extraen con 10 mi de eter etilico
tres veces.se reunen los 30 mi;se deseca con acetato sodico,se concen-
tra a sequedad en rotavapor y se recoge con 1 mi. de etanol/agua (1:1
v/Vv) .De este extracto se inyecta en el cromatégrafo 5y \.

Se ha usado un cromatégrafo Waters.Modelo 6.000 A,dos bombas
de alta presion;programador de disolvente mod. 660jinyector U6 K;de-
tector U.V. mod.440jmédulo de compresion radial RCM 100,con columna
Radial-Pak C18 de 5 u.Como eluyentes se usa mezcla de metanol ,acético
y agua.Disol vente A:acido acético en agua al 2%;disol vente B:acido

acético/metanol/agua 2:30:68.Las condiciones de operacién son:curva
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5; 25 miri.jde 0,0 a 100% de B; flujo 1,7 ml/min.Las longitudes de onda
son 280 y 340 nm.

Andlisis de azucares reductores

La determinacion de azlcares reductores se ha realizado ha-
ciendo reaccionar 2 mi. de vino con 10 mi de solucién de SOMCu (41,92
g en 1 litro de agua adicionada de 10 mi de SOMH, IN) y 5 mi de una
solucién alcalina y de sal de Signette (250 g de tartrato de sodio
y potasio y 80 g de NaOH en 1 litro de agua);llevada a ebullicion dos
minutos.

Por otro lado se hace la misma mezcla sustituyendo el vino
por agua destilada.

Se afade sucesivamente y agitando en las dos mezclas 10 mi
de solucion de IK (300 g de IK 100 mi de NaOH 1 N en 1 litro de agua),
10 mi de S04h2 al *6% 7 *O mi de indicador de almidon.

Valorar con tiosulfato sédico (13,77 g de S O Na mas 50 mi
de NaOH IN en 1 litro de agua). C

La diferencia en mililitros de las dos soluciones representa

directamente el contenido en azucares reductores en g/l1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las figuras 1 y 2 muestran los cromatogramas correspondien-
tes a los analisis de los derivados acetilados y los trimetilsililde-
rivados de un vino.En las Tablas 1,1l y 11l se recogen los valores
obtenidos del contenido en eritritol,xilitol._arabitol,fructosa,glucosa
inositol .manitol.sorbitol y trehalosa en los distintos sistemas de
solera estudiados.Como puede observarse los polialcoholes en general
no experimentan una variacidn constante,bien de aumento o disminucion
a lo largo del proceso de crianza.Por el contrario,en la mayor parte
de los casos se observa un descenso 6 aumento inicial para variar a
continuacién en sentido opuesto.Ello parece indicar que la posible
variacion que experiemtan dichos compuestos durante el proceso.es me-
nor que las diferencias existentes en composicion de las diversas afa-
das empleadas en el sistema.

Los contenidos en eritritol xilitol y arabitol son similares
para los tres tipos de vinos de Jerez,mientras que el inositol,sorbi-
tol y manitol son mas abundantes en los olorosos que en los otros ti-

pos de vinos.
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Por 1o que respecta a la trehalosa,esta ausente praticamente
en los finos y se presenta en cantidades variables en olorosos y amon-
tillados.En aquellas escalas en las que aparece un valor alto en tre-
halosa coincide con un incremento en inositol.manitol y sorbitol.La
presencia de trehalosa es debida a la podredumbre de la uva,la cual
a su vez origina un aumento en los mencionados polialcoholes.

En el sistema F,en el que no se apreci6é el contenido en tre-
halosa ,tampoco pudo observarse la presencia de manitol.Para algunos
autores,el manitol es siempre producto de la reducciéon de la fructosa
originada por contaminacién bacteriana (2,3),y es posible que en dicho
sistema F,libre de dicha contaminacion no se formase manitol;en cambio
en los otros sistemas de vino fino en los que tampoco se aprecid el
contenido en trehalosa si que se detectd manitol en cantidades consi-
derables lo que parece indicar que la formacion de trehalosa y manitol
no es necesariamente producida por el mismo tipo de contaminacién mi-
crobiana.

Por lo que respecta al sorbitol.en el sistema F,no se obser-
varon cantidades apreciables del mismo excepto en la 33 criadera lo
que indica que su origen podria ser similar al expuesto para el manitol

En los vinos Tfinos,el contenido en azulcares reductores es
muy bajo,siendo mayor el correspondiente a fructosa que el de glucosa.
En los olorosos hay un mayor contenido en azlcares reductores que au-
mentan progresivamente a lo largo del sistema.

En uno de los dos sistemas de amontillado el contenido en
azlcares reductores es similar a lo largo de la crianza mientras que
en el otro sistema se observa un aumento similar al de los vinos olo-
rosos -

La Tabla IV muestra el contenido en reductores totales de
las distintas criaderas.Los valores obtenidos son superiores a los
determinados por cromatografia de gases para el conjunto glucosa y
fructosa debido a la presencia de otros compuestos reductores en el
vino.No obstante el aumento en reductores coincide con el aumento en
glucosa y fructosa.

La identificaciéon de los compuestos fendlicos no flavonoi-
deos se ha realizado por medida de los tiempos de retencion de cada
pico respecto al acido vainillinico,tomando como referencia estos mis-

mos datos en sustancias patrones.Otro dato muy importante para la
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identificacion de estos compuestos es la relacion que las respuestas
de alguncs de ellos a 280 y 340 nm.

Los compuestos fendlicos estudiados han sido:los acidos ga-
lico, protocatequico,gentisico,p-hidroxibenzoico,vainillinico,caféico,
siringico.p-cumarico y Tfelrulico;los aldehidos 3,4 dihidroxibenzoico,
p-hidroxibenzoico,p-vainillina y siringaldehido,las cumarinas escule-
tina y escopoletina,y el hidroximetilfurfural.

Los cromatogramas de las figuras 3,4 y 5,son los correspon-
dientes a los tres tipos de vinos de Jerez estudiados mediante croma-
tografia liquida.

Estos cromatogramas son en los tres casos los correspondien-
tes a la solera.Como ya se ha indicado anteriormente en este trabajo
comparamos los tres tipos de vino y su variacion con la crianza.En
las figuras 6 a 20,se representan las variaciones de los compuestos
estudiados en cada tipo de vino,en las distintas etapas de la crianza.
En estas graficas se representan en abcisas las cuatro fases de la
crianza (c):solera (s),primera criadera (1-),segunda criadera (2?)
y tercera criadera (3?) y en ordenadas la altura de los picos en cen-
timetros (h).Los valores que se representan se han obtenido tomando
en cada caso la media de los valores de las muestras correspondientes
a las distintas bodegas estudiadas.

Si se observa en las figuras 6,7,8,9 y 10,el comportamiento
de los acidos benzoicos,galico,protocatéquico.p-hidroxibenzoico,vaini-
Ilinico y siringico vemos que tienen un comportamiento parecido,excep-
to el galico.El contenido mas alto lo tienen los amontillados y los
finos aparecen como mas pobres en este tipo de compuestos;en general
se observa un aumento del contenido de estos acidos a lo largo de
crianza que es mas acusado en amontillados.

El &cido galico,sin embargo parece disminuir en amontillados
y TFinos,siendo en este caso en los olorosos en los que parecen no va-
rian mucho con la crianza.

El comportamiento de los acidos cinamico,caféico,p-cumarico,
y ferulieo (figuras 11,12 y 13) es diferente al observado por los aci-
dos benzoicos.Como se aprecia en las graficas el contenido de estos
acidos en Tfinos es muy pequefio.La mayor variacién se observa en el
acido p-cumarico en el que se ve la gran diferencia que existe entre

los tres tipos de vino.
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En general estos acidos no varian con la crianza,excepto
en el caso del &cido p-cumarico,que aumenta netamente en los amonti-
1lados.

Respecto a los aldehidos su comportamiento es algo diferente
al de los &cidos (figuras 14,15,16 y 17),y como se puede ver en las
graficas hay ademas que diferenciar el aldehido 3,4 dihidroxibenzoico.

Teniendo en cuenta los tres aldehidos,siringico,p-vainilli-
nico y p-hidroxibenzoico,vemos como el contenido mas alto lo tienen
los olorosos;en los finos estan en pequefia cantidad y no parecen va-
riar durante la crianza.La mayor variaciéon con la crianza se observa
en los amontillados.

El 3,4 dihidroxibenzaldehido aumenta netamente con la crian-
za y podemos ver como en este caso los finos tienen un contenido mas
similar al de los otros tipos de vino.

Las cumarinas no parecen tener una variacion apreciable ni
con el tipo de vino ni con las etapas de la crianza (figuras 18 y 19).

El hidroximetilfurfural aparece solamente en amontillados
y olorosos,en finos se encuentra en forma de trazas.Como se puede ver
en la grafica (figura 20),este compuesto sufre un considerable aumento
durante la crianza .En uno de los sistemas de amontillados correspon-
diente a una bodega se ha observado un comportamiento diferente,ya
que se ha encontrado un bajo contenido en hidroximetilfurfural y poca
variacion con la crianza.Esto estd de acuerdo con el contenido en glu-
cosa y fructosa para estos mismos vinos,que se ha visto anteriormente.

El acido gentésico solo se ha encontrado en vinos finos y
no se aprecian diferencias durante la crianza.

En los cromatogramas se ha observado la existencia de un
pico solo en amontillados y olorosos que aunque no esta totalmente
identificado parece corresponder al conifenilaldehido.

De todo los visto anteriormente se puede deducir que los
compuestos fendlicos individuales estudiados pueden servir para dife-
renciar los tres tipos de vino:fino,amontillado y oloroso.

Se observa en la mayor parte de los compuestos,un comporta-
miento muy diferente para los finos,lo que puede deberse al tipo de
crianza que sufren,bien diferenciada de la délos otros vinos.

El contenido mas alto en acidos benzoicos corresponde a los

amontillados;pero todos los demds compuestos fenélicos estan en con-



centradon mas alta en olorosos.

Los olorosos por tanto,tienen mayor contenido en p-vainilli-
na ,siririgaldehido y p-hidroxibenzaldehido,lo que confirma lo expuesto
en un trabajo anterior (I).De esto se puede deducir que estos aldehi-
dos pueden ser los responsables de las caracteristicas organolépticas

diferenciales de estos tres tipos de vino de Jerez.
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CONTENIDO EN POL1ALCOHOLES Y TREHALOSA EN VINOS OLOROSOS(mg/1)
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2 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42

Figura 1.- Cromatograma de trimetilsilil derivados de
azucares y polialcoholes de un vino.l:Eri-
tritol,2:Desconocido,3:Arabitol y Xilitol,
4 :Fructosa,5:Manito3 y Sorbitol,6 j«.-gluco-
sa ,7 j(™-glucosa,8: Inositol ,9 y 10:Desconoci
dos ,11 :£>-fenil-glucésido(patron interno) ,
12:Trehalosa.
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Figura 2.- Cromatograma de los derivados acetila-
dos de azucares y polialcoholes de un
vino.l:Eritritol,2;Arabitol,3:Silitol,
4 y 5:Desconocidos,6 y 7:Fructosa,8:
Glucosa,9: Inositol ,10:Manitol,11:Sorbi
tol,12:Desconocido,13:Perseitol (patron
interno).
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

N9 de pico

© 00 N O 00 M W N

R &G RERESG

(Figuras 3,4 y 5)

Compuesto

Acido galico

Acido protocatéquico
Hidroximetilfurfural

Acido gentisico

Aldehido 3,4 dihidroxibenzoico
Acido p-hidroxibenzoico
Aldehido p-hidroxibenzoico
Acido vainillinico

Acido caféico

Esculetina

Acido siringico
p-vainillina

Acido p-cumarico

Aldehido siringico

Acido ferulico
Escopoletina

Conifenilaldehido
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340nm

Figura 3.— Solera de fino
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340 nm

Figura 4.- Solera de oloroso
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340nm

Figura 5.- Solera de amontillado
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fig.6.- Ac. siringico
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fig.7.- Ac. protocatequico
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fig.10.- Ac. p-hidroxibenzoico

fig.12.- Ac. cafeico

fig.1l.- Ac. p-cumarico
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————————— oloroso
——————— fino

174



C
fig. 15.- p-vainillina

fig.14.- Aid. p-hidroxibenzoico

fig.16.- Aid. 3,4 dihidroxiben- fig.17.- Aid. siringico
e amontillado
————————— oloroso
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fig.18.- Escopoletina

fig.19.- Esculetina

fig.20.- Hidroxinetilfurfural
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CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA ALCOHOL DESHIDROGENABA DE UVA

Henao Davila, F., Gonzalez Cabanillas, S., Mesias Iglesias, J.L.,
Zamora Corchero, R. y Campillo Alvarez, J.E.
Departamento de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad de Extre

madura.

RESUMEN

Dada la gran importancia que presentan los alcoholes y
aldehidos de 6 y 9 atomos de carbono con respecto al aroma herbaceo
de mostos y vinos, se ha estudiado uno de los sistenas enzimaticos
que puede estar implicado en la formacion de estos compuestos como
es la alcohol deshidrogenasa. Se pone en evidencia la presencia de
una actividad alcohol deshidrogenasa en uvas variedad 'Macabeo' con
un maximo de actividad a pH 9,5 y marcada termolabilidad, ya que sufre
una completa inactivacion tras 30 minutos de incubacion a 70°C. La
actividad enzimatica se reduce durante la maduracién, volviendo a au-

mentar al final de la misma.

INTRODUCCION

El aroma es un factor de gran importancia en la calidad
e identidad de los vinos y constituye junto a la percepcién visual,
uno de los sistemas que condicionan la calidad organoléptica.

Las investigaciones realizadas en los ultimos afios en el
campo del aroma de los productos derivados de la vid, han permitido
un conocimiento exhaustivo de la composicion volatil de la uva, vinos
y otras bebidas alcohdlicas; composicidon que asocia a numerosas sustan
cias con propiedades fisioldgicas comunes, en continua transformacion
metabdolica y en medios biologicos donde es dificil establecer leyes
fisicas exactas.

Pero es evidente que un estudio profundo sobre el aroma
de un producto, no puede concluir en una simple enumeraciéon de molécu-
las identificadas al realizar el analisis, sino ademas y en especial,

debe incluir un estudio sobre los precursores y mecanismos generadores
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de los componentes volatiles que constituyen el aroma.

Del conjunto de nutrientes béasicos de los vegetales, los
lipidos se consideran precursores de determinados componentes volati-
les impLicados en las notas aromaticas "herbaceas™ o 'verdes" de los
vinos blancos, matices desagradables que se intensifican al destruir,
por efectos de presion y en presencia de oxigeno, las células intactas
de las bayas de uva durante la fase prefermentativa de la vinifica-
cion. En consecuencia, mejorar la calidad organoléptica de los mostos
y vinos blancos exige conocer la composicién lipidica de la uva y los
mecanismos implicados en la formaciéon de aldehidos y alcoholes de seis
atomos de carbono, principales componentes del aroma '"herbaceo’™, con
el fin de poder intervenir para controlar su presencia.

A partir de datos experimentales obtenidos en tomate se
admite que la formacién en estos vegetales de componentes volatiles,
de 6 &atomos de carbono, resulta de la accién de varios enzimas que
intervienen de forma secuencial, segln reacciones que se inician con
la degradacion oxidativa de acidos grasos poli insaturados (linoleico,
linolénico, araquidénico), catalizada por enzimas tipo lipoxigenasas,
y que conducen a la formacion de hidroperéxidos precursores de los
aldehidos '"herbaceos'". Mientras que la lipoxigenasa es la responsable
de la formacion de hidroperédxidos, la "enzima de Tfraccionamiento
(hidroperéxido liasa) especifica de un isomero libera los compuestos
carbonilicos por rotura de este hidroperdoxido. A su vez la formacion
de alcoholes a partir de compuestos carbonilicos por via enzimatica
directa se cree debida a la acciéon de la alcohol deshidrogenasa. Esta
enzima cataliza reversiblemente las reacciones de reduccién y oxida-
cion de los compuestos carbonilicos y de los alcoholes (Esquema 1).

El esquema 1 muestra que se forman dos hidroperéxidos is6-
meros en el curso de la reaccién, segln mecanismo de accién propuesto
por Harrberg y Sammelson (1) para la lipoxigenasa de soja. Pero segun
la especie vegetal estudiada, la relacion entre las formas 13-LOOH
y 9-LOOH, en condiciones experimentales precisas, sera diferente y
caracteristica de la especie considerada, consideraciones confirmadas
en soja (2), tomate 3), y maiz (4.

Chan et al. (5) sefialan que la relacién entre los isémeros

13- y 9-LOOH puede variar en el curso de la maduraciéon del tomate,
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incluso con la temperatura y el solvente utilizado para la extraccioén
de los hidroperoxidos formados. Estos autores indican, ademas, que
los fenomenos de isomerizacion puede producirse, segun condiciones
de conservacion de las muestras, antes de su analisis.

Una "enzima de fraccionamiento”, bien bajo el nombre de
lipohidroperoxidasa (6) en tomate o de aldehido-liasa en banana (7),
se ha aislado, su existencia ha sido establecida por Vick y Zimmerman
(B), mientras que otros autores (9, 10) aislan una enzima de fracciona
miento en pepino a la que designan como hidroperéxido liasa. Mientras
la lipoxigenasa es generalmente una enzima soluble, la "enzima de
fraccionamiento” es una enzima particular, ligada a diferentes estruc-
turas de membranas (11), susceptibles de intervenir a partir del momen
to en que se producen alteraciones en las estructuras de las membra-
nas, bien por efecto de presion y ruptura o en procesos ligados a la
madurez y senescencia vegetal.

l.a alcohol deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.1) se ha puesto en
evidencia y aislado a partir de guisantes (12) y de naranja (13), sug"
riéndose un funcionamiento en el sentido de reduccién de los compues-
tos carbonilicos, es decir de formacion de alcoholes. Por el contrario
otros O 4) muestran que la adiciéon de etanol, propanol e iso-propanol
a tejidos de tomate entrafa la producciéon ce acetaldehido, propanal
y acetona.

La enzima se ha aislado y caracterizado en tomate (15,16)
y uva (17), concluyendo que la alcohol deshidrogenasa juega un papel
muy importante en la biogénesis de los alcoholes de 6 atomos de carbo-
no. Estes resultados corroboran la intervencion de la alcohol deshidro
genasa en la biogénesis de los compuestos carbonilicos y de los alcoho
les correspondientes.

No cabe duda del interés que estos sistemas enzimaticas
presentan en la formacion de los componentes aromaticos herbaceos.
Frente a los numerosos conocimientos de estos sistemas enzimaticos
en divesos vegetales, destacan los escasos datos referentes a estos
enzimas en la vid. Por ello uno de los objetivos de nuestra investiga-
cion actualmente es aislamiento y estudio de estos enzimas en uvas,con
el fin de ver la posibilidad de controlar su actividad lo que nos per-

mitiria regular el proceso de formacion de los aldehidos y alcoholes



Mientras que para la enzima lipoxigenasa nuestras investi-
gaciones se encuentran mas avanzadas (18), en el caso de la alcohol
deshidrogenasa nos encontramos en una primera etapa de investigacion,
habiendo puesto actualmente de manifiesto la existencia de esta enzima

en uvas '‘Macabeo.

MATERIAL Y METODO

Material vegetal. Las uvas variedad "Macabeo"™ utilizadas en estos est.u

dios se han recogido en la zona de Tierra de Barros (Badajoz).

Preparaciéon de extractos crudos. 100 g de uva se homogenizan mediante
una ultra-turrax en ICO mi de tamp6n Tris-HCI 1M pH 7,4 conteniendo
DTT 5mM, EDTA 1 mM, polivini Ipirrolidona 2% (p/v), el homogeni zade
se centrifuga a 5000 g durante 15 min, al sobrenadante tras filtrase
sobre gasa se le afade CaCI™l M (5% del volumen) posteriormente es
centrifugado a 5000 g durante 10 min. El nuevo sobrenadante se filtra

sobre gasa y se conserva a -20°C.

Medida de actividad enzimatica. La actividad de la alcohol .ieshidrogé-
nasa se determind espectrofotométricament.e a 340 nm y 25fC siguiendo
el aumento de absorbancia producido por la formacion de NADH con la
ayuda de un espectrofotémetro CECIL Mod. 272. La mezcla de reaccion
contiene 90 mM tamp6on Tris- C1H pH 9,5, 0,6 mM de NAD , 3 mM de eta-
nol, 10-100 il de extracto enzimatico hasta un volumen final de 1 mi.

Cuando se utilizaron otros alcoholes como sustratos In
concentracion de los mismos en la mezcla de reaccion fué siempre

3 mM.

Unidad de actividad enzimatica. La unidad alcohol deshidrogenasa para
la oxidacion de etanol es la actividad que cataliza la aparicién de
1 ~imol de NADH por minuto en las condiciones de ensayo. Se adopta un

coeficiente de extincion molar para el NADH de 6,22 x 10 .

Actividad especifica. En algunos experimentos se expresa la actividad
especifica definida como el nimero de unidades de actividad enzimatica

por miligramos de proteina.

Medida de proteinas. Las proteinas se determinaron por el método de
COOMASSIE-BLUE (19 ).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Puesta en evidencia de la actividad alcohol deshidrogenasa. Los extrae
tos crudos de uvas ''Macabeo', son capaces de oxidar al etanol en pre-
sencia ike NAD*. La actividad deshidrogenasa de estos extractos ha sido
determinada a partir de la reduccion del NAD+.

La actividad enzimatica responsable de la oxidacion del
etanol es nula cuando los extractos crudos han sido previamente mante-
nidos a una temperatura de 100°C durante 10 minutos y cuando a la mez-
cla de reaccion se le adiciona acetaldehido en concentraciones eleva-
das, es:os extractos son especificos del NAD+.

Estos resultados sugieren la existencia de una actividad

alcohol deshidrogenasa en uvas.

Efecto del dH sobre la actividad de la enzima. En la figura 1 comproba
mos que la enzima presenta maxima actividad a pH 9,5 en tampon Tris-
HC1 100 mM, razoén por la cual todos los ensayos enzimaticos se realiza

ron con este tampén.

Figura 1. Efecto del pH en la
actividad de la enzima en el
sentido de oxidaciéon de etanol.
(1 == 1) Tampdn Tris-HCI 100 nH
(V-—-mm- V ) lampoén Glicina-OHNa 50
"M (O ------- 0) Jamon Borato 100 nM
(O---- O ) Tampon fosfato 100 nM

Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima. La enzima
es estable durante 5 minutos a 30°C, mientras que a esta temperatura
y durante 30 minutos de incubacién la enzima pierde el 20% de su acti-

vidad. A 60°C y durante 5 minutos de incubacion la enzima ha perdido
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solamente el 20% de su actividad, a esta misma temperatura y aurante

30 minutos de incubaciéon la enzima pierde el 75% de su actividad.
Sufre completa inactivacion tras 30 minutos de incubacioén

a 70°C. Los resultados del estudio de la accién de la temperatura

sobre la estabilidad de la enzima aparecen en la figura 2.

Figura 2. Efecto de la tempera
tura en la estabilidad de la
enzima (1 - 1) incubacion
durante 5 minutos (O---- a) in
cubacion durante 30 minutos a

las tenperaturas indicadas.

Cinética de inactivacion térmica. Con el fin de evaluar cuantitativa-
mente la termorresistencia relativa de la alcohol deshidrogenasa de
los extractos crudos de uvas '"Macabeo", se someten estos a la accioén
del calor, a temperatura definida de 60°C durante diversos intervalos
de tiempo, su actividad residual es medida enseguida a la temperatura
de 25°C.

La figura 3 representa la cinética de inactivaciéon a 60°C,
se observa que durante 10 minutos de calentamiento la enzima ha perdi-
do el 43% de su actividad, a los 20 minutos ha perdido el 62% y a los

35 minutos el 90%.
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Figura 3. Cinética de inac
tivacion térmica de los
extractos crudos de uvas
"Nacabeo" a la temperatura
de 50°C.

Especificidad de sustrato. La determinacién de actividades enzimaticas
se ha realizado utilizando como sustratos varios alcoholes, comparando
sus velocidades de oxidacién en presencia de NAD* y utilizando como
preparacion enzimatica el extracto crudo. Los resultados se muestran
en la figura 4, se observa que los extractos crudos mantienen practica
mente la actividad cuando se utiliza etanol, propanol-2 y pentanol-2

como sustratos. Con metanol, propanol-2 y hexanol como sustratos la

actividad enzimatica se ve notablemente disminuida.
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Figura 4. Actividad enzi *atica
de los extractos crudos en rela-
cion a diferentes alcoholes como

sustrato.

Evolucién de la alcohol deshidrogenasa en el curso de maduracién de
uvas "Macabeo". Se ha determinado actividad enzimatica en extractos
crudos obtenidos en diferentes épocas del ciclo vegetativo de las uvas
variedad ''Macabeo", los resultados se muestran en la figura 5.

Se observa una maxima actividad especifica en la época
en que la uva es completamente verde, disminuyendo en el curso de la

maduracion y sufriendo un notable incremento en la época de madurez.
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Figura 5. Evolucién de la
actividad especifica de
la alcohol deshidrogenasa
durante la maduracion de

uvas variedad "Macabeo".
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ESTUDIO DEL FACTOR MATADOR DE LAS LEVADURAS VINICAS

Casas As:.n,J.A.
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Byass S.A.
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RESUMEN

Hay cepas de levaduras que poseen un ARN de doble cadena que
sintetiza una proteina que es letal para otras cepas.Este fendémeno,co-
nocido como factor matador,también esta presente en las levaduras de
vinificacioén,donde la frecuencia de apariciéon es variable.

EL estudio electroforético de los ARNs de las levaduras vi-
nicas demuestra que es diferente al ya conocido de las levaduras de
coleccion estudiadas,pues tienen una migracion electroforética dife-
rente.

Si se transfieren mediante conjugacién los dos sistemas ma-
tadores a una misma célula,solo se expresara el sistema matador uno,

aunque electroforéticamente se detecten ambos.

INTRODUCCION

En 1963 Makover y Bevan (6) descubrieron que ciertas estir-
pes de levaduras eran capaces de sintetizar una toxina letal para otras
estirpes de levaduras de la misma o diferente especie.Atendiendo a su
comportamiento se describieron tres tipos de levaduras,a las que se
denominaron matadoras,neutras y sensibles.Las matadoras son aquellas
levaduras que son capaces de sintetizar y excretar al medio una pro-
teina,la toxina matadora,y son resistente a su accién.Usando la nota-
cion fenotipica de Wickner (11) estas estirpes son K+R+ .Las estirpes
neutras,K~R+,son incapaces de sintetizar la toxina,pero son resisten-
tes a su accion.Las estirpes sensibles,K R ,son aquellas que ni sinte-
tizan la toxina ni son resistentes a su accion.

Diez afilos mas tarde,Naumov (7) descubridé que las levaduras
de vinificacion sintetizaban una toxina diferente a la hasta entonces
conocida,pues no habia inmunidad cruzada entre las levaduras matadoras

de coleccidon de laboratorio anteriormente estudiadas y las levaduras
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matadoras aisladas en el proceso de vinificacién.Para distinguirlo del
anterior se le denomind sistema matador dos.

La toxina matadora es sintetizada por un ARN de doble cadena
que al tratarlo electroforéticamente presenta dos bandas,denominadas
L y M.La banda L se encuentra en las cepas matadoras y sensibles.mien-
tras que la banda M solo se encuentra en las cepas matadoras.Estos ARNs
se encuentran en el citoplasma,envueltos en una capsula proteica,por
lo que se ha especulado con un origen virico.

Este era el conocimiento que habia cuando iniciamos el tra-
bajo cuyo objetivo fue estudiar el factor matador en las levaduras de
vinificacion.A lo largo del mismo (2,3) hemos dedicado una primera par
te al estudio taxondémico del género Saccharomyces en las levaduras de
vinificacién de varias bodegas de Los Palacios (Sevilla),Almendralejos
(Badajoz) y, La Palma del Condado yBollullos Par del Condado (Huelva);
para en una segunda parte,que consideramos la fundamental investigar
la presencia y accion del factor matador de estas levaduras,asi como

su caracterizacion bioquimica y comportamiento genético.

MATERIAL Y METODO

Las cepas vinicas utilizadas han sido las aisladas por noso-
tros a partir de mostos en fermentacién de las regiones antes citadas.

Para caracterizar el factor matador hemos utilizado las ce-
pas sensibles standard Sacch. cerevisiae X17/17 y matadora standard
Sacch. cerevisiae 1Q701C.

El estudio taxonomico de las cepas aisladas se ha hecho se-
gun el Tratado de Taxonomia de Lodder (4).

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las le-
vaduras ha sido YEPD (2% de glucosa,2% de peptona,l% de extracto de
levadura y 2% de agar).Este medio con un pH de 4,5 también ha servido
para aislar las levaduras a partir de los mostos.

El medio de cultivo para la caracterizaciéon del factor mata-
dor fue el Medio Azul de Metileno.cuya composicién es como la del YEPD
pero tamponado a pH 4,5 mediante adicion de tampén citrato-fosfato y
al que después de la esterilizacion se le afiade azul de metileno a una

concentracioéon final de 0,0003%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados globales de la taxonomia de los aislamientos
son los siguientes:

Almendralejo El Condado Los Palacios

Sacch. cerevisiae 176 40 46
Sacch. chevalieri 21 55 1
Sacch. fermentati 36 6 2
Sacch. rosei 21 15 0
Sacch. italicus 2 1 0

Una vez identificados los aislamientos,procedimos a estudiar
su comportamiento matador,para lo cual usamos dos cepas de referencia:
una cepa matadora de laboratorio,Sacch. cerevisiae 10701C y una cepa
sensible de Ilaboratorio Sacch. cerevisiae X17/17_.El fenotipo matador
se estudia preparando un cesped de la estirpe sensible sobre el que
se coloca las estirpes a estudiar.Alhacer este experimento observamos
cuatro tipos diferentes de comportamiento frente a la cepa sensible,
que denominamos (ausencia de halo y por lo tanto comportamiento no ma-
tador): (aparicion de un débil halo de inhibicién): h ;(formacién de
un halo mrés amplio que el anterior): h~lihalo de gran tamafo):H”.Fren
te a la cepa matadora delaboratorio solo obtuvimos dos tipos de com-
portamiento, que hemos denomimado - (ninguna actividad matadora) y h
(formacién de un pequefio halo).

Detectamos fenotipo matador en las cinco especies encontra-
das, aunque no en todas las regiones hemos obtenido el mismo porcentaje

matadores,como se puede ver en el cuadro siguiente:

H h2 h -
Almendralejo 3,9 1,95 81,25 12,89
El Condado 44,44 1,70 36,75 17,10
Los Palacios 38,77 4,08 42,85 14,28

Estos resultados confirman las diferencias obtenidas por
Barre (1) y Radler (8),pues mientras el primero encuentra un 50% de
matadores,el segundo tan solo encuentra un 10%;como estos datos indi-
can, las levaduras portadoras de factor matador no estan distribuidas
en la naturaleza en proporciones uniformes.

Visto el comportamiento frente a las estirpes de laboratorio,
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estudiamos si existian interacciones entre las cepas vinicas,para lo
cual dividimos los aislamientos que producian un halo de mayor tamafo,
es decir H y h2.,enfrupos,atendiendo para ello a cuatro caracteristicas

- afio de aislamiento

- bodega en la que se tom6é la muestra

- especie a la que pertenece la levadura

- tipo de halo producido

Haciéndolo de esta manera nos salieron 35 grupos.Elegimos

un representante de cada grupo y realizamos la experiencia poniendo
un cesped del representante de cada uno de estos grupos y sobre el
cual colocabamos un poco de biomasa de todas las demas estirpes con
ayuda de un palillo.El resultado fue que se podia clasificar los 35
grupos estudiados en clases atendiendo a su espectro matador frente
a las cepas matadoras vinicas:

- la clase 1 se caracteriza por no poseer ninguna actividad mata-

dora
- la clase 1l tiene una débil accién matadora
- la clase 11l posee un espectro matador un poco mas amplio y so-

bre todo mas regular,matando a todos los h2

- la clase 1V "ejerce” una acci6n matadora mas amplia que la ante-
rior

- la clase V tiene un espectro matador mas amplio,y se caracteri-
za por matar a los componentes de la clase 1l1

También en este estudio descubrimos la existencia de los
neutros vinicos.es decir,estirpes que sin matar a ningin otro vinico,
tampoco son matados por ningun matador vinicos aunque si son matados
por la estirpe matadora de laboratorio.Estas levaduras no habian sido
descritas aun en la literatura.

Una vez visto el diferente comportamiento fenotipico,quisi-
mos ver si daba lugar a un comportamiento electroforético diferente,
para lo cual hicimos electroforesis en gel de poliacrilamida tanto de
las estirpes de laboratorio usadas como referencia como de las cepas
vinicas,segun el método descrito por Sweeny (9).El resultado fue que
mientras las estirpes de Ilaboratorio daban las bandas ya descritas
en la literatura por Wickner (11) (una banda L la estirpe sensible y
dos bandas,L y M,la estirpe matadora)las cepas vinicas tenian un com-

portamiento distinto.Asi la estirpe Sacch. cerevisiae 20,que tiene un
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comportamiento neutro,solo tiene la banda L,mientras que las estirpes
neutras de laboratorio descritas en la literatura tienen dos bandas,
una L y otra M,aunque esta ultima es defectuosa.Dentro de las matado-
ras vinicas aparecian estirpes con dos bandas,como la estirpe Sacch.
cerevisiee 19,y otras que tenian mas de dos bandas,como eran los casos
de Sacch. chevalieri 301 que tenia cuatro bandas,o la estirpe Sacch.
cerevisiee 188 que tenia cinco bandas.

Gracias a unos estudios electroforéticos en placas de gel
de poliacrilamida pudimos comprobar que todas las bandas L bandean en
el mismo sitio, tanto las de laboratorio como las vinicas y que todas
las vinicas con mas de una banda,la segunda bandea a la misma altura,
es decir,tienen la misma migracion electroforética.pero diferente a
la migracion de la banda M de la cepa de laboratorio.

También hemos estudiado la estabilidad de los dos sistemas
matadores cuando se encuentran en la misma célula.Para ello hemos usa-
do la cepa Sacch. cerevisiae K5-5A-2,que se caracteriza por Tfusionar
citoplasmas pero no nucleos en el proceso de conjugacién con lo cual
se obtienen heteroplasmosntes (4).

Primero habia que saber si el sistema matador vinico era es-
table en una estirpe de laboratorio.,para lo cual lo transferimos a la
estirpe Sacch. cerevisiae K5-5A-2,observando que la estabilidad era
total ,aunque su comportamiento electroforético no sismpre era igual
al de su parental vinico.Se hizo el experimento de transferir el sis-
tema matador vinico a una célula que ya poseia el sistema matador de
laboratorio mediante conjugacion,y el heteroplasmonte asi formado te-
nia un comportamiento matador idéntico al del sistema matador de labo-
ratorio,no expresandose nunca el sistema matador de las estirpes vini-
cas, aunque a nivel electroforético se detectaban las bandas de este
segundo sistema matador.

Pensando que el hecho de que la célula receptora poseyera
ya el sistema matador de laboratorio pudiera tener alguna influencia
sobre el sistema matador que luego iba a expresarse.se hizo el experi-
mento inverso.es decir, a la estirpe de laboratorio con el sistema ma-
tador vinico se le transfirid el sistema matador de laboratorio,siendo
el resultado final el mismora nivel fenotipico solo se detecta el sis-
tema matador de laboratorio,aunque,como en el caso anterior,al hacer

el estudio electroforético de estos heteroplasmosntes se detectan
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también las bandas del sistema matador vinico.

Considerando que el fondo genético de la célula receptora
de los dos sistemas pudiera tener alguna importancia sobre el sistema
matador predominante al final,se realizé el experimento de transferir
el sistema matador de laboratorio a las estirpes vinicas.Al obtener
este nuevo heterop]asmonte se pudo comprobar que su comportamiento fe-
notipico era el mismo que en casos anteriores,es decir,se comportaba
como si solo poseyera el sistema matador de laboratorio,aunque,de nue-
vo, se detectaban electroforéticamente las bandas correspondientes al
sistema matador vinico.

Estos resultados de no expresiéon del sistema matador vinico
cuando esta en la misma célula que el sistema matador de laboratorio
concuerdan con los resultados presentados por Wickner (12).Ahora bien,
mientras este autor no detecta las bandas del sistema matador vinico,
por lo que creen que desaparecen,en nuestro caso se han podido poner

en evidencia mediante electroforesis.
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DETERMINACION AUTOMATIZADA DE INDICE DE POLIFENOLES TOTALES MEDIANTE ANA

LISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

J. Buitrago, R. Cela, M. Milla, J.A. Pérez-Bustamante

Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Ciencias de Cadiz.

RESUMEN

Se presentan los resultados experimentales de la utilizacion de la
técnica de analisis por inyeccion en flujo (FIA) para la determinacion
del contenido de polifenoles totales en vino, empleando el método de Je
rumanis y acido tanico como patréon. Una vez encontrado el diagrama de
flujo adecuado, el método Simplex permite la optimizacién en pocas expe
riencias de los diferentes parametros del sistema, consiguiéndose en las
condiciones 6ptimas halladas una frecuencia de analisis de 200 muestras/

hora, cor una reproducibilidad del 3,4% y un bajo consumo de reactivos.

INTRODUCCION

El analisis por inyeccion en flujo (FIA) es una técnica de analisis
automatizado que se ha desarrollado de una forma espectacular a partir
de la mitad de la pasada década (1,2). Estéd basada en la inserciéon se-
cuencial de volumenes altamente reproducibles de muestra en una corrien
te fluida no segmentada. El transporte de la muestra se lleva a cabo en
condiciones de riguroso control de la dispersiéon, de manera que la dilu
cion de la muestra inyectada en el sistema pueda ser convenientemente ma
nipulada. Al mismo tiempo, la muestra experimenta una reaccién quimica
con los componentes de la corriente portadora y los productos de reac -
cion se detectan adecuadamente al final del sistema. El funcionamiento
del sistema se comprende facilmente observando el esquema representado
en la Figura 1, que corresponde al diagrama de flujo mas sencillo, junto
a un diagrama tipico de las sefales analiticas obtenidas para diferentes
velocidades de carta en el sistema de registro. La muestra inyectada en
el punto M es arrastrada por la corriente portadora al helicoide o reac

tor C donde tiene lugar la reacciéon en una cierta extension, detectando
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se los productos en el detector D. La clave de la operatividad del siste
ma reside en:

a) inyeccion de volumenes de muestra perfectamente reproducibles

b) control del tiempo de residencia de la muestra en el sistema o, loque
es equivalente, control de la dispersion.

En estas condiciones, la utilizacidon de esta técnica permite el manejo de
mas de 100 muestras por hora, con un alto grado de reproducibilidad y e-
xactitud. Al ser innecesaria la consecucién del equilibrio quimico de la
reaccion, el tiempo de residencia de la muestra llega a ser de varios se
gundos, lo que implica una velocidad de andlisis elevada. Por otra parte
el sistema es capaz de procesar muestras cuyos componentes dan lugar a

reacciones de cinética lenta.

Todo ello unido a la gran variedad de detectores que pueden utilizar-
se, hace que el analisis por inyecciéon en flujo sea una técnica de extra_
ordinaria versatilidad que puede adaptarse a la resolucién de un gran nu
mero de problemas analiticos. De su interés y utilidad en la aplicacion
al analisis rutinario puede servir de ejemplo el Centro de Energia Nucle
ar na Agricultura (CENA) de Brasil, en el cual, de las 300.000 determina
ciones realizadas en 1982, un 30% fueron llevadas a cabo mediante siste-
mas FIA, con velocidades de muestreo de 120-360 determinaciones/hora (3).

En conclusién, la elevada velocidad de procesado de muestras, el bajo
consumo de reactivos, la versatilidad en cuanto a parametros de cuantifi_
cacion analitica, la gran variedad de sistemas de deteccidén, unido a la
simplicidad y bajo coste del equipo, que puede llegar a ser diez o mas ve
ces inferior al de un equipo analitico convencional, hace que esta técni®
ca presente ventajas destacadas sobre todo cuando es necesario procesar
un gran numero de muestras o realizar un control continuo en un proceso

industrial.

PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos utilizados
Citrato férrico amoniacal, AEDTT acido galico y acetato de fenil mercu-

rio (Merck); acido tanico (Eastman); amoniaco (Panreac) y carboximetilce
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lulosa sodica (Sniace).

Todas las disoluciones son desgasificadas sumergiéndolas durante un minu
to en un bafio ultrasoénico.

Aparatos

Analizador de inyeccion en flujo 5001 FlAstar (Tecator)
Espectrofotémetro UV-V SP8 200 (Pye Unicam)

Bomba peristaltica MP-3 (Eyela)

Microordenador Apple 11

RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente comunicaciéon se describe la utilizaciéon de la técnica
FIA para la determinacién del Indice de Polifenoles Totales (IPT) en vi-
nos finos de Jerez, mediante el método de Jerumanis (4). Este método se
basa en la reaccion del citrato férrico amoniacal, en medio basico, con
la formacién de un complejo coloreado de Fe(lll1)-compuesto polifenélico
cuya absorbancia se mide a 525 nm.

Se ha elegido este método frente al mas conocido de Folin-Ciocalteu de
bido a sus ventajas sobre éste en la no interferencia de compuestos que,
como el 30", el ascorbico y sustancias nitrogenadas, estan habitualmente
presentes en los vinos (5).

En la determinaciéon del IPT se suele referir la absorbancia de lamués
tra a una curva de calibrado previamente establecida con un polifenol pa
tron (generalmente acido galico o tanico). Resumimos en este indice, por
tanto, la respuesta analitica de los numerosos y muy diferentes compues-
tos polifendlicos que estan presentes en el vino. El indice obtenido no
es mas que una estimacidn, necesariamente arbitraria, que variara en fun
cion del ensayo utilizado, pero que resultara de mucha utilidad en el es
tudio de la evolucién del conjunto de los polifenoles en los procesos de
prensada, desfangado, envejecimiento, etc., fundamental cuando se pre-
tende obtener vino de calidad.

La carboximetilcelulosa sédica (CMC-Na, disolucion acuosa al 1%) que
es afadida en el ensayo de Jerumanis como coloide protector, se ha com-

probado que es innecesaria en FIA. Se consigue con ello un disefio mas sen



cilio y se evitan al mismo tiempo los inconvenientes derivados del aumen
to de viscosidad de la corriente portadora.

Diagramas de flujo. Un primer paso en la puesta a punto de un método me-
diante FIA consiste en la elecciéon del diagrama de flujo mas adecuado.
De los dos disefios mostrados en la Figura 2, las pruebas realizadas indi-
caron que el disefio B era el mas adecuado debido a su mayor reproducibi-
lidad y sensibilidad. En este disefio de flujo, el orden de contacto entre
muesta y reactivos es similar al del método realizado en matraz. El estu
dio de la variacién de la absorbancia a distintas longitudes de onda pre
sentado en la Figura 3 muestra que tanto para el patréon estudiado (acido
tanico) como para el vino, el maximo se encuentra a la longitud de onda
de 525 nm , siendo este maximo muy poco pronunciado.

En la Figura 4a se presenta la inyeccidén ininterrumpida de muestras
durante 90 min, apreciandose la subida de la linea base, posiblemente a
causa de la formaciéon de hidroxido de hierro(111) en el medio amoniacal
de la reaccion. Esto puede evitarse introduciendo peridédicamente un ci-
clo de lavado de corta duracion (30 s) con HCI IN. Con ello se consigue
un retorno de la linea base al valor inicial cero. Este es el procedi -
miento representado en la Figura 4b. No obstante, y como se muestra en
las mencionadas figuras, la altura de pico no se ve afectada en ningin ca
so. lgualmente se comprobd que repetidas inyecciones de acido tanico a
distintas concentraciones no altera el valor obtenido en las muestras de
vino inyectadas, tal como se muestra en la Figura 5.

Eleccion del patréon polifendlico. Inicialmente, en la puesta a punto de
este método, se tomd acido galico como patrén, construyendo una curva de
calibrado del mismo con anterioridad a la inyeccion de las muestras, re-
firiendo a las mismas las sefiales obtenidas en ésta y expresando asi el
resultado en mg/1l de acido galico equivalente (GAE).

Como puede observarse en la Figura 6, la altura de sefial, tanto del
patron polifenélico como de la muestra de vino, es funciéon del valor de
las condiciones experimentales: velocidad de flujo, concentracién de

reactivos, tamafio de la muestra inyectada y longitud de los reactores u
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tilizados.Sin embargo, estas condiciones afectan a los distintos polife
noles de forma desigual, y, como consecuencia, el valor del IPT de una
determinada muestra obtenido por interpolacién en la curva de calibrado
de patron polifendlico, realizado en las mismas condiciones experimenta
les, presenta valores variables. De ello se deduce la necesidad de conf
truir la correspondiente curva de calibrado para cada condicién experi-
mental. En la Figura 6 la concentracion de los reactivos esta expresada
en tanto por uno de la respectiva disolucion utilizada para el mismo mé
todo en matraz.
Optimizacion del sistema. La optimizacién de sistemas FIA que puede en-
contrarse en la bibliografia (6,7) considera como funcién objetivo del
proceso experimental de optimizacion la altura de sefial analitica, lo
que implica que dicha optimizaciéon se refiere a la obtencién de la maxin
ma sensibilidad posible del método. No obstante, en nuestra opinidén, y
especialmente cuando la técnica FIA debe aplicarse a un método rutina-
rio de analisis que, como el aqui considerado, permite la obtencién de
un indice arbitrario, no se debe en absoluto tratar de conseguir una ma
yor sensibilidad, sino por el contrario una perfecta coincidencia entre
los resultados obtenidos mediante la técnica FIA con aquellos ofrecidos
habitualnente por el método que se pretende automatizar y, en este caso,
lograr un maximo en la relacion sefial/ruido para la técnica FIA.

La compleja influencia de las variables del sistema sobre la respues

ta obtenida la podriamos resumir en:

1. - El IPT disminuye conforme aumenta el tamafio de la muestra inyectada,
al a"jmentar la longitud de los reactores, disminuir la velocidad de
flujo o aumentar la concentracién de los reactivos. Asi, por ejem -
pio, puede citarse que al pasar la concentracién de reactivos de
0.025 a 0.050, el IPT pasa de 64 a 21 mg/l1 GAE.

2. - En cuanto a la altura de sefial, la relacién de las variables es mas
complicada y es el resultado de dos factores contrapuestos: al pre-
tender aumentar el grado de la reaccion (flujo mas lento, mayor Ilon

gitud de conducciones), la dispersiéon aumenta considerablemente. Por
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otra parte, las condiciones que aumentan la sefial van por el contra
rio en detrimento de la reproducibilidad. Inyecciones de muestra su
periores a 100 pl llevan consigo, por ejemplo, la aparicién de un do
ble pico y una reproducibilidad muy mala.

3.- La velocidad de analisis aumenta segun lo hace el flujo y segun dis
minuye la cantidad de muestra inyectada y la longitud del primer re
actor (el segundo reactor apenas afecta a este parametro).

Los resultados obtenidos utilizando acido galico como patrén se pueden

resumir en la experiencia resefiada en la Tabla 1. Se puede observar en

estos datos la gran diferencia en el IPT resultante de los ensayos de Je
rumanis en matraz y por FIA.

Otras pruebas que implicaban condiciones extremas de las variables
del sistema, disefios mas complejos o la inclusién de camaras de mezcla,
no consiguieron en ningun caso valores del IPT en FIA superiores al 70%
del correspondiente valor en matraz. Por el contrario, en los ensayos
realizados con acido tanico como patrén se observé que, manipulando con
venientemente las variables del sistema, se consiguen valores del ITP
del vino analizado muy similares a los obtenidos realizando el ensayo
en matraz. La influencia de las variables sobre las caracteristicas de
la sefial obtenida coincide con lo ya anteriormente sefalado.

En la Tabla Il se presentan los valores del IPT en matraz y en expe-
riencias con FIA en las condiciones alli sefialadas, realizadas a lo lar
go de 15 dias. Se puede observar en ella unos valores del orden del 85%
de los correspondientes en matraz. Las seis muestras analizadas corres-
ponden a seis vinos finos comerciales. Asimismo se sefialan los valores
de desviacién estandar relativa (RSD, %) que pueden considerarse acepta
bles para medidas realizadas en el intervalo de tiempo sefalado.

Esto mismo puede verse en la Figura 7, donde se representan .las gra-
ficas correspondientes a dos de estas experiencias. Se destaca ademas el
hecho de que al variar el orden de inyeccion de las muestras en las dis

tintas experiencias no altera el valor obtenido para las mismas.
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Optimizacién de las variables por el método Simplex. Las experiencias
de optimizacién a que hemos hecho referencia hasta aqui se han realiza-
do mediante el método convencional de dejar todas las variables fijas a
excepcion de una de ellas, y encontrar el valor 6ptimo de ésta, volvien
do a repetir el proceso con cada una de las demas variables. Este proce
dimiento, cuando se manejan gran numero de factores como es nuestro ca-
S0, supone un enorme numero de experiencias, sin que por ello esté ga -
rantizada la obtencion del o6ptimo, especialmente si las variables estan
interrelacionadas de tal forma que, si modificamos una de ellas buscan-
do su o6ptimo, habra variado el 6ptimo de las demas variables del proce-
so. Ademas, el oOptimo encontrado en un sistema experimental determinado
tendra que ser corregido si se pretende emplear otro sistema, pues éste
implicara distintas condiciones en su construccién, conexiones, geome -
tria del detector, etc.

Por todo ello se vid necesaria la puesta a punto de un método siste-
matico y rapido de optimizacion para la determinacién del IPT de vinos
mediante FIA. El mas adecuado para este propoésito es probablemente el mé
todo Simplex (8-11).

El método Simplex, que ha sido aplicado con éxito a la optimizacioén
de numerosos procesos analiticos (10), es un método secuencial; cada nue
va experiencia viene determinada por los resultados obtenidos en las ex
periencias precedentes, de forma que no se precisa de una planificacion
del proceso de optimizaciéon. El método Simplex, muy bien descrito en la
bibliografia, se basa en el movimiento sobre la superficie de respuesta
en busca del valor o6ptimo (maximo o minimo valor de la funcién objetivo)
de una figura geométrica definida por un nimero de puntos igual al nume
ro de variables del sistema mas uno. En nuestro caso se ha utilizado el
denominado método Simplex modificado (12).

El Optimo buscado sera siempre una solucidon de compromiso entre va-
rios requisitos. En nuestro caso, fundamentalmente la concordancia entre
el valor del IPT obtenido en matraz y el correspondiente en FIA, asi co

mo la altura de pico. Compensando estos dos factores, se ha definido u-
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na funcién objetivo ( que nos dard los valores de la superficie de res-
puesta correspondientes a cada experiencia y que por lo tanto nos da u-
na medida del mayor o menor acierto de esas condiciones experimentales)
que resulta ser:

Funcion objetivo = (IPTm - IPTF)15 - A.1O3

IPTm: IPT obtenido por Jerumanis en matraz
IPT~:  IPT obtenido por el método FIA

A: Absorbancia a 525 nm

El coeficiente y exponente mencionados son el resultado empirico de so-
pesar la influencia de estos dos factores.

Una buena respuesta es pues la que presenta pequefias diferencias en
el IPT obtenido en matraz y en FIA, asi como una mayor altura de pico.

La optimizacién es, por consiguiente, la busqueda del minimo de la super
ficie de respuesta resultante de la funcién objetivo. Esta blusqueda se
Ileva a cabo con la ayuda de un microordenador (Apple II) para el cual se
ha elaborado el programa correspondiente.

En la Figura S se presentan las respuestas obtenidas en el proceso de
optimizacion del método de Jerumanis de determinacion del IPT utilizando
acido tanico como patron. Se puede observar que han bastado 11 experien
cias (mas las 7 necesarias para la formacion del simplex inicial) para
obtener un o6ptimo, el cual presenta mejores resultados que la mejor expe
rienda obtenida realizando la optimizacién por el método tradicional y
con un nUimero muchisimo menor de experiencias necesarias para alcanzarlo.

En la Tabla 11l se muestran las caracteristicas de los resultados que
se obtienen en estas condiciones, asi como un estudio de la reproducibi-
lidad para determinaciones realizadas durante 15 dias. Cabe destacar la
gran concordancia con el IPT resultante de la determinacién en matraz, la
gran velocidad de analisis, la altura de sefial obtenida y el bajo consu-
mo de reactivos (40 veces inferior para el NH3 y 20 para el reactivo fé-

rrico, en relacién con el ensayo en matraz).
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Todo ello demuestra el éxito de la aplicacion del Simplex como proce
dimiento de optimizacion en la determinacién del IPT mediante FIA.

El programa computerizado ya mencionado prevé la posibilidad de in-
terpolar en curva de calibrado no lineal cuando la aproximaciéon lineal
presente un valor de r2 menor de 0,99. Mas detalles sobre el mismo pue-
den ser solicitados a los autores de la presente comunicacioén.

Cabe por ultimo sefalar que las experiencias aqui resumidas se han
realizado con un analizador por inyeccion en flujo totalmente manual
(FlAstar). Es de prever que un sistema totalmente automatizado propor -
cionaria unos resultados de mayor reproducibilidad y exactitud.

De todo lo anterior se puede concluir que el Analisis por Inyeccién
en Flujo es una técnica analitica aplicable a la determinacidén rutina -
ria de forma totalmente automatizada del IPT en vinos finos, que, pro-
porcionando unos resultados comparables a los obtenidos realizando el en
sayo en matraz, permite velocidades de andlisis superiores a 200 deternu
naciones/hora. ElI método Simplex de optimizacion permite la puesta a pun

to del sistema experimental con un nimero pequefio de experiencias.
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TABLA 1
Caracteristicas de flujo y comparacion de los valores del IPT obtenidos

por FIA y en matraz usando acido galico como patron

Diagrama de flujo: Figura 2B

Longitud helicoide A: 50 cm

Longitud helicoide B: 75 cm

Velocidad de flujo (ambos canales): 1,8 ml/min
Cantidad de muestra inyectada: 60 ul

Curva de calibrado FIA (acido galico)

a = -1.18
y = a + bx b = 0.122

2

r = 0.9911

Absorbancia de la muestra de vino: 0.127

IPT [matraz): 124 ppm (C-AE)

IPT (FIA) - 66 ppm (GAE)

Concentracién de reactivos (relativa al método en matraz): 0.033
Tiempo de residencia: 30 s
Velocidad de analisis: 150 muestras/hora

Valor del RSD (muestras): 1.79%
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TABLA 11

Valores medios del IPT y RSD (%) de muestras de vino utilizando acido tani

co como patroén

Diagrama de flujo: analogo al de la Tabla 1
Velocidad de flujo: 2.2 ml/min (ambos canales)

Volumen de muestra inyectado: 60 ul

No. muestra 1 2 3 4 5 6
Matraz 136 161 135 121 158 131
FIA 1 116 142 123 103 143 117
2 115 136 119 91 138 108
3 112 133 118 92 140 114
4 109 137 123 95 137 109
5 116 139 126 98 148 116
6 114 132 113 95 131 102
7 115 135 119 98 136 111
media 114 136 120 96 139 111

RSD (%) 2.26 2.53 3.55 4.25 3.900 4.71
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TABLA 111

Condiciones del optimo obtenido por Simplex

Diagrama de flujo: Figura 6
Longitud del helicoide: 75 cm
Velocidad de flujo: 2.4 ml/min
Abscrbancia del vino: 0.112
IPT (matraz): 131 ppm TAE

IPT (FIA) : 126 ppm TAE
Error relativo: 3.8%

Tiempo de residencia: 26 s

Velocidad de analisis: 200 determinaciones/hora

Consumo de reactivos:

Reactivo férrico: 4.8 ml/h (equivalente a 10 det.

Amonfaco 1/3 : 2.6 ml/h (equivalente a 5 det.

Estudio =x la reproducibilidad (durante 15 dias):

Ensayo Absorb. ppm respuesta
vino (TAE) F. objetivo

1 0.112 129 -109

2 0.126 127 -118

3 0.123 131 -123

4 0.128 130 -127

5 0.128 121 -96

6 0.125 125 -111

7 0.127 120 -90

Valor medio: 126 ppm TAE

Reproducibilidad: RSD = 3.4%
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Figura 2. Diagramas de flujo ensayados experimentalmente
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Figura 3. Eleccién de la longitud de onda oOptima de medida



Figura 4a. Inyeccion ininterrumpida de muestra durarte 90 minutos

Figura 4b. Inyeccién de muestra (70 minutos) incluyendo ciclo de la

vado



Figura 5.

Inyeccion alternativa de vino y acido tanico a distintas concentraciones
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Figura 7. Graficas FIA de la evaluacion del IPT en seis muestras de vino (1 a 6) utilizando tanico como
patréon (50 a 200 ppm). En la segunda experiencia se ha variado el orden de inyeccion de las

muestras de vino.
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""SEPARACION DE ACIDOS Y ALDEHIDOS FENOLICOS DEL VINO MEDIANTE CROMATOGRAFIA

DE PERMEACION DE GEL".

J.C.Otero, R.Cela, Carmelo G. Barroso,J.A.Pérez-Bustamante.

Dpto. Quimica Analitica. Facultad de Ciencias de Cadiz.

RESUMEN .

Se presenta un estudio de fraccionamiento de acidos y aldehidos
fendélicos por cromatografia de permeacién de gel (GPC), identificandose
las bandas obtenidas por espectrofotometria UV-visisble, cromatografia
de capa fina y sobre todo, mediante la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). El fraccionamiento mediante GPC de las muestras de
vino permite separar en grupos o familias que posteriormente se obtie-
nen cromatogramas mediante HPLC, mucho mas sencillos para la identifi-

cacion y cuantificacion de dichas especies.

INTRODUCCION.

El estudio de la separacion de los acidos y aldehidos fendlicos
que aqui se presenta estan incluido dentro dentro de un estudio mas gene-
ral acerca de los compuestos polifendlicos de interés enolégico. El inte-
rés de este estudio viene dado por la importancia que tienen los compuestos
polifendlicos en la mayoria de los procesos enolégicos tanto favorables
como desfavorables para el vino, y muy especialmente en el proceso denomi-
nado "remontado' cuasante de graves pérdidas de calidad en los vinos finos
de Jerez y consecuentemente de importantes perjuicios economicos para la
zona productora.

Ademas los compuestos polifenélicos juegan un papel importante en
las caracteristicas organolépticas del vino y de ahi la importancia de su
estudio y control analitico en Enologia.

La complejidad de Igs muestras de vino es tal que incluso con téc-
nicas analiticamente tan potentes como la HPLC o la TLC no resulta posible

una asignacion fiable de la identidad de las distintas especies presentes



en la muestra. Esta misma complejidad y el consiguiente solapamiento de
picos que se observa al intentar analizar muestras directamente mediante
HPLC, incluso mediante procedimientos de gradientes muy elaborados, no
permiten con mucha fiabilidad la medida de altura o areas de picos para
algunas sustancias de interés.

Todo esto hace en la practica el ensayar fraccionamientos previos
de los compuestos polifendlicos en grupos o familias y como consecuencia
obtener cromatogramas mucho mas sencillos en los cuales la identificacion
y cuantificaciéon de estas especies sea mas fiable y poder seguir asi su
evolucién a lo largo de las distintas etapas de vinificacion.

Esta es una necesidad generalmetne aceptada,y en este sentido son
diversas las propuestas de la bibliografia. Se observa no obstante una
falta de estudios sistematicos, y no solo en caso de los vinos de Jerez,
que permitan establecer hasta que punto son validas estas propuestas. En
general la bibliografia parece idealizar el sistema. A veces los medios
utilizados para para el control del fraccionamiento son desde un punto
de vista cuantitativo "bastante rudimentarios', y de hecho muchas de las
afirmaciones de la bibliografia solo pueden ser aceptadas con rigor des-
de un punto de vista cualitativo.

Un intento de esclarecer este panorama es la linea investigadora
mencionada anteriormente y en la cual se enmarca este trabajo. Una de las
propuestas de la bibliografia para el fraccionamiento de los compuestos
polifendlicos es la cromatografia de permeaciéon de geles (1,2,3). En ba-
se a los resultados de la bibliografia eran previsibles unos buenos resul
tados aunque no existe concordancia entre los datos y conclusiones apor-

tadas por diferentes autores.

MATERIAL Y METODOS.

En el presente trabajo se han utilizado tres tipos de geles como
fases estacionarias (Sephadex G-25, G-10 y LH-20). Las fases moéviles uti®
lizadas han sido mezclas metanol-agua con proporciones variables de meta-

nol que van desde 0 a 40%,en todos los casos estas mezclas estaban acidi-
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ficadas ccn ac. AcH 3/. Las condicones de trabajo fueron puestas a punto
en base a resultados obtenidos en trabajos anteriores publicados por los
autores tanto en GPC (4) como en HPLC (5).

Las dimensiones de la columna en todos los casos ha sido 1.5 x 50 cms.,
las muestras (extractos y patrones) depositadas en cabeza de columna fue-
ron eluidas a 1 ral/min., aunque este flujo se cambidé en algunas experien-
cias. Se recogieron fracciones de 3 a 6 mi. las cuales fueron registradas
a 280 y 340 nm. En algunas experiencias se obtuvo la curva de elucidn
mediante el registro encontinuo de la absorbancia gracias al uso de una
célula de flujo continuo, intercala en el espectrofotémetro de doble haz
Pye-Unicam SP8-200. La identificacion de las bandas obtenidas se realizd
concentrando éstas y registrando sus espectros UV-visible, realizando ero
matografia de capa fina y sobre todo, se inyectaban en el cromatégrafo de
lIiquidos sometiéndose a las condiciones de elucidon descritas en los tra-

bajos de los autores mencionados (4,5).

RESULTADOS Y DISCUSION.

La optimizacién del método tiene dos partes, la seleccién de la me-
jor fase estacionaria y de la fase movil Optima para cada una de las fa-
ses estacionarias, las cuales no tienen por qué coincidir. Dentro de una
misma fase estacionaria se hacen experiencias con las distintas fases mo-
viles hasta llegar a la que conduzca a un mayor numero de bandas y que la
resolucion entre las mismas sea maxima. Para este estudio se inyectan pri_ ,
mero mezclas de acidos o de aldehidos y posteriormente la mezcla de ambos.
ESte proceso se repite para otras fases estacionarias y de entre ellas se
selecciona la que da mejores resultados.

Otro factor a tener en cuenta es el tiempo de elucién ya que hay que
diferenciar entre las ventajas e inconvenientes que produce mejorar la re-
solucién a costa de aumentar enormemente el tiempo de elucion.

Como ya se ha mencionado, el criterio seguido para decidir si una e-
lucion es mejor o peor, es el numero de bandas obtenidas, aplicando este

criterio se observa una influencia del % de raetanol en la fase movil.
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Asi en la elucidon de la mezcla de aldehidos sobre G-25, se tiene
que el numero de bandas no depende del % de raetanol en el eluyente ya
que tanto con un 40% (Fig.la) como con un 0% (Fig.lb) de metanol se ob-
tiene una Unica banda. En el caso de la elucién de la mezcla de &cidos
se observa que se pasa de obtener dos bandas con un 40% (Fig.2a) a cin-
co bandas con un 0% (Fig-2b).

En el caso de la elucion sobre G-10 de los aldehidos, se pasa de
una banda con 40% (Fig-3a) a dos bandas con 0% (Fig.3b) de metanol. En
el caso de los &cidos sobre esta misma fase estacionaria no hay influen
cia sobre el numero de bandas ya que tanto con un 20% (Fig.4a) como un
0% (Fig.-4b), se obtienen tres bafiadas, no obstante en el caso de la elu-
cion con 0% de metanol, la resolucidn de estas tres bandas es mucho mejor.

Sobre LH-20, el efecto es contrario al observado en los casos ante-
riores ya que se pasa de cinco bandas con un 0% (Fig.5b) de raetanol a diez
bandas con un 20% (Fig.5a). Esto es facilmente justificable teniendo en
cuenta que el LH-20 es un gel lipofilo sobre el cual la incorporaciéon de
un modificador organico a la fase mévil tiene el efecto de eluir sustan-
cias fuertemente retenidas por la fase estacionaria, asi como un estrecha
miento de las bandas de elucidn individuales para las sustancias bajo es-
tudio lo que produce una mejor separacion global.

Otro hecho a destacar es el diferente comportamiento de los compue”
tos polifendélicos cuando se eluyen los acidos por separado y cuando lo ha
cen en mezcla con los aldehidos. Asi en el caso del G-25 se observé un em
peoramiento general de la separaciéon de los acidos cuando son eluidos en
mezcla con los aldehidos, suponiéndose que esto es debido a un efecto de
arrastre de los acidos por parte de los aldehidos. En el caso del G-10, el
efecto no es generalizado como en el caso anterior, sino sobre algunos a-
cidos como son el gentisico y )f-resorcilico que disminuyen su volumen de
elucion. Sobre el LH-20 se produce un efecto similar al anterior pero en
este caso sobre otras especies, como son los acidos protocatéquico y o(-re
sorcilico que disminuyen su volumen de eluciéon y los acidos o-cumarico,
3,4,5-triraetoxicinamico y 3,5-dimetoxibenzoico que aumentan su volumen.
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De los hechos destacados anteriormente y teniendo en cuenta la for-
ma general de las curvas de elucién, que en su mayoria poseen colas bastan
te intensas, se puede concluir que el mecanismo de la separacién np puede
considerarse exclusivamente como de exclusién molecular, sino que debe te
ner un fuerte componente de adsorcidon o de reparto, o de ambos a la vez.
Aceptando esta hipdtesis es facil justificar la influencia del porcentaje
de metanol en el numero de bandas obtenidas.

La discusion de la elecciéon de fase méovil Optima para cada fase es-
tacionaria, se hace en base a los resultados obtenidos de la elucién de una
mezcla de acidos y aldehidos.

Para el Sephadex G-25, la fase mévil seleccionada como Optima fue
una disoluciéon de ac. AcH al 3% en agua, en estas condiciones se obtuvo la
curva de elLucidén reproducida en la Fig.6. Del analisis cualitativo de las
bandas, se puede pensar en la separacién de dos grupos, uno compuesto por
las bandas 1 y IlI, en el que estan incluidos los aldehidos y otro, formado
por las bandas IV y V, en el que estan incluidos los acidos, eluyéndose en
la banda 111 una mezcla de acidos y aldehidos.

En el caso del LH-20, hay que tener en cuenta que el mayor numero de
bandas se obtiene con una cierta cantidad de metanol en el eluyente y por
tanto se procedidé a la optimizacidon de esta cantidad. Se estudiaron las can
tidades de 10, 20 y 30% en metanol, representandose en la Fig.7 las curvas
obtenidas. Con un 30% se observa una pérdida de resoluciéon en la primera
parte de la curva, que es la Unica que se ha reproducido, y en esta pérdida
de resoluc:.6n al no ser compensada con la disminucién del tiempo de elucidn,
se decidié por ello rechazar esta proporcion. Con un 10% se obtiene una me-
jora nptable de la dltima parte del croraatograma pero a costa de una gran
aumento del tiempo de elucién, y teniendo en cuenta que con un 20% se obtie
ne una separacion bastante buena en esa zona, se decidid tomar como cantidad
o6ptima, el 20% de metanol.

Respecto a los resultados obtenidos con muestras de vino, en la Fig.8
se representan las distintas curvas de elucidon obtenidas con las fases es-
tacionarias estudiadas. Se observa como el mayor nimero de bandas y la mejor

resolucion se obtiene con el Sephadex LH-20.

218 -



Con el G-25 se obtiene una curva muy similar a la obtenida en una
elucién de la mezcla de acidos y aldehidos en las mismas condiciones, lo
cual hace pensar que se ha producido una separacién similar a la de aquel
caso. Pero cuando se realiza el analisis cualitativo de las bandas, los
cromatogramas de HPLC demuestran que la complejidad de los cromatogramas
obtenidos es similar a la que se obtiene inyectando directamente las mués
tras en el cromatégrafo, como se puede apreciar en la Fig.9. Por tanto nos
encontramos en una situacion similar a la descrita anteriormente y de la
misma forma se decidié deshechar esta fase estacionaria.

La curva obtenida con el Sephadex G-10, véase Fig.8, extrafa en pri
mer lugar la aparicidon de las dos primeras bandas de la curva a volUmenes
de elucién muy bajos en relacién a los obtenidos con patrones, pero hay
que tener en cuenta que dentro de un extracto etéreo no todas las sustan-
cias son polifendlicas y dentro de ellas no tadas son &cidos o aldehidos.
De hecho las sustancias poliraerizadas del vino (taninos) deben aparecer
en las inmediaciones del limite de exclusidon, si no hay interacciéon con la
fase estacionaria. Cuando se realiza el analisis cualitativo de las bandas,
lo primero que hay que destacar (Fig.10) es que se ha conseguido una nota-
ble simplificaciéon de los cromatogramas de HPLC en relacién con los obte-
nidos anteriormente, a pesar de esto los cromatogramas siguen siendo bas-
tantes complejos y por tanto su identificacion es dificil y poco segura.
El método seguido para la asignacion de picos fue intentar identificar
las sustancias bajo estudio en las bandas 1V, V y VI, por ser éstas las
que coinciden con los volimenes de elucién obtenidos para patrones, asi
se detectaron:

Banda IV: 2,6-dimetoxibenzoico
" V: p-curaarico, o-curaarico, sinapico y vanillina.
"  VI: p-cumarico, O-cumarico y sinapico

Estas asignaciones se intentaron confirmar con los datos de capa
fina y asi se confirmé la presencia de acido m-cumarico en las bandas V
y VI y en base a estos datos parece detectarse la presencia en la banda V

de los acidos ferulico y 3,4,5-triraetoxicinamico.
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Cuando se pas6 la muestra de vino sobre el Sephadex LH-20, se obser-
vé la presencia de ocho bandas, como puede apreciarse en la Fig.8. Cuando
se realizo el analisis cualitativo la primera conclusién fue que se consi-
guieron cromatogramas suficientemente sencillos que permiten una asignacion
relativamente facil de bastantes especies. Asi las sustancias detectadas
han sido: (Fig.11)

Banda Il: protocatéquico, p-hidroxibenzoico y ~-resorcilico.
" 11l1: protocatéquico, p-hidroxibenzoico, Y-resorcilico y siringico
" 1IV: p-hidroxibenzoico, ~-resorci lico y siringico.
V: ~-resorcilico, vanillico, siringico y p-cumarico.
" VI: galico y ferulico.
" VII: cafeico, p-curaarico, o-cumarico, 3,4,5-trimetoxicinamico y
3,5-dimetoxibenzoico.
" VIIlI: cafeico.

Estas asignaciones han sido confirmadas por el método de adiciones
y en base a los datos de capa fina que han permitido la corfirmaciéon en la
identificacion de los acidos -resorcilico en la banda 111, vanillico en
la banda V y cafeico en la VIII.

Como resumen de esta elucidon se ha representado la altura de pico
frente al volumen de elucidn para cada una de las especies, lo que nos da
una idea de la separacion individual de cada una de las especies (Fig.12).
En dicha gréafica se pueden diferenciar varios grupos:

I.- protocatéquico y veratrico

I1.- siringico, Y -resorcilico, vanillico y ~-resorci lico

111.- géalico y ferdlico

IV.- cafeico, o-cumarico, 3,4,5-trimetoxicinamico y 3,5-dimetoxiben

zoico

El p-cumérico aparece en tres zonas sin ser el componente principal
de ninguna de ellas.

Como conclusidén se puede decir que en alguna medida el objetivo del
trabajo se ha conseguido, puesto que se han logrado cromatogramas suficien

temente sencillos como para identificar un elevado numero de especies, asi
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como, poder seguir su evolucién, sin que otros picos interfieran por so-
lapamiento. No obstante, esta situacién no permite una cuantificacion a-
deacuada de la mayoria de las especies, puesto que en muchos casos éstas
se distribuyen a lo largo de la elucién en demasiada extensién como para
asegurar la cuantitatividad de la recoleccidon de las fracciones.

Se puede pues resumir que es posible la separacién de los compues-
tos bajo estudio sobre Sephadex LH-20, fundamentalmente con fines cuali-
tativos y semicuantitativos. Por el contrario no es satisfactoria la se-
paracion sobre geles hidréfilos independientemente del tamafio de particu-
la y limite de exclusidon considerados. En este sentido los resultados del
presente estudio han venido a demostrar la falta de fiabilidad de diversos

procedimientos analiticos propuestos por la bibliografia enolégica.

BIBLIOGRAFIA.

(1) .- Y.Glories; P.Ribereau-Gayon; Conn. VIgne Vin.,7,(1) ,-15(1973).
(2) .- M.Castino; R. Di Stefano; Riv. Vit. Enol.,7,290(1976).

A) .

(4) .- Carmelo G. Barroso; R.Cela;J.A.Perez-Bustamante; Il Jornadas Univer-

R. Nickenig;K.Pleilsticker; Deutsche Leben. Runds.,76,(4),115(1980).
sitarias sobre el Jerez, Mayo, Cadiz, 1982.

(5) .- C. Garcia Barroso; R.Cela TorrijosjJ.A.Perez-Bustamante; Chromatogra-

phia, 17,249(1983).

221



4

8l

%0 HOI3H

‘%E HOV

xapwjpdos

aiqos

SOPL P ' WP

vl

/ou 41

«“QTe

uorani

110313 N

STAHM

222



GZ-9 xapeydas 84gqos sopidoe op BlOZaw 8p uoiong3y z-HBi4

223



MetOH 40%

AcH 3%,

—F
N
wu 09Z * tnutgjosqv

224

mu og; Vv «Dusgjosqy

300



00¢€

%0Z HOIBW “%E HOV



MetOH

AcH 3%,

WU 09Z w «puugjosqv



Fig.6 Elucion de mezcla de acidos y aldehidos sobre Sephadex G-25 con AcH 3%
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Fin.7 Elucién de mezcla de acidos y aldehidos sobre Sephadex LH-20
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ESTUDIO DE LA EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO DE LOS ACIDOS FENOLICOS DEL

VINO

Guillen Sanchez,D.A.; Cela Torrijos R.; Garcia Barroso,C.; Pérez-
Bustamante Monasterio,J.A.; Departamento de Quimica Analitica. Facul-

tad de Ciencias. Universidad de Cadiz.

RESUMEN

En el presente trabajo se realiza un estudio comparativo entre
dos métodos de extraccion liquido-liquido, de acidos benzoicos e hidro-
xicinamicos, el propuesto por la bibliografia, consistente en una extrae
cion maltiple en 4 etapas y un método de extraccién en continuo denomi-
nado extraccion diferencial. Los controles se llevan a cabo mediante la

HPLC.

INTRODUCCION

Es un hecho conocido desde hace mucho tiempo que el color de los
vinos blancos y el de todos los alimentos con escaso color propio, se
intensifica con el paso del tiempo. En los vinos de Jerez este fendmeno
se denomina "'remontado' y va asociado a toda una serie de alteraciones
de sus propiedades organolépticas.

Es conocida la participacién de azucares y aminoacidos asi como
de compuestos carbonilicos en dicho fenémeno. Aunque la gran mayoria de
autores admiten que son los compuestos polifendlicos, los implicados de
una forma mas importante en dicho fendémeno, de ahi la importancia de ob
tener una informacion analitica acerca del contenido polifenélico de los
vinos de Jerez.

Hay que disponer por tanto de un método de anadlisis de estos ora

puestos que nos permita conocer la composiciéon analitica-cualitativa de
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estos, en todo momento del proceso de vinificacion.

Sin embargo para poder abordar el analisis de estas especies hay
que tener en cuenta dos aspectos:

1?) La complejidad de las muestras. Determinando la necesidad de
utilizar técnicas analiticas muy potentes (HPLC, EM, IR, etc.)
para abordar el problema con ciertas garantias de obtencion de
resultados fiables. Pero incluso técnicas como la HPLC y su com
binacién con sistemas de deteccidon de alto poder discriminante
precisan etapas previas de fraccionamiento que permitan simpli-
ficar la interpretaciéon de los resultados obtenidos.

2-) l.as cantidades en que estas sustancias se encuentran en los vi-
nos es sumamente variable oscilando entre decenas de mg/l hasta
centesimas de mg/l. En general para su andlisis resulta preciso
un proceso de preconcentracion que asegure la obtencion de sefa
les analiticas facilmente mensurables.

La situacioén ideal,légicamente, supone disponer de un proceso e-
ficiente de preconcentraciéon que simultaneamente permitiera un fracciona
miento de las especies consideradas en tres o cuatro grupos discretos ,
separando estos del resto de los componentes de las muestras.

En base a estos dos puntos, los métodos de fraccionamiento pro-
puestos en la bibliografia son: cromatografia de papel, TLC, GPC, asi co
mo extracciéon liquido-liquido, demixidén y precipitacion.

Ei presente trabajo, enmarcado dentro de un proyecto mas amplio,
constituye un estudio experimental critico de algunas proposiciones de
la bibliografia acerca de métodos de extraccién de estos compuestos con
eter etilico y acetato de etilo (AcOEt) como disolventes extractantes
(1,2,3).

En general, las propuestas de la bibliografia afirman la obten-
cién de excelentes rendimientos enteste tipo de extracciéon y por tanto,

si bien no parece facil lograr un fraccionamiento limpio entre grupos
era previsible al menos, confirmar las posibilidades de tales métodos en

lo que respecta al seguimiento cuantitativo de estas especies. Los cri-
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terios de cuantificacion empleados por algunos autores son bastante
discutibles en base a multiples aspectos, pero en cualquier caso no pa-
rece que pueda juzgarse la calidad de un método de extraccidén para una
familia o conjunto de especies sin estudiar el comportamiento de cada
especie en particular y el rendimiento de cada una de ellas.

La revision bibliografica realizada previamente al inicio del
trabajo experimental, no nos ha permitido disponer de datos en este sen
tido y por tanto ha parecido conveniente el estudiar hasta que punto los
distintos compuestos polifcnélicos son extraidos en las condiciones des-
critas por la bibliografia. Logicamente, por razones de tiempo este es-
tudio se ha restringido a una familia de compuestos fendlicos, en este
caso los acidos fendlicos derivados del acido benzoico y cinamico.

El fraccionamiento cromatografico mediante HPLC, puesto a punto
y publicado (4), por el equipo de este departamento, permite la resolu-
cion de la mayor parte de las 22especies consideradas aqui, sin embargo
algunos picos aparecen solapados en mayor o menor extension,en algunos
casos de manera significativa como para impedir su cuantificaciéon fiable.

Ante este problema y habida cuenta de que interesaba una cuanti_
ficacion lo mas exacta posible del area y altura de los picos, en orden
a establecer con exactitud la recuperacion de cada compuesto, se optd
por dividir el conjunto de especies consideradas en tres grupos, Cuyos
picos aparecieran suficientemente distanciados como para asegurar la e-
xistencia de linea base entre cada par de picos y, con ello, una inte-

gracion exacta de las areas de pico.

MATERIAL Y METODOS

A) Extraccion Diferencial.

Dos mi. de una disolucién de patrones ( cuyas concentraciones

varian segun la especie entre 8 y 100 ppm ) se depositan en el interior

del cuerpo del extractor, posteriormente se adicionan 470 ml.de una diso
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cion matriz ( solucién de etanol al 15% a la que se le ajusta el pH
con acido tartéarico). La solucién resultante se extrae son 125 mi. de
eter etilico durante tre*horas. Se deja al equipo alcaear la temperatu
ra ambiente durante media hora. Se afiaden 10 mi. de eter a través del
embudo distribuidor del dispositivo exrtractor. Posteriormente y por el
embudo distribuidor se afiade agua destilada hasta que todo el eter que
haya quedado en el cuerpo extractor y en el embudo distribuidor pase al
matraz de evaporacion. Se trasvasa todo el eter,asi como la fase acuosa
que eventualmente haya pasado al matraz de evaporacion a un embudo de
decantacion, separando la fase acuosa y secando durante una hora con
NanSOMN anhidro la fase organica que ha quedado. Posteriormente se oon,-
centra a vacio en rotavapor hasta un volumen final de 0,5 mi.. Este
concentrado es recogido y llevado a un matraz aforado de 5 mi. el cual
se enrasa con una disolucién de MetOH (HPLC)/ HOO (bidestilada) 1:1.
Este extracto posteriormente es filtrado con una membrana y pre-filtro
de 0,5 gm, inyectandose en el cromatdgrafo de liquidos 15 gl. de esta di
solucion.
En el presente trabajo las muestras de vino a extraer han sido
preparadas de la siguientes formas:

a) a 470 mi. de vino ('fino'") se ajusta el pH hasta alcanzar el
valor 2 y posteriormente se extrae segun la metodologia descri®
ta.

b) 200 mi. de vino ('fino') es diluido con agua hasta 470 ral.,se
ajusta el pH a 2y luego se procede segun la metodologia des-

crita.

B) Extraccién Convencional

2 mi. de la disolucion de patrones ( cuyas concentraciones varian
segun especie entre 8 y 100 pora ) se lleva a I00ral. con una disolucioén
matriz ( solucion de etanol al 15% cuyo pH se reguldé con acido tartarico )

y se concentra a vacio, a una temperatura menor de 40"0 en rotavapor has
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ta hasta 25 mi. Una vez obtenido el concentrado, éste se trasvasa a un

embudo de decantacion de I00ml. y se extrae 4 veces con sendas porciones
de 10 mi. de eter etilico, agitando vigorosamente y dejando decantar las
fases. Reunidos los 4 refinados organicos se dejan secar duran
te una hora con Nan"SO”™ anhidro. Posteriormente, se concentra a vacio en
rotavapor hasta aproximadamente 0,5 mi.. Se recoge el extracto y se lie
va a 5 ral. en un matraz aforado con una disolucién de MeOH (HPLC) / H™O
(bidestilada) 1:1. Este extracto es posteriormente filtrado utilizando
membrana de o,5 gm. y prefiltro. Posteriormente es inyectado en el cro-
matégrafo de liquidos.

En el presente trabajo también se ha utilizado una variante de
este método y que solamente se diferencia de la anteriormente descrita
en que se ha eliminado la etapa de preconcentracién; de tal forma que 2
mi. de la disolucidon de &cidos fendlicos es directamente llevada a 25 mi
con la disolucioén matriz, procediéndose a la extraccion de la forma des
crita.

Esta misma extraccidon se ha estudiado utilizando acetato de eti-
lo como agente extractante.

Y en arabos casos ( agentes extractante eter y acetato de etilo )
siguiendo esta metodologia, se han extraido muestras de 100 mi. de vino

a las que se les habia ajustado el pH al valor requerido en cada caso.

C) Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

El cromatografo utilizado en las experiencias ha sido de la casa
Waters compuesto por dos bombas, inyector, un programador de gradientes
y un detector UV de doble canal. La integracién de areas de pico se lle-
vo a cabo mediante un equipo de Perkin-Elmer Sigma 15.
Las adiciones de patrones para la identificaciéon de los picos
cromatograficos se realizaron con inyecciones de 5 gl de los patrones en

cuestion.
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Las condiciones de operaciodon seleccionadas previamente por nles
tro équipo (4) fueron:
- Fase Movil: Disolvente A: AcH 2%, Metanol 10% en 170
Disolvente B: AcH 2%, Metanol 90% en H O»
Flujo: 1 ml/min.
- Fases de Elucidén: 1. Isocratico durante 5 min. con dvte. A.
2. Gradiente hasta 30% de dvte. B.
3. Se mantiene el 30% de dvte. B durante
8 min.
4. Continuacioéon del gradiente hasta el
50% de dvte. B*
5. Se mantiene en 50% de dvte. B hasta

la aparicion del ultimo pico*

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de extracciéon de acidos fendlicos considerado en el
presente estudio fue puesto a punto mediante un estudio de optimizaciodn
de parametros experimentales tanto desde el punto de vista del disposi-
tivo experimental como de las variables operacionales ( pH,tiempo,etc.).

En el caso de la extracciéon diferencial, con respecto al dispo-
sitivo experimental se han estudiado comparativamente dos tipos de dise
fio estandarizados como muestra la fig.l, mediante una serie de experi-
mentos er. los que se variaba la concentracién y volumen de las especies
a extraer. Este estudio permitié seleccionar el dispositivo de la marca
"Pobel" en base fundamentalmente al disefio del elemento difusor obser-
vandose cue éste asegura una mayor superficie especifica de contacto.
Asi misrac, se comprobd la necesidad de ajustar los parametros de disefio
en cada caso particular. Estos parametros son fundalmentalmente: Volu-
men de muestra, volumen de agente extractante y temperatura de extrae -
ciéon .
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Una vez optimizado el dispositivo experimental, se pas6 a opti-
mizar las variables de extraccioén.

Los datos de la bibliografia no son concordantes en cuanto al pH
de extraccion de los acidos fendlicos. De tal forma que mientras algunos
autores recomiendan extraer directamente las muestras de vino, otros in-
dican que deben ajustarse a un pH préximo o igual a 2,0 (6), y otros no
mencionan este pardmetro en sus comunicaciones.

A fin, de determinar la influencia del pH en la extracciéon se
realizaron una serie de experiencias con las disoluciones de patrones en
las cuales se variaba el pH de extraccién. De estas experiencias se pudo
concluir, que el pH 6ptimo de extraccion para los acidos fendlicos con
eter etilico esta comprendido en el rango 1,5-3 aunque a pH 2 se extraen
de forma maxima la mayor parte de ellos (ver fig. 2).

Se observé sin embargo, que al bajar el valor del pH de las mués
tras aparecen en los cromatogramas unos picos que no aparecen en el cro-
matograma control. El origen de estos picos podia ser:

- Debido a los equilibrios de protonacién de algunas de las espe-
cies presentes ( todas ellas acidos débiles ) y diferencias de
tiempo de retencidén entre las formas protonadas y desprotonadas.

- Productos de degradacién y/o polimerizaciéon y/o isomerizacion.

- Impurezas en los patrones mas facilmente extraibles a pH acidos.

- Formacién de esteres con el acido tartarico.

Se realizaron una serie de experiencias a fin de determinar la
validez de estas hipotesis.

Asi por ejemplo, se observo que la altura de estos picos '"fan-
tasmas' evoluciona de manera similar a la de los picos identificados
como patrones. Loégicamente si se tratase de productos de equilibrios
acido-base deberian evolucionar de manera complementaria, es decir una
disminucién del pH de la disolucién favoreceria la existencia de la formwi
protonada que iria aumentando su concentracioén.

Es posible determinar la influencia del pH en este sentido su-

primiendo el proceso de extraccion; es decir, si la disoluciéon se acidi®
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fica hasta pH 2 y se inyecta directamente en el cromatégrafo de liqui-
dos. En este caso, también aparecen picos a tiempos de retencién corres
pondientes a los picos "fantasmas', y tales picos aparecen incluso en
disoluciones no acidificadas cuando se prolonga su tiempo de almacena-
miento en frigorifico. Por tanto, se puede concluir que: En el proceso
de extraccién aparecen nuevas especies, no identificadas. Estas especies
aparecen por si solas con el tiempo de conservacion de las disoluciones
patrén, pero su aparicion se acelera por acidificacién de la disolucién
y especialmente durante la fase de extraccioén.

La ultima de las hipodtesis pudo descartarse al sustituir el &ci_
do tartarico por acido sulflirico, en cuyo caso se observan resultados
completamente analogos.

De las experiencias realizadas se concluye que tales especies
no identificadas son productos de degradaciéon y/o polimerizacién y/o i-
somerizacion de los patrones.

Una vez que se ha visto que el pH oOptimo de extraccién para la
mayoria de las especies es pH 2, se pas6 a optimizar el parametro tiem-
po. Representando las alturas de picos medidas en los cromatogramas co-
rrespondientes a estas experiencias, frente al tiempo de extraccion se
obtienen Los graficos de la fig 3.

Estos resultados confirman la teoria general de la extracciéon di_
ferencial, en el sentido de que no por aumentar indefinidamente el tiem
po de extraccidén vamos a obtener rendimientos progresivamente mas altos,
sino que este tipo de extraccion alcanza un maximo a un tiempo determina
do . En general el rendimiento de extraccion para el método en continuo
aumenta con el tiempo de extraccidon aunque dicho aumento no es significa
tivo por encima de las 3 h..Este tiempo supone una solucién de compromi-
so aceptable entre el rendimiento obtenido y el tiempo necesario para la
realizacion del analisis.

Una vez que la metodologia para la extraccion en continuo de los
acidos fendlicos con eter etilico habia sido puesta a punto se realizd

un estudio comparativo de la reproducibilidad del método, con respecto
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al de extraccion convencional descrito en la bibliografia por C. Diez

y col. (6). Los esquemas de ambos procedimientos se han resumido en la
fig. 4. En ésta puede apreciarse que el método de extraccién conven-
cional, debido a las diversas manipulaciones que implica ( preconcen-
tracion, 4 etapas de extraccioéon y trasvase, asi como la utilizacién de
menor cantidad de muestra ) previsibleraente debe venir, caracterizado
por una menor reproducibilidad. Por otra parte y puesto que en este mé-
todo de extraccion convencional se puede distinguir dos etapas importan
tes, la preconcentracién y la extraccion, se estudié, asimismo, una va-
riante consistente en la eliminacion de la etapa de preconcentracion.
De esta forma®"fue posible dilucidar la magnitud y procedencia de los
errores asociados a cada etapa del procedimiento.

Dicho estudio comparativo se realizé con la mezcla total de &ci
dos fendlicos considerados, sextuplicando cada experiencia a fin de ob-
tener una comparacién estadisticamente fiable, efectuandose la compara-
cion en base a datos de altura y areas de picos. Los resultados obteni-
dos que aparecenen la tabla 1, correspondientes a datos de los coefi-

cientes de variacion de las areas de pico de las especies bajo estudio
para las tres variantes metodoldgicas ensayadas,permiten concluir que la

reproducibilidad de los métodos estudiados decrece en el sentido extrae

cién convencional sin preconcentraciéon, extracciéon diferencial y ex-
traccioén convencional con preconcentracién. Puesto que la primera es una
variante metodoldgica sin valor practico, debe concluirse que la extrac-
cion diferencial es un método significativamente mas preciso que la ex-
traccion convencional en la forma descrita por la bibliografia (6).

Con los valores de alturas y areas medias obtenidas para cada
pico en cada uno de los métodos se obtiene el rendimiento de extraccion
para cada acido considerado , ( tabla 11 ). En esta tabla se puede obser
var que:

- Los errores asociados a la etapa de preconcentracion en el

método de extracciéon convencional, son importantes alcan-
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zando para algunos picos valores del 20-30% en el resul-
tado del rendimiento de extraccion.

- Los rendimientos de extraccién mayores corresponden al mé
todo de extraccion convencional sin preconcentraciéon mien
tras,que los datos correspondientes al método de extraccion
convencional con preconcentracion indican claramente pérdi_
das en la inmensa mayoria de las especies.

- En general, el método de extraccién diferencial presenta
rendimientos inferiores a los correspondientes al método
de extraccién convencional con preconcentracion, si bien
su mayor reproducibilidad lo hace preferible desde el pun
to de vista del control analitico de los acidos fendlicos.

Los datos obtenidos del estudio de la reproducibilidad de los
métodos estudiados reflejan que la falta de reproducibilidad del méto-
do de extraccion convencional viene determinada en su mayoria por la e-
tapa de preconcentracion. Esta etapa de preconcentracion es intrinseca
mente poco reproducible. Por ejemplo,el tiempo que tarda la muestra en
concentrarse no es similar en todos los casos de tal forma que las mués
tras se encuentran sometidas a una determinada temperatura durante un
tiempo que es variable de un caso a otro. Estas variaciones en el tiempo
requerido para la concentracion de las muestras vienen determinada basi
camente por las diferencias del vacio impuesto. Se realizd asimismo, un
estudio tendente a determinar la influencia de la temperatura de precon-
centraccion sobre los resultados globales del método de extraccidén, para
lo cual se realizaron 6 experiencias consistentes en efectuar sendas ex
tracciones variando Unicamente la temperatura a la cual se concentraban
las muestras. El analisis de la varianza realizado con los resultados
obtenidos en esta serie de experiencias indicé sin embargo que aunque la
etapa de preconcentracion de las muestras en el método de extraccion con
vencione.l determina los mayores errores asociados a este método, las va-
riaciones en la temperatura de preconcentracion,en el rango estudiado,

no altera significativamente los resultados finales.

242



Asimismo, se ha procedido a estudiar la influencia que sobre la
extraccion de los acidos fendlicos ejercen el etanol (EtOH), ya que el
método ha de ser aplicable a muestras de vinos con distinto contenido
alcohélico. Este estudio se desarrollé de manera similar a los anterior
mente mencionados.sometiendo los resultados obtenidos a un analisis de
la varianza del cual se pudo concluir que dicha influencia solo se ma-
nifiesta sobre 6 de las 22 especies consideradas, y especialmente para
tres de ellas: Acidos m-hidroxibenzoico, 2,6-dimetoxibenzoico y caféico.

Una vez que se habia completado el estudio previsto de la extrae
cién de acidos fendlicos con eter etilico se pas6é a realizar el estudio
analogo de la extraccion de dichos con acetato de etilo. Se plantearon
una serie de experiencias previas consistente en una extraccion conven-
cional y otra diferencial. Esta ultima indicdé la inviabilidad de la utf
lizacion de AcOEt como extractante en el método de extraccion diferen-
cial debido fundamentalmente a dos causas, primero a la mala difusién de
este a través de la muestra, segundo, por su relativamente alta tempera
tura de ebullicioén.

Después de haber descartado el método en continuo, se pas6é a op-
timizar el de extraccion de los acidos fendlicos con AcOEt por el mé-
todo de extraccidon convencional. Se realizaron las experiencias corres-
pondientes (tabla I111) concluyéndose de éstas, que el maximo rendimiento
de extraccion de los &cidos fendlicos con AcOEt se obtiene situando el
pH en el margen 2-3 tomandose el pH de compromiso el valor 2,5.

Una vez optimizado el pH de extraccidon se realizé un estudio de
la reproducibilidad de este método, analogo al realizado cuando se estu-
dié la extraccion con eter etilico (mezcla total de acidos en cuestidn
y la experiencia por quintuplicado ) en dicho estudio se pudo observar
que en general, la reproducibilidad de la extraccion convencional con
AcOEt es algo inferior a la correspondiente extraccién con eter etilico
aunque las diferencias no son demasiado significativas.

Calculando el rendimiento obtenido por este método para los dis-

tintos &cidos considerados, y comparandolos con los obtenidos para el

243 -



mismo método de extraccion utilizando eter como extractante se puede con
cluir que: El rendimiento de extraccion obtenido con AcOEt es superior
para los acidos galico, 2,4,6-trihidroxibenzoico, protocatefuico, o(-re-
sorcilico, m-h¢idroxibenzoico, 2,6-dimetoxibenzoico, caféico y o-cumarico;
inferior para el &acido gentisico, extrayéndose las restantes especies
consideradas en proporcion similar con ambos disolventes.

Asimismo, al igual que en el estudio de la extraccién con eter
etilico se realizaron una serie de experiencias a fin de determinar la
influencia del etanol presente en las muestras sobre los rendimientos de
extraccion. El andlisis de la varianza realizado con los datos obtenidos
en estas experiencias indicé que el etanol no presenta influencia sobre
la recuperacion obtenida en la extraccion, excepto para los acidos p-hu
droxibenzoico y "jj"-resorcilico.

Por ultimo una vez optimizados los distintos métodos de extrac-
cién para, las disoluciones sintéticas de patrones, se aplicaron estos a
muestras reales de vino y se planteo una serie de 4 experiencias consis-
tentes en:

- Experiencia A: Extraccion diferencial con eter etilico uti-
lizando un volumen de muestra de 470 mi. de vino con el pH
ajustado a 2.

- Experiencia B: Extraccioéon analoga a la anterior, utilizando
200 ral. de vino que fueron diluidos con agua hasta un volu-
men final de 470 mi., posteriormente se le regul6 el pH a 2

- Experiencia C: Extracciéon convencional con eter etilico. El
pH de la muestra fue regulado a 2.

- Experiencia D: Anadloga a la anterior, variando el agente ex
tractante; AcOEt y el pH de la muestra que se regul6é a 2,5.

Los cromatogramas correspondientes a esta serie de experiencias
fueron registrados con una sensibilidad en el detector de 0,2 AUFS y se
encuentran reproducidos en la fig.5.

En los cromatogramas obtenidos se observa que no existen diferen

cias cualitativas significativas entre unos y otros.

244 -



En cuanto a las diferencias de recuperacién, si comparamos los
cromatograraas correspondientes a las experiencias Cy D ( mismo método,
distinto disolvente ) se observa que en la correspondiente extraccion
con AcOEt se obtienen picos mas altos.

Si se compara B y D se puede observar que la recuperaciéon de las
sustancias extraidas del vino ( entre ellas los acidos fenélicos ) es su
perior en la experiencia D puesto que el volumen®"de muestra es doble para
la experiencia B.

Si se compara A con B ( 470 mi. versus 200ml. ) se observa que
el cromatograma A es mucho mas alto, pero esto no tiene otro interés si-
no obsevar que a pesar de las saturaciones de escala de registro en la
experiencia A no se observa pérdida de resoluciéon entre los picos.

Luego se pueden concluir fundamentalmente dos puntos:

a) La conveniencia de diluir las muestras de vino en propor-
cion 1:2 con agua para su extraccion diferencial.

b) La posibilidad de sobrecargar la columna y colectar picos
cromatograficos para su posterior investigaciéon mediante
otras técnicas analiticas. Este hecho viene determinado
la ausencia de pérdidas de resolucion de picos al aumentar
la cantidad de muestra extraida.

Los estudios realizados en el presente trabajo han demostrado de
una manera clara que las técnicas de extracciéon, en sus distintas varian
tes, con los agentes extractantes mas recomendados por la bibliografia
( éter etilico y acetato de etilo ) adolecen de tres defectos fundamen-
tales .

1) Falta de cuantitatividad para muchas de las especies con-
sideradas .

2) Falta de reproducibilidad.

3) Implican la aceleracién de los procesos degradativos espon
taheos de algunas de estas especies, conduciendo logicamen
te a la producciéon de artefactos analiticos.

De todas las técnicas de extraccion estudiadas en el presente
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trabajo para los patrones de acidos fenélicos, la extraccion diferencial
es la que presenta una solucidon de compromiso Optima entre reproducibili_
dad y cuantitatividad. Por tanto, parece la técnica mas adecuada para el
control cuantitativo de la evolucion de estas especies a lo largo de los
procesos de vinificacién, no obstante proseguimos en el momento actual,
en la blsqueda de algun sistema extractante que permita minimizar los

inconvenientes mencionados.
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TABLA 1

Coeficientes de variaciéon de las medidas de las areas

para las experiencias REG,REC y RREC.

© ACIDO REG
(%)

(D Galico 8.62
@ 2,4,6-Trihidroxibenzoico / 3.69
(@) Protocatéquico
(4) OE-Resorcilico L}4'08(b)
() Gentisico 13.20
(6) p-Hidroxibenzoico 13.21
(7)) zZf-Resorcilico 19.44
(® m-Hidroxibenzoico 13.58
(@ ~-Resorcilico 11.60
(10) Vvanillico f11_64
(11) 2,6-Dimetoxibenzoico .
(12) caféico 1'2-44(b)
(13) Siringico 15.93
(14) p-Cumérico 22 65
(15) Veratrico
(16) Ferulico
(17) ra-Cuméarico 13.71(b)
(18) Sinapico
(19) 2,4-Dimetoxibenzoico
(20) o-Cumérico 32.93
(21) 3,4,5-Trimetoxicinamico
(22) 3,5-Dimetoxibenzoico 118.76(b)
(@ REG: Extraccion Diferencial

REC: Extraccién Convencional
RREC:Extraccién Convencional

(b) Picos totalmente solapados.
Entre paréntesis se indica el numero de identificaciéon de cada

©

acido considerado.
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REC
(&)

10.07
a}.QZ

.56()

.28
.23
.21
.04
.47
2.31

Doow s w

6.59(b)
[

3.86
18.35

4.46(b)

12.71
7.77
10.09

2.07(b)

sin Preconcentracion
con Preconcentracion

de picos

RREC ()
(D]

22.85
68.40

C

i18.57(b)
16.07

17.01(b)

18.65

19.44

19.41
/

119.96(b)

23.23
30.55

\21.61(b)
I
[
26.76

~29.26()



TABLA 11

Tantos por ciento de recuperacion, calculados para los 22 &cidos
fendlicos referido a las areas de los picos, para las tres varian
tes de extraccion.

ACIDO REG REC RREC(a)
N9 (©)

1 38.3 51.7 37.3

2 17.1 34.2 5.0

3 65.0(0) | 79.9(b) 71.2(b)
4

5 67.1 76.1

73.0(b)

6 71.2(b) 82.7(b)

7

8 66.1 74.9 72.9

9 102.7 106.5 99.5

10 68.4 82.2 80.0

% | 45.1(b) 63.3(b) 59.0(b)
13 56.1 74.6 72.2

14 37.7 68.1 f59.9

15 )

16

17 68.0(b) 79.5(b) 68.5(b)
18

19 _ ) _

20 25.7 63.7 52.5

% 41.2 () 69.0(b) "59.4(b)

(@).,(Mm) y (©) Vease la Tabla I
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TABLA i

pH o6ptimo de extraccién con acetato de etilo

para los acidos fendlicos.

PH 2.0
Acido <-Resoreilico

tf-Resorcilico

iringico

pil 2.5
Acido Galico

2 ,A ,6-trihidroxibenzoico

M Gentisico

* m-H idrox ibenzo ico
" 2,6-Oimetoxibenzoico
" 3,5-Oimetoxibenzoico
" Vanillico
" Sinéapico

pH 3.0

Acido p-Cumarico
" ferulico
d-Cumarico
Protocatéquico
p-Hidroxibenzo ico
M p-Resorcilico
Cafe ico
M m-Cuméaricn
Veratrico

" 31A,5-Trimotnx ir. inam ic™*
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TABLA 1V

Rendimientos medios calculados de las éareas obtenidas para la
serie de 5 experiencias del estudio de la reproducibilidad.
Comparacién de la extracciéon convencional con éter y acetato

de etilo.

Acidos Eter AcOEt
GALICO 51.7 80. 31
2,4,6-TRIHIDROXIBENZOICO 34.2 ,40.28
PROTOCATEQUICO 79.9 88.68
0oCc-RESORCILICO

GENTISICO ‘ge.i V86.12
p-HIDROXIBENZOICO 82.7 94.06
tf-RESCRCILICO

m-HIDROXIBENZOICO 74.9 "89.85
p-RESORCILICO 106.5 115.25
VANILLICO 82.2 94 .49
2,6-DIMETOXIBENZOICO 63.3 78.52
CAFEICO

SIRINGICO 74.6 83.38
p-CUMARICO 68.1 74.75
VERATRICO f ‘
PERULICO 82.37
m-CUMARICO 79.5

SINAPICO 85.60
2, 1-DIMETOXIBENZOICO

0-0.MARICO 63.7 70.32
3,4,S-TRIMETOXICINAMICO 69.0 73.72

3,5-DIMETOXIBENZOICO
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PARAMETROS DE DISENO
Forma del elemento difusor

Volumen de muestra
-- Volumen de agente extractante

Temperatura

Fig. 1
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"EVOLUCION DE LOS ACIDOS FENOLICOS A LO LARGO DEL PROCESO DE ELABORACION
DEL VINO FINO DE JEREZ™.

Carmelo G. Barroso;R.Cela;J.A. Pérez-Bustamante.

Dpto. Quimica Analitica. Facultad de Ciencias de Cadiz.

RESUMEN

La separaciéon y determinacién de ac. fendlicos en vinos median
te la crcmatografia liquida de alta resolucién, nos ha permitido reali-
zar el estudio de la evolucidn de dichos &cidos durante la vinificacion
del vino fino. Se han estudiado los efectos provocados por las diferen-
tes etapas de la elaboraciéon (prensada, desfangado, fermentacién twnul®
tuosa, deslio, encabezado y formacién del velo) en el contenido de los

acidos fendlicos.

INTRODUCCION.

En comunicaciones y trabajos anteriores hemos puesto de manifies
to la importancia que tienen los com puestos polifendélicos en el vino.
Asi como, el interés del Enoldgo en poseer informacién de dichos compues
tos en todo momento de la vida de un vino y controlar el papel de éstos
en circunstancias especiales, tales como el "remontado". Nosotros y enea
minados a estos fines, aplicando la metodologia que hemos puesto a punto
en anteriores trabajos (1,2), hemos realizado un estudio de seguimiento
de una familia de polifenoles no flavonoides, como son los ac. fendlicos.

El contenido especifico en polifenoles de un vino, no va ser un
fiel reflejo del arsenal en polifenoles que posea cada variedad de uva.
Los polifenoles en efecto se extraen de la uva, pero la manipulaciéon de
la misma el tratamiento mecanico para la obtencién del mosto, el tipo de
vinificacion y envejecimiento, son los que van a condicionar el conteni-
do variado de polifenoles de un vino. Una vez extraidos de la uva van a
tener autonomia propia como para evolucionar ellos mismos o desaparecer
y aparecer en otros compuestos y todas estas reacciones tendran lugar a
lo largo de los distintos procesos de la elaboracién del vino.

El estudio de los ac. fendlicos se ha llevado a cabo a lo largo
de todo el proceso de elaboracion del vino fino de Jerez durante la ven-
dimia de 1983. Para ello, se ha realizado el seguimiento sobre un mosto
procedente de un mismo tipo de uva y de una misma vifia, con idea de ha-

cerlo lo mas representativo posible. Es decir, una prensa era cargada
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con una uva procedente de una misma vifia, esta prensada es muestreada pa
ra nuestro estudio y el mosto obtenido aprovechable para fino de 1* cali
dad, pasa al depésito del desfangado, llenandose éste de las prensadas
necesarias, pero con uva de la misma procedencia. Una vez desfangado, el
deposito en estudio se pas6 al depdsito donde iba a transcurrir la fer-
mentacion, estudiandose este depdsito durante dicho proceso, asi como to
dos los procesos que desde aquel momento tuvieron lugar.

En lo que concierne a la metodologia empleada, la extraccién de
los compuestos no flavoniodes del mosto se ha llevado a cabo mediante una
extraccion diferencial con eter etilico, con las variables (pH, tiempo)
seleccionadas por los autores (3). Este tipo de extracciéon no solamente
es el que presenta mejor reproducibilidad, sino que en otros trabajos rea
lizados por los autores (4) se encontré que posee mejor rendimiento para
las muestras de mostos.

Las muestras de mostos en el momento de su recogida eran mezcla
das con DMF (10%) y ac. ascorbico (0.2%), actuando éstos como estabilizan
tes para evitar cambios de color o fermentaciones espontaneas antes de
proceder a su analisis. La filtraciéon de los mostos se realizaba en el
momento de su recogida y de la manera mas répida posible con unos pafios
especiales. Las muestras eran almacenadas en el congelador hasta el mo-
mento de su analisis.

Una vez extraidos los &cidos fendlicos, se procede a su fraccio-
namiento cromatografico mediante la HPLC, llevando a cabo una elucién op-
timizada previamente por los autores (2) sobre una columna de fase rever-
sa. La determinacidn cuantitativa de cada 4cido se realizd estableciendo
curvas de calibrado especificas para cada acido e interpolando posterior
mente la altura medida del pico correspondiente en el cromatograma de la

muestra dada.

MATERIAL Y METODOS.

El agua usada en todas las experiencias ha sido especialmente
tratada para HPLC, siendo bidestilada y filtrada a través de cartuchos
Norganic y membranas de 0.45 /jm. Los disolventes empleados son de pure-
za para HPLC en su mayoria Scharlau, éstos han sido también filtrados
y desgasificados en un bafo ultrasonico, analogamente se ha realizado
con los patrones de las curvas de calibrado, asi como con los extractos

obtenidos, antes de inyectarlos en el cromatégrafo.
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El cromatégrafo usado ha sido un equipo Waters, provisto de dos
bombas, programador de gradientes, inyector y detecto* UV de doble canal.
La columna empleada fue una pBondapak C*g, de 30cms x 3.9 mm y 10 pm de

tamafio de particula.

a) Extraccidén de compuestos polifendlicos del mosto.

Una vez descongelados los mostos, se tomaban 200 mi. los cuales
se llavahan a pH 2 con ac. férmico, se traspasaba al cuerpo del extractor
y se llevaban con agua destilada hasta un volumen final de 470 mi. En el
matraz se depositaban 125 mi de eter etilico y se extraia durante dos ho-
ras. Se deja reposar 1/2 hora hasta t9 ambiente y se separan las fases,
secandose; la fese etérea durante 1 hora con Na.SON anhidro, posteriormen
te se concentra a vacio eliminandose el eter y recogiéndose el residuo
con MetOH/H”0d:1) hasta un volumen final de 5 mi., constituyendo esta

solucién el extracto del mosto.

b) Fraccionamiento cromatogréafico.
El extracto se filtra a través de membranas de 0.45 Nimy se in-
yectan 15 ~1 sometiéndolos a las siguientes condiciones:
Fase mév:l: ACAcH 2%, MetOH 10% en agua); B(AcH 2%, MetOH 90% en agua)
Flujo: 1 ml/min.
Gradiente: 0% - 100%B en 15 min. Curva 9
Deteccidon: 280 y 340 nm. Sensibilidad 0.05 AUFS y 0.2 AUFS
Fases de elucion:
19 Isocratico durante 5 min. con disolvente A
29 Gradiente hasta 30%B
39 Mantenimiento en 30%B durante 8 min.
49 Continuacion del gradiente hasta 50%B

59 Mantenimiento en 50%B hasta ultimo pico

RESULTADOS Y DISCUSION.

Establecimiento de las curvas de calibrado.

Se prepararon mezclas de acidos de concentraciones crecientes,
sometiéndolas a las mismas condiciones que las muestras estudiadas, la
obtencion de la curva de calibrado para cada acido se llevdé a cabo me-
diante ajuste por minimos cuadrados. Hubo que realizar dos series de cur
vas para cada acido, debido a que los cromatogramas resultantes de los
mostos obtenidos de la prensada, quedaban perfectamente controlados con

una sensibilidad del detector de 0.05 AUFS, sin embargo, los cromatogra-



mas de dichos mostos a partir de la fermentaciéon, presentaban picos de
gran altura, teniéndose que imponer una sensibilidad de 0.2 AUFS para
poder medir las alturas de dichos picos. En la figura 1 se reproducen
las curvas obtenidas para cada acido, se aprecia como las proporciones

entre la concentraciéon y altura del pico, de cada especie son diferentes.

Prensada.

Una vez cargada la prensa, se procedia a tomar una 13 muestra
del escurrrido o desvinado, es lo que hemos definido como muestra DI.
Transcurridos unos 15 min. se tomaba otra muestra que también procedia
del desvinado, denominada D2. Cuando comenzaba el 1Er ciclo de prensada
(aproximadamente a los 30 min.) se tomaba una muestra definida Cl y pos
teriormente cada 10 min. se procedia a otra toma, hasta un total de 6
muestras en esta 2® fase 0 1Er ciclo. De esta forma tenemos unos muetreos
lo suficientemente representativos como para ver el efecto que la presidn
tiene en la extraccion de algunos compuestos de la uva a lo largo de la
prensada. Este efecto se puede apreciar en la figura 2, donde presentamos
un cromatograma correspondiente al desvinado y otro correspondiente al
final de lo hemos denominado 1gr ciclo. Vemos como existen picos con al-
turas apreciables en el desvinado de compuestos no extraidos de las par-
tes sélidas de la uva, que al final de la prensada ya no se extraen tan-
to, como otros que ahora si se extraen de las partes soélidas.

En cuanto a la evoluciéon de los acidos benzoicos en la prensada,
como se puede apreciar en la figura 3, el p-hidroxibenzoico no aparece
en ningun momento, es decir que apenas se extrae de la uva. En cuanto a
los restantes, podemos ver como se mantienen constantes durante el des-
vifiado y la 1- toma de lo que es el 1Sr ciclo de prensada (Cl), y a par-
tir de este momento comienzan a aportarse al mosto la mayoria de los a-
cidos, excepto el galico que permanece inalterado desde el desvinado y
el protocatéquico que practicamente no se ve afectado.

Los acidos que aumentan su aportacion al mosto por efecto de la
presion sucesiva, mantienen constante esta aportacién hasta aproximada-
mente los 60 min., comenzando a bajar a partir de este momento. De todas
formas esta disminucién al final, no llega a ser inferior que los™niveles
encontrados en el desvinado.

No todos los acidos benzoicos se aportan de la misma forma al
mosto ni en el mismo nivel, siendo el vanillico el que mayoritariamente

se aporta al mosto durante la prensada.
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Referente a los acidos cinamicos, podemos apreciar en la figura
4 una notable diferencia en la aportacién o extraccién de dichos acidos
en el desvinado, el comportamiento no es el mismo que el de los ac. ben-
zoicos. Los ac. p-cumarico y cafeico en el primer muestreo del desvinado
su aportacién es mayoritaria y sin embargo en el D2 dismimuye incluso en
el C1, comenzando a incrementar su aportaciéon cuando se comienza con el
primer ciclo de prensada, teniendo ya a partir de este momento un compor-
tamiento anadlogo al de los acidos benzoicos, apareciendo los maximos ren-
dimientos de la extraccién de la uva a los 50 min. Por tanto, estos &aci-
dos son los que se extraen mas facilmente de la uva sin tener que some-
terse ésta a presiones mu fuertes. El comportamiento de los restantes a-
cidos es parecido, se aportan poco en el desvinado, aumentando su aporta
cion con las aportaciones sucesivas, al igual que los anteriores, pero
no tienen una bajada tan pronunciada como cafeico y p-cumarico en los
muéstreos finales, excepto el sinapico que es el presenta la bajada mas
pronunciada.

Estos datos pueden servir para controlar el tratamiento mecéani-
co anterior al de la prensada, al que se somete la uva, por ejemplo, des
de que se corta de la cepa en la vifia hasta que finalmente se carga en
la prensa. Esto en algun momento determinado puede ser muy importante,
puesto que hemos visto como existian compuestos que se extraian muy fa-
cilmente de la uva y que por ejemplo, en una defectuosa manipulacién de
la uva antes de prensarse se pueden perder compuestos que posteriormente
podian participar de alguna forma en mejorar alguna caracteristica del

vino.

Desfangado.

Los mostos aprovechables para fino, resultantes de la prensada
analizada anteriormente, se fueron pasando al depésito de desfangado,
Ilenandose dico depdsito con mostos procedentes de las prensas necesa-
rias, con el mismo tipo y procedencia de la uva estudiada.

Dicho depésito de desfangado se dejoé decantar 12 horas y antes
de trasegarlo a los depositos de fermentacién, se tomaron distintas mués
tras a diferentes alturas del depésito, con idea de estudiar el comporta
miento de dichos acidos en el desfangado. Se llevaron a cabo tres mués-
treos, definiéndose los mismos por la altura del depésito a la que fueron

realizados, es decir, ALTO; MEDIO Y BAJO.
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La evolucidon de los acidos benzoicos y cinamicos en el depésito
de desfangado puede apreciarse en la figura 5, donde podemos ver como, en
general, todos los &cidos segun bajamos en el depésito aumentan su aporta
ciéon. Los acidos fendlicos, por tanto, sedimentan en el depdsito en una
proporcién aproximada del 40-50%, excepto los éacidos galico, m-hidroxiben
zoico y ferdlico que no se ven afectados por el desfangado. El ac. proto-
catéquico, a diferencia de los demas, disminuye al bajar en el depodsito.

Observamos también, como el p-hidroxibenzoico que no se extrajo
en la prensada™ aqui aparece en la mitad y en la parte baja del depédsito
aunque en muy excasa proporciéon, seguramente se registra aqui porque al

sedimentar aumenta su concentracién relativa.

Fermentacion tumultuosa.

El mosto desfangado estudiado anteriormente, se traspas6 a un
depésito vertical de acero inoxidable, donde se dej6é reposar para que
efectuara su fermentacion. La fermentacidén se esperd sin adicionar pie”
de cuba y diariamente desd que se realizé el trasiego del desfangado,
se llevé a cabo un muestreo a la misma hora. La fermentacién tuvo lugar
en el 45 dia, no obstante hemos seguido este estudio hasta 10 dias des-
pués. Este estudio nos permitioé el notable efecto de la fermentacion so
bre los compuestos polifendlicos, obteniéndose cromatogramas (Fig. 6)
con picos que llegaron a saturar la escala de registro a la sensibilidad
de 0.05 AUFS que hasta ese momento venia siendo impuesta en el detector.
El aumento de las alturas de los picos fue tal que hubo que imponer una
nueva sensibilidad de 0.2 AUFS como ya hemos mencionado anteriormente.

El comportamiento de los acidos benzoicos durante la fermenta-
cion, se refleja en la figura 7, en la que observamos una evolucién prac
ticamente idéntica en todos los acidos, encontrandose un maximo el dia
fuerte de la fermentacion, volviendo después a su nivel inicial. Vemos
como los ac. mayormente aportados son vanillico y siringico.

El mayor contenido de acidos en la fermentacién se debe segura
mente a que los &cidos en el mosto estan mayoritariamente en estado com
binado en forma de ésteres y con la fermentacién se hidrolizan aportando
acidos libres al medio, en cuanto al maximo encontrado en el dia fuerte
de la fermentacidén posiblemente sea debido a que durante los dias ante-
riores han ido sedimentando en el depésito y al darse la fermentacion
los sedimentos pasan de nuevo a suspension. Los acidos que habian sedi-

mentado vuelven a aparecer asi nuevamente el dia del muestreo.
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Existen algunos acidos que se comportan de forma muy diferente
en este periodo, concretamente el m-hidroxibenzoico y el p-hidroxibenzoi®
co. El m-hidroxibenzoico tiene una evolucién con una serie de cambios a
lo largo de este periodo, un tanto brusca, siendo su aportaciéon al medio
mucho mas notable que el resto de los &cidos. En el caso del p-hidroxiben
zoico ocurria algo parecido, aunque a veces el pico corr e pondiente a di-
cho &acido al aumentar fuertemente su altura, solapaba con picos adyacentes,
porlo que a lo largo de este periodo, la resolucion de este pico no resul®
taba totalmente perfecta, no obstante, hay que hacer notar que su nivel
era bastante alto en algunos muéstreos.

Respecto a la evolucion de los acidos cinamicos, como puede ver-
se en la figura 8, es muy parecida a la de los benzoicos excepto que es-
tos tienen una subida al final desde el 8- al 109 did, si bien esta subi-
da, tan solo se observa en el cafeico y 3,4,5-tnmetoxicinamico.

El comportamiento de los ac. p-cumarico, sinapico y ferudlico es
muy significativo, siendo los que menos aportan en el dia fuerte de la
fermentacion y los que desde el 1- dia descienden encontrandose en nive
les mas bajos incluso al final de estos 10 dias, no aumentando como hacen
los otros. Este comportamiento y el de los ac. benzoicos, p-hidroxibenzc
co, siringico yvanillico que eran los que posein elnivel mas alto el d
fuerte de la fermentacién, permiten confirmar la hipotésis de que los ac.
benzoicos en gran parte provienen de una degradacion de los ac. cinamicos
por hidrélisis y calor, cuando se manipula la uva. Concretamente los ac.
p-hidrobenzoico, siringico y vanillico provienen respectivamente de los
ac. p-cumarico, sinapico y ferulico, de ahi el bajo nivel de éstos en la
fermentacion, ya que en estos momentos se dan las circunstancias mas pro

picias para que se produzca tal degradacioén.

Mosto fermentado (Antes del deslio).

Transcurridos los 10 dias del estudio anterior, se procedi6 a
un seguimiento semanal del depésito en estudio, que ahora se traspaso a
un depdsito horizontal también de acero inoxidable. El seguimiento se
Ilevé a cabo hasta la semana en la que se efectué el deslio-encabezado,
lo que ocurrid en la duodécima semana, tomandose una muestra el dia en
que se ioa a realizar el deslio.

La variacion de los ac. benzoicos en este periodo se encuentra
en la figura 9, donde se aprecia una variacion parecida en casi todos los

acidos, con la particularidad de que al final de las 12 semanas los conte
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nidos han disminuido en una pequefia proporcion. Se observa una bajada
brusca en todos los 4cidos en la 6* semana.

Nuevamente los ac. p-hidroxibenzoico y m-hidroxibenzoico, tie-
nen un comportamiento singular y muy diferente a los demas, teniendo una
subida fuerte para el m-hidroxibenzoico en la 4? semana y posteriormente
descienden los dos acidos desde la 6* semana manteniéndose muy bajos, de
sapareciendo el p-hidroxibenzoico en la semana 11.

Respecto a la variacion de los ac. cinamicos (Fig. 10), se man-
tiene la toénica general de que los ac. p-cumarico, sinapico y ferulico.se
mantienen muy bajos y practicamente inalterados, excepto para el sinapico
que llega a desaparecer de los cromatogramas en la 67 semana, en la que a
partir de ésta se tenia una notable subida del siringico, por lo que se
vuelve a apreciar la relacién desaparicion o disminucion de un cinamico
(sinapico) por degradacién, con el aumento del benzoico correspondiente
(siringico).

Los acidos cinamicos restantes siguen una variaciéon practicamen-
te idéntica a la de los ac. benzoicos con una disminucién global al final

de este periodo.

Antes de la formacion del velo.

Una vez realizado el deslio-encabezado se procedi6é a tomar una
muestra ese dia y se proseguid el muestreo semanalmente hasta que se for
mé el velo en su totalidad hecho que ocurrié transcurridas 21 semanas
desde la fermentacién tumultuosa del mosto.

El comportamiento de los ac. benzoicos en este periodo se refle-
ja en la figura 11, en la que se aprecia una evolucién idéntica para to-
dos los acidos y que globalmente se resume en una subida al final de es-
te periodo para todos, siendo mayor para el siringico.

Nuevamente el m-hidroxibenzoico tiene un comportamiento distin-
to, con subidas y bajadas bruscas a partir de la semana 15. Se encontré
en este periodo, la reapariciéon del p-hidroxibenzoico en la semana 19,
posiblemente debido a las levaduras del velo.

Y, finalmente, tenemos que la variacion de los ac. cinamicos
(Fig. 12), es de forma similar a los benzoicos aumentando al final de
este periodo de estudio. Respecto a los ac. ferulico y p-cumarico siguen
manteniéndose muy bajo su nivel, aunque parece apreciarse una ligera ten-
dencia a aumentar su concentracion. El ac. sinapico que desaparecid en la

semana 6* no vuelve a aparecer al menos en este periodo de estudio.
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CONCLUSIONES.

Los ac. cinamicos se extraen mas facilmente de la uva y en particular el
p-cumarico y cafeico que pasan al mosto sin someterlos a presion, es de-
cir, durante el desvinado. Los ac. benzoicos, galico y p-hidroxibenzoico

no se han encontrado en el mosto procedente de la prensada.

Con el desfangado la mayoria de los acidos fenol icos sedimentan quedando

el mosto limpio de éstos en un 40-50%.

El dia ce comienzo de la fermentacidon se tiene un aumento brusco de los
acidos, volviendo a bajar, aunque el contenido de éstos han aumentado
respecte a la prensada. Los ac. p-cumarico, Tferulico y sinapico disminu-
yen durante la fermentacion, aumentando por otro lado los ac. benzoicos
correspondientes, p-hidroxibenzoico, vanillico y siringico, proviniendo

éstos er parte por la degradacién de aquellos.

Después de la fermentacion tumultuosa y hasta el deslio (12 semanas) to-
dos los acidos fendlicos bajan globalmente en su contenido, siendo los

niveles mas bajos para p-cumarico, ferulico y sinapico, posiblemente por
la degradacion mencionada anteriormente. Una observacion efectuada es el

aumento del ac. galico posiblemente por hidrolisis de los taninos.

Una vez realizado el deslio y encabezado todos los acidos fenélicos man-
tienen un pequefio aumento hasta la semana 18 en la que y a partir de és-
ta, el aumento comienza a ser mas notable. Esta apreciacién ocurre preci
samente cuando comenzé a formarse el velo y hasta la formacién del velo
total, se mantiene el aumento progresivo de los acidos fenélicos por efec

to de las levaduras en flor.

De todas las experiencias se puede concluir que este método analitico,
puede dar una informacidén especifica de los compuestos poli fenol icos en
todo momento de la vida de un vino. Este método puede permitir la reali-
zacion de controles sobre posibles cambios que se desee introducir en la
elaboracién de un vino, por ejemplo: tratamiento mecanico de la uva; se-
lecci6on de mostos obtenidos a presiones determinadas, evitar ciertos com
puestos de la uva o garantizar la extracciéon a un nivel deseado, de otros
compuestos de la uva. Se puede tener informacion especifica de la limpie-
za de los mostos en el desfangado y esto se puede estrapolar a operacio-
nes tales como filtracion, clarificacién, etc. En definitiva, con esta
metodologia se pueden controlar todos los procesos de la elaboracion del

vino, asi como, las alteraciones que tengan lugar en la vida del mismo.
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SOLUCIONES A LA PROBLEMATICA LE VERTIDOS DE VINAZAS

Valcarcel Mufioz, M.J., Pérez Rodriguez, L., Sales Marquez, D.
Departamento de Quimioa Técnica. Facultad de Ciencias. Universidad de

Cadiz.

RESUMEN

En la presente comunicacion se exponen los resultados obtenidos
al aplicar diferentes tratamientos de depuracién a estos vertidos, con
templando la posible utilizacion de los efluentes obtenidos y la recu-
peracién de algunos subproductos.

Dichas técnicas fueron:

- Tratamientos Tfisico-quiraiaos. Precipitacion de sustancias or-
ganicas y la posterior eliminacion de los solidos en suspen -
si6on formados, tanto en vinazas de vino como en vinazas de
lias.

— Tratamientos biolégicos. Estudiandose la accién que sobre las
vinazas de vino efectian las mierofloras responsables de las

digestiones anaerobia y aerobia, comparandose ambos resultados.

INTRODUCCION

En el proceso de vinificacion se obtienen una serie de subproduc
tos (orujos, lias, vinos de prensa,...), utilizados como materia pri-
ma en las destilerias para la obtencién de alcohol vinico; alcohol que
puede ser empleado en el propio proceso de vinificacién, asi como en
la elaboracion de brandies y aguardientes.

La Administracion espafola obliga a las empresas vinicolas a la
entrega de un porcentaje, en grados absolutos, de la riqueza alcohodli
ca de los vinos, mostos y/o mistelas que se van a elaborar en cada
campafia (I). Este porcentaje se obtiene mediante la destilaciéon de los

subproductos de vinificacion y de los caldos de menor graduacion, lo-
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grandose de forma indirecta la seleccidén del producto.

Ademas de la destilacidén de estos subproductos, en algunas comar
cas espafiolas un importante volumen de sus producciones vinicas se em
plean en la obtencién de alcohol.

Como consecuencia de la importante produccién vinicola espafola,
y dado que un porcentaje de ella se emplea para la obtencién de alco-
hol, se produce un volumen considerable de vinazas, cuyo vertido pro-
voca graves problemas.

Las vinazas procedentes de la destilacidon de vinos y de sus sub-
productos muestran caracteristicas diferentes.

Las vinazas de vino presentan una composiciéon similar a la del
vino, en cantidades superiores como consecuencia del fenémeno de con-
centracion que tiene lugar en la destilaciéon. La D.Q.0. de estas vina
zas oscila entre 18 y 25 go~/1 (2)» encontrandose entre sus componen-
tes mayoritarios la glicerina, los acidos organicos (tartarico, mali-
co y/o lactico), polifenoles, azlcares residuales,... Los niveles de
materia en suspension son bajos (menos de 1 g/1) (3>4).

Las vinazas de piquetas, obtenidas de la destilacion de piquetas
(extraccion con agua del alcohol existente en el orujo fermentado) pre
sentan valores de D.Q.0. que oscilan entre 15y 40 go~™/1 (1,5)«

Las vinazas de lias presentan una elevada cantidad de materia en
suspension, principalmente debidas a las levaduras y al bitartrato po
tasico que precipitan durante la fermentacion (2). Los valores de DQO
oscilan en un amplio rango, dado que dependiendo del sistema de des-
tilacion que se emplee, las lias son diluidas con agua en mayor o me-
nor proporcién. La D.Q.0. soluble suele oscilar entre 12 y 20 gOo/I
(5).

Como puede observarse, independientemente del tipo de vinazas que
se produce, los valores de D.Q.0. son elevados.

En la presente comunicacién se exponen los resultados obtenidos

de la aplicacion de diferentes técnicas de depuracién, abordandose la
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eliminacién de la carga contaminante que se produce y la posible recu
peracion de subproductos alli donde sea rentable y factible.
Los tratamientos de depuracion empleados han sido de tipo fisico

quimico y microbioldgicos (depuracién anaerobia y aerobia).

TRATAMIENTOS FISI1CO-QUIMICOS

La eleccion de un tratamiento fisico-quimico adecuado depende de
las caracteristicas que presenten las sustancias a depurar.

En les diferentes ensayos realizados se han utilizado vinazas de
vino y vir.azas de lias, y dada las caracteristicas de ambos se le han
aplicado las siguientes técnicas:

- Vinazas de vino. Precipitaciéon con Ca(0OH)2, y centrifugacion

de los soélidos en suspension formados.

- Vinazas de lias. Centrifugaciéon de los sélidos en suspension.
Precipitacién con Ca(OH)2, y centrifugacioén
de los s6lidos en suspension formados.

Los resultados que han sido obtenidos se exponen en las figuras

ly 2.

Las disminuciones que tienen lugar en los valores de D.Q.0. y de
s6lidos (“6tales y organicos) estan reflejados en el figura 1.

En ella se aprecia que la D.Q.0. sufre una disminucién importan-
te al centrifugarse las vinazas de lias, dado que se eliminan del me-
dio los so6lidos en suspension.

Estos so6lidos en suspension sen en un 80 $ de naturaleza organi-
ca, y estan constituidos de un 10-12 % por &cido tartarico y de un 12
al 15 $ de materia proteica, lo que hace a este lodo atil para la re-
cuperacion de acido tartarico y como complemento de la alimentacioén
animal (6).

Las vinazas de vino y las vinazas de lias centrifugadas no mues-
tran descensos importantes en los valores de D.Q.0. al aumentar el pH,
obteniéndose para efluentes con un pH = 12,5 Gel 20-25 % 6e elimina-
cion.
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De igual forma ocurre con los s6lidos totales, donde la disminu-
cion en sus valores al aumentar el pH se minima, pero observandose que
existe un aumento en el porcentaje de sé6lidos inorganicos.

Los valores encontrados de acido tartarico y de nitrdgeno total,
en las vinazas y en los efluentes, aparecen en la figura 2.

En ella se aprecia que el 65 % del éacido tartarico y el 90 £ del
nitrogeno total de las vinazas de lias se encuentran en suspension, su
poniendo su centrifugacion una eliminacion superior a la que se obtie-
ne al elevar el pH. El &cido tartarico soluble precipita en forma de
tartrato calcico.

La disminucioén producida en los valores de nitrogeno total en las
vinazas de lias al elevar el pH, no son importantes y atribuibles a la
precipitacion o descomposicion de sustancias que contengan nitrégeno
organico, asi como por la eliminacidon del amonio existente en el medio.

A la vista de estos resultados, se observa que la eliminacién de
los solidos en suspension en las vinazas de lias produce una disminu-
cion en todos los parametros estudiados, que oscila entre el 65-90
El sobrenadante presenta valores parecidos a las vinazas de vino, pu-

diendo seguir arabos el mismo tratamiento bioldégico.

TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

Dado que el tratamiento fisico-quimico no disminuye de forma im-
portante la contaminacién producida por las sustancias solubles exis-
tentes en las vinazas, se ensayaron la accion que sobre las vinazas de
vino ejercian las microfloras responsables de las digestiones anaero-
bia y aerobia.

La accion de los microorganismos sobre un sustrato presenta aspee
tos bien diferenciados, donde los mas importantes son: la produccién
de biomasa, la biosintesis de un metabolito y la eliminacién del sus-

trato.

Los productos finales- de ambas depuraciones, anaerobia y aerobia,
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asi como las condiciones que deben de cumplirse para que estas técni-
cas puedan llevarse a cabo, son diferentes.

En la depuracidén aerobia, el vertido se mezcla con grandes canti
dades de microorganismos y aire. Los microorganismos utilizan la vina
za como sustrato, empleando el oxigeno disuelto para quemar una por -
cion de este alimento, cuyos productos finales son CO™ y HY0, y obte-
ner una energia de oxidacidon. Energia que permite un rapido crecimien
to de la flora, utilizando parte de las sustancias organicas solubles
en la sintesis de nuevas células. Sin embargo, la elevada cantidad de
lodos que se forman no se encuentran estabilizados, necesitandose un
posterior tratamiento.

En el tratamiento anaerobio, las vinazas son degradadas en ausen
cia de oxigeno gracias a las interacciones metabdlicas de cuatro gru-
pos de bacterias (7,8):

- Bacterias hidroliticas o fermentativas. Transforman carbohi-
dratos, proteinas, lipidos y otros compuestos minoritarios en
acidos volatiles, H», COM, ...

- Bacterias acetogénicas (reductoras obligadas de protones).
Transforman ciertos &acidos volatiles y productos finales neu-
tros en acetato, CO2 e H2-

- Bacterias homoacetogénicas. Sintetizan acetato usando H», COM
y formiato.

- Bacterias metanogénicas. Utilizan el acetato, CO" e Ho para
producir metano.

El carbono organico total existente en la vinaza después de la
depuracion anaerobia se encuentra del 60-75 % formando parte del bio-
gas, del 1£)-15 7 como CO* = o COMH™ que constituyen el tampén regula-
dor del medio, en un 10 $ como materia en suspension y en un 50 conbo
carbono organico residual, con lo cual la cantidad de lodos que se
forman es menor que en la digestion aerobia.

No obstante, las bacterias responsables de la depuracién anaero-
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bia no se encuentran en las vinazas, lo que conlleva a la obtencién y
estabilizacion de la flora metanogénica y la posterior adaptacion de
esta a las vinazas.

Los resultados obtenidos del empleo de las floras anaerobia y ae
robia como microorganismos responsables de la degradacién de los com-
puestos organicos existentes en las vinazas, se expresan en las figu-
ras 3, 4y 5*

En ellas puede observarse que los porcentajes de eliminacién de
D.Q.0. con arabas floras (figura 3) son similares, y que éstos dismi-
nuyen a medida que lo hace el tiempo de retencion.

En la digestidén anaerobia esta disminucion es debida a que el
tiempo de retenciodn es menor o similar a la velocidad de regeneracion
de los microorganismos.

En la fermentacion aerobia, los microorganismos necesitan oxige-
no para degradar la materia organica que se les suministra, una dismi-
nucion del tiempo de retencion supone un mayor caudal de entrada de in
fluente y.por tanto una mayor necesidad de oxigeno. Dado que el cau-
dal de suministro de aire (6 I/min dar) es siempre el mismo, el oxige
no disuelto del medio disminuye y por tanto los porcentajes de degra-
dacion de materia organica.

A pesar de realizarse la digestién anaerobia a 350C, los porcen-
tajes de metano que se obtienen en el biogas (figura 4) compensan las
necesidades energéticas para obtener dicha temperatura, siendo energé
ticamente esta técnica autosuficiente a nivel industrial.

No ocurre igual en la fermentaciéon aerobia, dado que se necesita
un consumo eléctrico para suministrar aire al medio.

Las cantidades de lodos que se forman con ambos tratamientos (Tl
gura 5), son menores en la digestién anaerobia, dado que existe una
importante transformaciéon de los constituyentes de la materia organica
soluble de las vinazas a compuestos volatiles (CO%j CH®, NHy...)« Mien

tras que en la fermentacién aerobia la mayor parte de la materia orga-
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nica soluble es utilizada en la sintesis celular, y por tanto se en-
cuentra en suspension.

Estos lodos procedentes de la fermentacién aerobia no se encuen-
tran estabilizados, realizandose generalmente una posterior depuracion

anaerobia para estabilizarlos.

CONSIDERACIONES FINALES

Del empleo de diferentes técnioas de depuracién fisico-quimicas
y microbioldgicas sobre las vinazas de vino y lias, se pueden realizar
las siguientes consideraciones finales:
1. - la eliminacidén de los so6lidos en suspensién existentes en
las vinazas de lias, supone una disminucién de la D.Q.0. del
80 siendo la D.Q.0. soluble del mismo orden a las encon-
tradas en las vinazas de vino.
2. - los so6lidos en suspensidon existentes en las vinazas de lias
contienen un elevado porcentaje de acido tartarico y materia

proteica, pudiendo ser utilizados para la recuperacion de

ac. *ii-tarico y como complemento de la alimentacién ani-
mal .
3. - EI tratamiento fisico-quimico no disminuye de forma impor-

tante la carga organica soluble que presentan las vinazas.

4. - Las digestiones, anaerobia y aerobia dan rendimientos simi-
lares con tiempos de retencién de 6 a 10 dias. No obstante
el primero de ellos presenta la ventaja de obtener un bio-
gas, con un 70 $ de metano, el cual puede servir para man-
tener el consumo eléctrico de la instalacién.

5«- Para tiempos de retencidon bajos, no es valida la depuracién
¢iinaerobia, dado que existe un desequilibrio entre la veloci-
dad de regeneracion de la flora y su evacuacion del digestor.

6.- De igual forma para tiempos de retenciéon bajos, la fermenta-

cién aerobia presenta el inconveniente de necesitar una ele-
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vada cantidad de oxigeno en el medio, para poder degradar las
altas D.B.0. que se les suministran.

7.- La cantidad de lodos formados en la depuracién anaerobia re-
presenta del 40-50 % de los que se producen en la fermenta-

cién aerobia.
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«CONTROL DEL VOLUMEN DE LLENADO EN VINOS Y BRANDIES DE JEREZ

Asencio Rodriguez,A y Domecq Williams.B.

Pedro Domecq S.A.

INTRODUCCION

El contenido efectivo de los productos envasados no ha sido
regulado hasta tiempos recientes.Solo preocupaba,y eso en el caso de
los mas exigentes.conseguir un corte de llenado lo mas uniforme posi-
ble,de forma que no diese mala imagen que pudiera provocar el rechazo
del producto por parte del consumidor.

Esto permitié la picaresca y asi era frecuente comprobar la
existencia de envases en el mercado cuyo contenido efectivo era infe-
rior a lo previsto por el tipo de botella utilizada (botella de 3/4
con 730 0 700 mi. y botellas de 1/2 con 350 6 360 mi.).El desarrollo
de los paises ha llevado consigo mayores exigencias en la calidad de
los bienes de consumo,reglamentandose normas que regulan,entre otras
condiciones,los volimenes de los productos envasados.

La economia del jerez depende en gran medida de su exporta-
cion, que represnta el S0% de la produccidon de sus vinos .siendo los
paises de la CEE los principales consumidores de los mismos.Por todo
ello es ld6gico que nuestros productos envasados deban cumplir no solo
la normativa nacional sino también la que rija en los paises de desti-
no.

En la presente comunicacion se exponen las normas actuales
nacionales y europeas que regulan los volumenes de llenado y toleran-
cias permitidas para los vinos y brandies de Jerez asi como las accio-

nes a realizar para cumplir las exigencias de dichas normas.

NORMAS ACTUALES
La normativa actual podemos dividirla en dos apartados:
- Referida a la fabricacion del envase
- Referida al llenado del envase
Respecto a la fabricacién del envase la normativa espafiola
recoge solo las especificaciones de los envases tipo tarro.no existien
do hasta el momento la correspondiente a la fabricacién de botellas,

que como se sabe es el envase normal para la comercial izacién .ce los
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productos de Jerez.Por ello haremos referencia solo a lo legislado en
el mercado Comin,recogido en la Directriz 75/107/CEE,cuyo contenido

en esencia es:

INSCRIPCIONES OBLIGATORIAS DE LA BOTELLA ENVASE-MEDIDA
(ORMA 75/107/CEE del 19/12/74)

1 En la superficie lateral,en el talén o en el fondo

con una altura de 6 mm. si el volumen es> 100 el.
- Capacidad con una altura de 4 mm. si el volumen es>20 el. y
nominal ¢ 100 el.

con una altura de 3 mm. si el volumen es é20 el.

seguida de la unidad de medida utilizada:litro,centilitro o
mililitro,en abreviatura.
- Sigr.o de identificacion del fabricante de la botella.

- Epsilon al revés (3),con una altura minima de 3 mm.

2.- En el fondo o en el taldn,con la misma altura que la capacidad,

y evitando confusion con las indicaciones anteriores

- Capcicidad total a verter,expresada en centil itros,NO seguida de
el.

- Distancia en milimetros del nivel de enrasamiento al nivel de
lIlenado correspondiente a la capacidad nominal,seguida del sim

bolo mm.

CUADRO n9 1

ERRORES MAXIMOS PERMITIDOS BN- VOLUMEN POR EXCESO O POR DEFECTO
(NORMA 75/107/CEE del 19/12/74)

_ _ L Errores maximos tolerados
Capacidad nominal en mililitros

En % En mi.
De 51 a 100
De 101 a 200
De 201 a 300
De 301 a 500
De 501 a 1000 10
De 1001 a 5000

CUADRO n9 2
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métodos de control de la capacidad.-Existen dos métodos de control runo
por la desviacién standard y otro por el recorrido medio,cuyos parame-

tros describimos en el cuadro siguiente:

CONTROL DE CAPACIDAD EN RECEPCION PARA BOTELLAS ENVASE-MEDIDA
(NORMA 75/107/CEE)

Método de la Método del
desviacion standard recorrido medio

- Muestra:
Se extraen al azar de dife 35 botellas 40 botellas
rentes palets del lote....
- Método de medicioén:
Por diferencia de pesada o
por probetas con agua a 20°C
- Calculos:
. De las capacidades reales % X
obtenidas............... y
. De la tabla de errores ma - _ - _
- - — Ts, Ti Ts-Ti
ximo permitidos......... Ts, Ty (Is-Th y ( )

. De cada una de las 8 sub-
muestras se sacan los re-
corridos y la suma de ellos

se divide entre ocho... R
- Decision:
Se considera aceptable un X + K.<JI»Ts X + K" R tTs

lote si cumple las tres ine

_ , X - K.enTi X - K" *R ¢Ti
cuaciones del método de oon
trol que se elija,siendo K, ct F (Os-Ti) R¢ F* (Ts-Ti)
K*,F y F" unas constantes K= 1,57 K* = 0,668
con valores...............
F = 0,266 F* = 0,628
CUADRO n9 3

Ambos métodos adolecen de permitir una capacidades medias
fuera de la nominal ,ya sea por exceso como por defecto,siempre que la
desviacion standard o el recorrido medio no superen la mitad de sus
valores maximos permitidos,que son bastante amplios:5,32 y 12,56 res-
pectivamente para el caso de botellas de 501 a 1000 mi.

Asimismo.no esta establecido el porcentaje maximo de unida-
des con volumen fuera de tolerancia.

El segundo apartado,referido al Illenado del envase,esta ac-
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tualmente regulado por la Directriz 79/1005/CEE y por el Real Decreto
2506/83,de 20/9/83,que comporta practicamente las mismas exigencias
ya que el Real Decreto es una transcripcion de la norma europea.

Las exigencias basicas de estas normas son:
- Datos del etiquetado.-Independientemente de los datos exigidos por
cada pais,las inscripciones obligatorias en el etiquetado para la CEE

se reflejan en el cuadro siguiente:

INSCRIPCIONES OBLIGATORIAS DEL EMBALAJE (ETIQUETADO)
(NORMA 79/1005/CEE del 23/11/79)

1. - Volumen nominal expresado en litro,centilitro o mililitro,segui-
do del simbolo de launidad utilizada,y con unaaltura de:
6 mm. si elvolumen es> 100 el.
4 mm. si elvolumen es> 20 el y <100el.
3 mm. si elvolumen es™ 20 el.
2. - Nombre o marca que permita la identificacién del embotellador

y/0 del importador.
3. - Letra de conformidad,e" minuscula,con una altura minima de 3 mm
certificando que el embalaje cumple las prescripciones de esta

Norma.

CUADRO n9 4

- Volumenes permitidos.-Ante el cumulo de volUumenes existentes,la Co-
munidad Econémica Europea se ha visto obligada a regularlos,reduciendo
su numero.Para ello ha establecido unos volUmenes determinados,inclui-
dos en la columna 1 del cuadro siguiente y que seran los finalmente
admitidos,cuando pase el periodo légico de adaptacién de los mercados.
AlUn asi,parece que volUimenes muy frecuentemente utilizados por diver-
sos paises seran admitidos durante mas tiempo que el definido por esta
Norma.

Es de destacar la inclusiéon de los vinos de Jerez como vinos de licor,
lo que parece indicar la poca influencia de nuestro sector en las or-
ganizaciones de la Comunidad Econémica Europea en contraste con el
sector vinicola francés que incluso ha conseguido un volumen especial

de 0,62 1. para vinos de denominacidon de origen como '‘Chateau-Chalon™.
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TABLAS DE VOLUMENES ADMITIDOS(REFERIDOS A ALGUNOS PRODUCTOS)

LIQUIDOS

1. a)Vinos de mesa

y otros

1. d)Vinos de li-
cor(Jerez) y

otros

4. Brandy,Ginebra,
Aguardiente y

otros

5. Vinagres comes-

tibles y otros

(NORMA 79/1005/CEE del

23/11/79)

VolUimenes nominales en litros

Admitidos a

Titulo Definitivo

0,10;0,25;0,375;0,50;
0,75;1;1,5;2;3;5.

De 0,05 a 0,10;0,10;
0,20;0,375;0,50;0,75
1;1,5.
0,02;0,03;0,04;0,05;
0,10;0,20;0,50;1;1,5;
2;2,5; 3.

0,25;0,50;0,75;1;2;5.

1
Admitidos

Transitoriamente

0,35;0,70;0,73
1,25

0,35;G,375;0,70
0,75.

- Los volUmenes admitidos transitoriamente podran utilizarse hasta
el 31 de Diciembre de 1988,excepto el volumen de 0,73 del punto
1.a) que solo se podra usar hasta el 31 de Diciembre de 1985.

- Parece ser que existe una modificacion posterior que permite
transitoriamente volimenes en los puntos I.d) y 5.,como por ejem
pio el 0,70 para vinos de jerez.lgualmente parece raro que no
aparezcan volUimenes de 0,70 6 0,75,admitidos a Titulo Definitivo

en el punto 4.

CUADRO n9 5

- Errores maximos permitidos en el volumen.

Exponemos en el cuadro siguiente los errores maximos tolera-
dos en volumen,que estan establecido s6lo por defecto,como limites del
volumen individual de las botel las,dejando libre la tolerada por ex-
ceso.

Se observa que los errores maximos permitidos en volumen al
embotellador son un 50% mayor que los permitidos al fabricante de la

botella,debido a que se tiene en cuenta la tolerancia de la botella
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mas la "olerancia de la maquina de llenado.

ERRORES MAXIMOS TOLERADOS POR DEFECTO PARA EL EMBOTELLADOR

(NORMA 79/1005/CEE del 23/11/79 y REAL DECRETO 2506/83,BOE 20/9/83)

Errores maximos tolerados

Capac idad mominal en mililitros En % En mi
De 5 a 50 9 -
De 51 a 100 - 4,5
De 101 a 200 4,5 -
De 201 a 300 - 9
De 301 a 500 3 -
De 501 a 1000 - 15
De 1001 a 10000 1,5 -

CUADRO n* 6

- Responsabilidad del envasador sobre el contenido efectivo desus

productos envasados.

La Directriz 79/1005/CEE en su Anexo I,punto 4. y Real De-

creto 2506/83 en su articulo 10 definen claramente la responsabilidad

del envasador,o en su caso del importador,en cuanto a que los envases

respondan a las prescripciones de dichas normas.

Esta prescripciones se pueden centrar en tres reglas basicas

del envasador:

13.- El volumen efectivo del contenido,en la media.no debe ser

2E.

inferior al volumen nominal.

La proporcioén de envases que presentan un error en menos
superior al error maximo permitido debera ser lo suficien-
temente pequefia como para permitir que los lotes cumplan con
los controles establecidos en las normas.

En la préactica deben superar un control estadistico por atri
butos.con un 2,5 de nivel aceptable de calidad y nivel de
Inspeccioén 11,para controles no destructivos,y nivel S-3 pa-
ra los destructivos.

No debera haber envase alguno con un error,en menos,superior

a dos veces el error maximos permitido.

- Controles que deben cumplir los productos envasados.

El control sobre el volumen de los productos envasados sera
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realizado por muestreo y comprendera dos partes,que se deben cumplir
para considerar aceptable un lote.

1-) Control sobre el volumen efectivo de cada envase de la muestra.
Este control tiene como objeto comprobar el nimero de envases
con volumen inferior al volumen minimo tolerado y ver si se cum
pien las reglas 2* y 3* del envasador.

Existen controles destructivos y no destructivos,disponiendo
cada uno de ellos de planes de muestreo simple y doble. (En la
norma del Real decreto 2506/83 solo aparece el plan de muestreo
doble para el control no destructivo y el simple para el con-
trol destructivo).

En los controles no destructivos se elige una muestra,segin el

tamafio del lote,y se acepta o rechaza de acuerdo con el nuUmero
de unidades defectuosas que aparecen en el plan de control.

En los controles destructivos se reduce loégicamente la muestra,

que es igual para todos los tamafios de lotes,aceptandose con
una unidad defectuosa y rechazandose con dos o mas.

Se denomina unidad defectuosa aquella cuyo volumen esta por de-
bajo del error maximo permitido ().

Si aparece alguna unidad con volumen inferior al doble del error
méximo permitido (T2),se rechazara el lote.

2*) Control sobre la media de los volumenes efectivos de los enva-
ses de la muestra.

Con este control se pretende conocer si el valor del volumen
medio cumple con la primera regla del envasador,para lo que de-
be ser superior o igual al volumen nominal menos una constante,
variable segun el tamafio de la muestra,multiplicada por la des-

viacién standard.

PLANES DE MUESTREO PARA EL CONTROL DE LA MEDIA DE LOS VOLUMENES
EFECTIVOS DE LA UNIDADES DE UN LOTE DE ENVASES(NORMA 79/1005/CEE)

1. CONTROL NO DESTRUCTIVO

Tamafio del lote Muestra Aceptacion Rechazo
¢ 500 30 X*Vn - 0,503C” X<Vn-0,503CT
> 500 50 x?vn - 0,379<T X ¢Vn-0.379<T
CONTROL DESTRUCTIVO
Cualquiera”.100 20 x¢vn - 0,64<T X<Vn-0,64 cr
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Al igual que en el control sobre el volumen efectivo de cada
envase,para el control de la media hay dos tipos de control:no
destructivo y destructivo.En ellos varia el numero de la mues-
tra segln el tipo de control y el tamafio del lote y debe cum-
plirse la correspondiente inecuacion.

El objetivo de todo lo desarrollado hasta este momento,re-
glamentado por las normas citadas,ha sido el conseguir que no hubiese
fraude al consumidor y por tanto todo el enfoque ha estado dirigido
a no pei"mitir volumenes de Illenado inferiores a los volUmenes nomina-
les.

Independientemente de las anteriores exigencias existe otra
que deben cumplir todos los productos destinados a la exportacion y
que podemos denominar:"Situacion del volumen medio con respecto al vo-
lumen nominal™_Es exigida por las Autoridades Aduaneras de Gran Breta-
fia,en virtud de la circular de 22 de Diciembre de 1982,que nos obliga
a conseguir un volumen medio no inferior al volumen nominal .de acuerdo
con la Directriz en vigor 79/1005/CEE,pero no mayor que unas toleran-

cias en mas,segin la tabla de volUmenes siguiente:

Volumen en el. Tolerancia de la media
Hasta 35 + 1 mi.

De 35,1 a 100 + 2 mi.

Mas de 100 + 3 mi.

Un volumen medio mayor de los tolerado en esta tabla reper-
cutird en mayores derechos de aduana y por consiguiente en un aumento

de impuestos,independientemente del mayor costo del producto.

ACCIONES A REALIZAR
Hemos dividido las acciones a realizar en tres fases:
- En materias primas.

La primera medida debe ser disponer de un envase con volumen
lo ma4 ajustado al nominal y con la menor dispersion posible_Para
ello consideramos necesario:

a) Solicitar de nuestros proveedores de botellas que fabriquen
todos nuestros modelos con las condiciones del envase-medida
seguin la Directriz 75/107/CEE.

b) Dadas las diferencias observadas entre las exigencias esta-

blecidas al fabricante de botellas y las del embotellador,
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debemos aumentar las del primero,en el sentido de establecer

el porcentaje maximo admisible de unidades defectuosas,en

cuanto a su volumen individual,asi como la situaciéon del vo-
lumen medio,con tolerancias que permitan cumplir las normas
del embotellador.

c) Establecer un sistema de control de volumen de las botellas
a la recepcion de las mismas.de forma que sea posible detec-
tar los momentos de fabricacion con un volumen fuera de nor-
mas .

Este control se efectuard sobre los tres puntos siguientes,

que deben resultar positivos para considerar aceptable un

lote: .

- Situacion del volumen medio(exigencias de las Aduanas).

- Ndmero de unidades con volumen inferior al volumen mini-
tolerado(Reglas segunda y tercera del envasador).

- Valor del volumen medio(Regla primera del envasador).

Este ultimo punto debe controlarse por el método de la des-

viacion standard o por el del recorrido medio.
En el proceso.

El segundo punto cronolégico de accién es el Proceso,en el
momento del prellenado y ajuste,donde debemos volcar nuestro esfuer-
zo,de forma que el inicio de llenado sea en Optimas condiciones.

Las acciones a desarrollar en esta fase son:

a) Confeccion de una tabla de correccion de volumenes,en funcidn
de la temperatura,formato y densidad de los productos.

b) Determinacién de tolerancias,por exceso y por defecto,para las
distintas alturas del corte de llenado.de forma que se conozca
lo que debe ser retirado como defectuoso de las lineas de em-
botellado.

c) En cada cambio de formato,antes del inicio del lleno:

- Determinaciéon del corte de llenado,en un solo pitorro de
la llenadora,con la botella patrdon y segun la temperatura
del producto.

- Comprobacion de que,con el corte establecido y con las bo-
tellas a utilizar.se consigue la capacidad deseada,para
lo que se llenaran dos muestras de cinco botellas en el

pitorro ajustado,debiendo estar las medias dentro de las
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exigencias conocidas:

vn¢ )Uvn +

- Ajuste al corte de llenado definido de los restantes pito-
rros de la llenadora.
- En la produccion.

La normas comentadas de la CEE y el Real Decreto 2506/83
responsabilizan al envasador de los contenidos efectivos de sus pro-
ductos. Es necesario por tanto realizar controles sobre la produccién
consistentes en la comprobaciéon del volumen conseguido.

Esto solo es posible mediante la utilizacion de un control
estadistico,segun las tres variantes siguientes:

a) Utilizando botellas con medicién de contenido y controlando
solo la altura del corte de llenado.

b) Usando el sistema de pesada y convirtiendo la masa en volumen,
a través de la densidad de cada producto.

c) Vaciando el contenido de las muestras en un recipiente adecua-
do para medir capacidades.

El primer sistema no es posible mientras no dispongamos de
botellas de este tipo,que por ahora no fabrican nuestros vidrieros.

El segundo sistema requiera un equipo bastante sofisticado,
del que existen ya varias marcas en el mercado y que,segln parece,va
a ser el que se impondra en un futuro préximo,debido a:

- Posibilidad de ampliar el numero de la muestra en el mismo

tiempo de control (mayor fiabilidad).

- Registro mecanizado de datos (mas rapidez y menor riesgo de

errores).

- Extraccion automatica de diversas estadisticas y avisos de

correcciéon de volumenes de las llenadoras.

El tercer sistema es el mas utilizado actualmente y por con-
siguiente es sobre el que intentaremos profundizar mas.

Consiste en comprobar el contenido de unas muestras de bote-
llas ya llenas,con una periodicidad determinada,registrar sus resulta-
dos y comprobar si cumplen con los requisitos de las normas en vigor.
Puede hacerse de muy diversas formas,pero el mas factible y barato es
el Sistema Promedio,modificado con la anotacidon de los volUmenes exac-

tos de las muestras y de sus medias,que es ademas el método recomenda-
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do por el Departamento de Precios y Protecciéon al Consumidor de Gran
Bretafa,uno de los paises mas exigentes.

Se utilizan los impresos indicados en el CUADRO ne 8 por ca-
da producto y formato.no dejandose de utilizar hasta que sus veinte
columnas hayan sido rellenadas.De esta forma aparecen controles de va-
rios dias en un mismo cuadro que debera guardarse a disposiciéon de los
Servicios de Inspeccién durante un plazo de cinco afos.

A continuacion se indica someramente la forma de rellenar
este cuadro de capacidad.

a) Extraccién de muestras.
Una vez realizados los ajustes necesarios,antes del inicio del lle-
nado.y normalizada la produccidn,se toman muestras sucesivas de
cinco botellas,a intervalos aproximados de una hora,comprendiendo
los pitorros uno a cinco,seis al diez,etc...,de tal manera que to-
dos los pitorros de la llenadora sean comprobados.
Revisados todos los pitorros,las restantes muestras se cogeran al
azar.
Todas las muestras se extraeran después de pasar por el control que
haya establecido en cada linea sobre la altura del corte de llenado
b) Anotacion de resultados.
Se mide la temperatura del contenido de una de las cinco botellas
de cada muestra.
El contenido de las muestras se mide en probeta,con apreciaciéon de
un mililitro.
Se anotan los voluUmenes corregidos de cada una de las botellas de
la muestra,junto con la temperatura,fecha y hora de extracciéon de
la misma.
Se suman los volumenes de las cinco unidades de cada muestra y se
saca la media,con apreciacion de un decimal,y el recorrido medio.Al
final del dia se sacaran la media y el recorrido medio obtenidos.
c) Accion correctora.
Ya hemos hablado de la responsabilidad del envasador en garantizar
que el volumen de sus productos envasados cumpla con las normas es-
tablecidas .Asi pués.si los volUmenes obtenidos en las muestras es-
tan fuera de lo permitido.se cogera inmediatamente otra muestra de
cinco botellas y,si vuelve a repetirse la anomalia,se ajustaran de

nuevo todo los pitorros de la llenadora, teniendo en cuenta que la
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anomalia por exceso implica fundamentalmente un incremento de cos-
tos,mientras que por defecto,la invalidez de la partida.

Estas acciones a realizar aunque complejas y laboriosas,son

necesarias para poder cumplir las exigencias anteriormente citadas.

Asimismo estamos convencidos de la necesidad de incluir es-

tas actividades dentro del proceso global de produccién para conseguir

una buena imagen de calidad de los productos.
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LA CORREZIONE DELLF"ACIDITA DEI VINI

Usseglio-Tomasset,L.

Istituto Sperimentale per 1"Enologia.Asti.(ltalia).

SUMMARY

A detailed research on acidification of wines has been ca-
rried out.

The purpose was to obtain a well determined pH valué of wi-
nes after stabilisation following from precipitation of potassium salt
with tartaric acid.

The method for determining the amount of acid suitable to

obtain the desired pH valué is described as well.

La correzione dell"aciditad dei vini mira a due risultati
opposti a seconda che si tratti di diminuiré un"acidita eccessiva
(disacidificazione) o di aumentare un®acidita carente (acidificazione)

Per valutare con rigore gli effetti dell"impiego dei disaci-
dificanti chimici consentiti (bicarbonato potassico,carbonato di cal
cid) e dell"acido tartéarico,Unica sostanza acidificante ammessa dalla
legge.occorre operare sul vino,mezzo omogeneo.con structura acida de-
finita e determinabile analiticamente:le disacidificazioni ed acidifi-
cazioni effettuate su mosti torbidi o peggio sulla massa del pigiato,
non consentono né di seguiré,né di prevedere I"evoluzione dei fenomeni

Da un punto di vista organolettico,che deve rappresentare
1"obiettivo %sostanziale di un intervento,una disacidificazione o un"a-
cidificazione devono mirare a modificare il valore del pH del vino:é
infatti la concentrazione idrogenionica quella che determina la sensa-
zione gustativa dell"acidita.

Occorre dunque ragionare iIn termini di pH e non di acidita
totale;tuttavia questa veritd evidente stenta ad aprirsi la strada
in enologia,perché é facile ed abituale la determinazione dell"acidita
totale e quindi 1"apprezzamento della sua variazione,anche se essa
non € proporzionalmente legata alia variazione della concentrazione

idrogenionica,che é quella organoletticamente significativa.Oggi si
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hanno apparecchiature accessibili per la misura del pH,le quali for-
niscono risultati precisi se le misure vengono eseguite con la cura
e la diligenza necessarie;esiste tuttavia una certa dificolta psicolo6-
gica ad assumere consapevolezza dell"importanza delle variazioni di
pH e questo perché le variazioni sono espresse da numeri piccoli e
si dimentica che si tratta di valori esponenziali,per cui una variazio
ne di 0,3 nel pH comporta una variazione da 1 a 2 nella concentrazione
idrogenionica.

Una disacidificazione o unTacidificazione esercitano sul
vino un®influenza complessa che coinvolge tutti gli equilibri di sali-
ficazione degli acidi organici;non solo.ma I"aggiunta di bicarbonato
potassico,carbonato di calcio o acido tartarico non determina soltanto
fenomeni di neutralizzazione reciproca tra acidi e basi.ma comporta
automaticamente la precipitazione di sali poco solubili.Queste precipi
tazione.al di la dei problemi di stabilizzazione chinico-fisica,in-
Ffluiscono profondamente sul risultato finale della disacidificazione
o delllacidificazione,anzi iIn quest ultimo caso sono determinanti per

il risultato stesso.

LA MODIFICAZIONE DEL pH PEI VINI
1 vini sono delle soluzioni 'tampone"™ perche contengono aci-
di deboli in presenza dei propi sali e manifestano quir.di una certa
resistenza alia variazione del pH per aggiunta di acidi e di basi.
Questa resitenza é espressa dal potere tampone JI .definito
come il rapporto tra la quantitd di base o acido forte e la variazione

di pH relativa,per variazioni infinitesime di pH:
T =dL /7 d pH

dove dL rapresenta un"aggiunta infinitésima di base o di acido forte.

In altre parole il potere tampone esprime la quantita di
base o acido forte necessaria per far variare il pH di un“unita (ad
esempio da 3,00 a 4,00) .determinata prendendo in considerazione varia-
zioni piccolissime di pH.

Considerazioni teoriche dimostrano che é possibile esprimere
il potere tampone n' di una soluzione di un acido organico in presenza
dei suoi sali in funzione della concentrazione (espressa in meg/l)
dell"acido libero e di quella dell"acido salificato.

Queste considerazioni sono perfettamente applicabili ai vini,

305 -



considerando gli acidi liberi espressi dall"acidita titolabile e que-
11i salificati espressi dallalcalinita delle ceneri.Indicando con
T e S r:.spettivamente lacidita totale e l1l"alcalinita delle ceneri,en-
trambe espresse in meg/l,si arriva dunque alia seguente espressione

del potere tampone secondo Henderson-Hasselbach:
T =dL/d pH = 2,303 T.S/T+S /1/

11 coefficiente 2,303 é quello di trasformazione dei loga-
ritmi neperiani in logaritmi decimali.

L*impiego della formula /1/ ci consente dunque di conoscere
i meg/l di base o di acido forte necessari per aumentare o diminuiré
di 1 il valere del pH:come si vedra dai dati sperimentali,nell ambito
delle variazioni di pH di interesse enologico,i valori della formula
/1/ anche se non sono sempre perfettamente d"accordo con quelli forni-
ti dall®esperienza (che si riferiscono ad intervalli misurabili di
pH),danno un utile informazione numérica.

Noi abbiamo condotto uno studio particolareggiato dell"aci-
dificaz:.one e della disacidificazione dei vini,impiegando nel primo
caso 1l"acido tartarico,mentre nel secondo si é fatto uso di due disa-
cidificanti,il bicarbonato potassico ed il carbonato di calcio.

Occorre subito sottolineare la profonda diferenza esistente
tra 1 mezzi impiegati per disacidificare e per acidificare:infatti
nel primo caso si fa uso di basi forti (i carbonati si comportano come
gli idrossidi.in quanto sali del debolissimo acido carbénico).mentre
nel secondo si impiega un acido debole.

Nella disacidificazione dobbiamo dunque attenderci lo stesso
risultato ottenibile con 1"aggiunta della quantita equivalente di idro
ssido di sodio:questo per quanto attiene all"effetto di neutralizza-
zione.

Ma all®effetto neutral izzante si aggiunge nel caso del I7im-
piego rispettivamente di KHCO3 e di CaC03,la successiva precipitazione
di bitartrato potassico e tartrato neutro di calcio,che si ripercuote
sugli equilibri di salificazione,e quindi significativamente sul valo-
re del pH.nel senso di una sua diminuzione.

In questa sede ci limiteremo ad esporre i risultati ottenuti
nello studio dellTacidificazione dei vini,dai quali si pudé ricavare
il modo di proceder praticamente al fine di raggiungere un obiettivo

prestatilito.
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Infatti 1 problemi della disacidificazione,che dal punto
di vista fisico-chimico si presentano in modo un poco pil complessi

interessano principalmente i1 climi e le regioni settentrionali.

L "ACIDIFICAZIONE PEI VINI

Llacidificazione dei vini pud essere effettuata secondo la
legge soltanto con I"impiego di acido tartéarico.

Lo scopo é quello di ottenere un valore determinato del pH
del vino,al fine de conseguiré un particolare risultato organolettico.

Poiché 1"acido tartarico,anche se il piu forte degli acidi
organici del vino,é pur sempre un acido debole,leffetto acidificante
serd conseguenza non tanto di un aumento dellTacidita totale, quanto
della diminuzione dell"alcalinita delle ceneri (acidita salificata)
che si ottiene in fase di stabilizzazione per precipitazione di bita™-
trato potassico.

La stabilizzazione é pertanto indispensabile non solo per
realizzare la necessaria stabilitd Tfisico-chimica del vino,ma proprio
per raggiungere nelllacidificazione il risultato desiderato.

Nel caso dellracidificazione la precipitazione di bitartrato
potassico esalta la diminuzione di pH.che si registra dopo 1"aggiunta
di acido tartarico.

Infatti la relazione tra il pH e le quantitd di acido tarta-

rico libero e semicombinato é la seguente:

pH = pK + log 72/

Della formula /2/ risulta evidente che aggiungendo acido
tartarico,cioé aumentando il denominatore della frazione.il secondo
termine diminuisce e quindi il pH si abbassa;ma risulta altrettanto
evidente che la precipitazione di bitartrato significa una diminu-
zione del numeratore,con relativo abbassamento del pH.A differenza
del caso della disacidificazione,ma per gli stessi motivi che coinvol-
gono gli equilibri di salificazione,la precipitazione di bitartrato
agisce ulteriormente nel senso desiderato.

Si pué affermare che se 1l’acido tartarico aggiunto precipita
completamente come bitartrato potassico,llefetto finale é equivalente
a quello ottenuto aggiungendo al vino i meg/l1 di acido forte,come ad

.esempio il cloridrico o il solforico.pari ai meqg/l di potassio preci-

307



pitato:si osserva in definitiva una diminuzione delllalcalinita delle
ceneri [aciditd salificata) uguale alie millimoli di acido tartarico
aggiunto.

Le prove di acidificazione sono State condotte su 9 vini
pugliesi con elevato valore del pH.

Si sono eseguite delle prove preliminari aggiungendo a 100
mi di vino dell"acido cloridrico N/10 sino ad ottenere una diminu-
zione di pH compresa tra 0,25 e 0,50,a seconda del valore iniziale
del pH del vino.

Si é praticata quindi al vino I"aggiunta di acido tartéarico
impiegando un numero di millimoli per litro pari ai meg/l1 di HC1l usato
e si é poi effectuata la estabilizzazione per conservazione a -5°C
per 7 giorni.

La differenza tra i tenori in potassio prima e dopo stabili-
zzazione ha consetito di valutare 1"acido tartarico precipitato come
bitartrato potassico.l risultati ottenuti sono esposti nella Tabella
1.1 dati della Tabella I meritano alcune osservazioni e commenti:

19) 1 vini meridionali.caratterizzati da elevati valori de] pH,

presentano bassa acidita totale e valori generalmente elevati
del 1"alcalinitd delle ceneri.
Ad ennesima riprova che il pH non é condizionato dall”.acidita
totale,ma dal rapporto tra acidita totale e alcalinita delle
ceneri,la possibilitd di un abbassamento del pH stesso non
dipende da un aumento dell*acdita totale,ma da un abbassamen-
to dellalcalinitd delle ceneri.ottenibile soltanto in fase
di stabilizzazione di bitartrato.

29) Un favorevole cambiamento di un valore del pH troppo elevato
dei vini é conseguibile soltanto con una variazione modesta
dell"aciditd totale ed una consistente variazione dell"alca-
linitd delle ceneri.

Perianto dopo acidificazione con acido tartarico,seguita da
indispensabile refrigerazione,i vini si presenteranno con
acidita titolabile leggermente aumentata,ma con alcalinita
delle ceneri fortemente diminuita.

E impossibile il miglioramento organolettico dei vini poco
acidi senza una rilevante diminuzione dell"alcalinita delle

ceneri:per questi vini,opportunamente corretti.il rapporto
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tra il valore dell"alcalinita ed il peso delle ceneri si dis-
costa nettamente da quello degli altri tipi di vino ed esso
non pué certemente essere considerato un elemento per dubita-
re della loro genuinita.

39) Come conseguenza della diminuzione inevitabile dell"alcali-
nita delle ceneri,i vini presentano dopo stabilizzazione una
notevole diminuzione del potere tampone.

4?) Come risulta evidente dai dati della Tabella 1,si pud affer-
mare che un numero di millimoli per litro di acido tartarico
causa,dopo stabilizzazione,un abbassamento del pH uguale agli
stessi meg/l1 di acido cloridrico:in generale la precipitazio-
ne de bitartrato é pari alie millimoli di acido tartarico
aggiunto e produce pertanto il medesimo abbassamento di pH
dello stesso numero di milliequivalenti di acido forte.

69) Nel caso del 1"acidificazione con acido tartarico la previsone
dei resultati é semplificata:si otterra dopo stabilizzazione
il valore del pH previsto,se si aggiungeranno tante millimoli
per litro di acido tartarico,quanti sono i meg/l di HCl nece-
ssari per ottenere quel pH.

69) La stabilizzazione con il freddo si dimostra in questo caso
non soltanto una necessita per evitare gli intorbidamenti
da cremore.ma il mezzo indispensabile per realjzzare,attra-
verso la precipitazione di bitartrato potassico.quellc dimi-
nuzione dellalcalinita delle ceneri che consente di abbassa-

re il pH sino al valore desiderato.

CONCLUSIONI¥

L"acidificazione dei vini a pH eccessivamente elevato per
mezzo dell”impiego dell"acido tartéarico,consente di abbassare favore-
volmente il valore del pH.non per I1"aumentata acidita titolabile dei
vini.ma per la diminuita alcalinita delle ceneri che ne consegue.

Il basso valore dellralcalinita delle ceneri dei vini tra-
ttati non deve essere considerato un‘anomalia,ma anzi il segno dell"e-
fficacia del trattamento effettuato.che non pudé pertanto prescindere
da una stabilizzazione per mezzo della refrigerazione.

Il pH ottenibile dopo stabilizzazione a la quantita di acido

tartarico da impiegarsi sono prevedibili ,misurando la quantita di aci-
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"do cloridrico necessaria per ottenere una determinata variazione di
pH.

1 fenomeni osservati sono la conseguenza dei rapporti Tfisico
chimici esistenti tra pH,acidi liberi ed acidi salificati del vino.es-
primibili rispettivamente attraverso i1 parametri dell"acidita titola-

bile e delllalcalinita delle ceneri (acidita sali”icata).
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EVOLUZIONE DELLE CONOSCENZE SULLA CLOROSI FERRICA DELLA VITE

Fregoén i ,M. ;Bavaresco,L.

Cattedra di Viticoltura.Universita Cattolica.Piacenza (ltalia).

Numerdse specie coltivate in tutto il mondo vanno soggette
alia carenza di ferro,la quale si manifesta con intensita diverse
nelle varié colture interessate e ,alllinterno di esse.nelle differenti
cultivars.La scala di sensibilitd vede al primo posto le specie da
frutto (pesco,pero,vite,fragola,lampone,melé,avocado,banano,agrumi ,no-
ce americano,arachide) seguite dalle colture erbacee (orzo.gagiolo,

avena,patata,sorgo,soia) e da numerosi fiori e piante ornamentali.

FUNZION [ METABOLICHE DEL FERRO¥

La carenza di ferro provoca la clorosi del tessuto fogliare a causa
delllinadeguata sintesi di clorofilla.Nelle piante superiori circa
il 60% del ferro totale delle foglie 2 concentrato nei cloroplasti.il
ferro, infatti,interviene nel processo di sintesi della clorofilla,ca-
talizzando la reazione tra succinil CoA e glicina con formazione mo-
mentanea dell"acido o(-amino ~-cheto adipico.che si decarbossila ad
acido ~ -aminolevulinico.il quale si condensa per formare il gruppo
pirrolico.Probabilmente il ferro interviene con la sua azione catali-
tica anche nell*introduzione del Mg++ nel gruppo tetrapirrolico (por-
firina).Secondo SPILLER e TERRY (1980) presiede anche alia sintesi
delle membrane dei cloroplasti,dei complessi clorofillo-proteici,dei
carotenoidi,dei centri di reazione.

Il ferro inoltre é presente nella molecola dell"eme (la cui
introduzione ¢é catalizzata dall"enzima ferrochelatasi) costituendo
i vari citocromi,perossidasi e catalasi.e nella fitoferritina e ferre-
doxina.

La ferritina (fosfato férrico ricoperto di proteine) ¢é la
forma con cui la pianta immagazzina € impedendo agii eventual i agenti
patogeni di utilizzarlo (SMITH.1983).

Tutti i composti sopra menzionati possono ridurre la loro
attivita in condizioni di ferro-carenza.Altri enzimi possono richiede-

re Fe+ per la loro attivazione.
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ASSORBIMENTO E TRASPORTO DEL FERRO

La mobilizzazione del ferro nell"interfaccia suolo-radice
sembra dipendere dalllabbassamento del pH o da una caduta del poten-
ziale redox.o da entrambi.in funzione delle specie e della varieta.

La piante Fe-efficienti presentano un meccanismo di regola-
zione del pH,mediante le escrezioni di sostanze acidificanti,quali
acido citrico,acido mugineico;il pH diminuisce finché la pianta non
é rinverdita e riprende ciclicamente in risposta aaulteriori stress.

Secondo calcolo effettuati con la ferridrite a pH 7,il po-
tenziale redox si dovrebbe abbassare a -10 mV per mobilizzare 0,2 ppm
di Fe come Fe++ (CHEN e BARAK,1982).Evidentemente il ferro viene assor
bito nella forma ridotta Fe++ (CHANEY et al.,1972).Inoltre 1"effetto
dell"anaerobiosi e degli inibitori di respirazione (rotenone,oligo
micina) dimostrano la connessione tra il trasporto mitocondriale di
elettroni e la riduzione del ferro.L"agente riduttore prodotto dalle
piante pubé appartenere a specie chimiche diverse e si accumula alia
periferia delle giovani radici;finora sono stati individuati 1"acido
caffeico,l"acido clorogenico (é il maggior riduttore nel pomodoro e
nel girasole) e altre sostanze simili (HETHER et al.,1983).

La piante Fe-efficienti inoltre hanno la capacita di formare
le callule transfer in rapporto alio stress e cidé rappresenta proba-
bilmente una caratteristica di Fe-efficienza a livello citologico (AN
DSBERG,1982) .Queste cellule producono agenti riduttori,espellendo pro-
toni ed aumentando 1"assorbimento e la traslocazione del ferro.Si su-
ppone che nella fase di stress,a un certo punto le giovani foglie in
forte crescita e con alta domanda di ferro,mandino un segnale alie
radici per indurle alia Tformazione delle cellule transfer.L"aumento
del trasporto del ferro porta al ripristino della fotosintesi clorofi-
1liana.Conseguentemente 1"attivita TFfisilogica delle cellule transfer
nelle radice cessa e la loro tipica ultrastruttura degenera (LANDSBERG
1983).

In carenza di Fe la specie Fe-efficienti mettono in atto
altri adattamenti,quali la secrezione di riboflavina (la cui azione
specifica non é chiaramente conosciuta) e 1"aumento della formazione
dei peli radicali (Wallace,1982).

Anche alcuni microorganismi hanno evoluto un loro specifico

sistema di carriers (siderofori) capaci di assorbire il ferro triva-
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lente (SMITH e NEILANDS,1983).

INDICATORI PELLA FERRO-CARENZA

Il primo approccio al problema venne affettuato misurando
il contenuto di ferro nel terreno e nei tessuti vegetali.con l"obietti-
vo di stabilire dei [livelli critici per la ferro-carenza.Non sempre
pero si trové correlazione tra contenuto totale di ferro nella pianta
e intensita della clorosi (misurata tramite il contenuto di clorofila)
al punto che.in certi casi,foglie clorotiche contenevano piu Tferro
di quelle sane.La pianta infatti necessita di un adeguato rifornimento
in ferrc durante la fasi di formazione della clorofilla,dopodiché pud
continuare acumulandolo senza che il contenuto di clorofilla possa va-
riare. Queste considerazioni quindi indussero a considerare il contenu-
to totale di ferro come un indicatore poco probante.

Si cerco allora di frazionare il ferro totale in "ferro a-
ttivo" estratto con- HC1 N e ferro estraible a pH 3 con O-fenantrolina.
Alcuni autori proposero como indice,alcuni rapporti tra elementi (Fe/N
P/Fe e Fe/Mn) in considerazione del fatto che alcuni di essi inibis-
cono 1l assorbimento del ferro o causano una sua inattivazione all®in-
terno della pianta.

Anche questo método pero ha presentato delle contraddizioni
sperimentali a causa di effetti collaterali.

Un terzo tipo di indicatori,si basa sulla determinazione
delllattivita della perossidasi e di altre emoproteine,ma anche in
questo caso vi possono essere differenze varietali nei livelli di pe-
rossidasi independientemente della nutrizione férrica.

Forse 1"approccio pil corretto appare essere la determina-
zione del contenuto di clorofilla nelle foglie che é risultata corre-
lata a sintomi visivi di carenza.Anche questo método pud presentare
i suoi 1inconvenienti,nel senso che.ad esempio.bassi contenuti di clo-
rofilla possono essere dovuti alia senescenza delle foglie o a stress
causati da altri elementi;in quest“ultimo caso si dovra parlare di

clorosi non dovuta a ferro-carenza.

CAUSE DELLA CLOROSI FERRICA
1 fenomeni di carenza colpiscono soprattuto le piante sensi-
bili cresciute in suoli calcarei.che rappresentano circa il 30% de

*Ila superficie totale coltivabile.Queste aree appartengono soprattutto
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alie regioni aride e semiaride,dove i carbonati tendono ad accumular-
si nel suolo.

I diversi tipi di carbonati che compongono il calcare,pero,
non presentano la medesima capacita clorosante,ma esiste una scala

di intensita,como appare della Tabla 1.

Tabla 1.-Relazione fra tipo di carbonati e potere clorosante.

FORMULA MINERALI - INTENSITA"DELLA CLOROSI

MgC03 Magnesite Molto forte

3 MgC03 .Mg(OH)2 .3 H20 Idromagnesite Molto forte

CaCo03 Calcite Forte

Srco3 Stronzianite Leggera

CaC03 Aragonite Lievissima

BaC03 Witherite Lievissima

CaC03 .MgC0o3 Dolomite Nulla

Attualmente si fa distinzione fra calcare totale e calcare
attivo.

Fra 1 due normalmente non esiste correlazione dato che il
primo pué essere sotto forma di ciottoli insolubili.mentre il calcare
attivo é composto da fine particelle (facilmente solubilizzabili) di
carbonato,normalmente aventi un diametro interiore a 20U e soggette
agli attacchi dell*acqua carbonicata.

L*altro aspetto del problema della clorosi é rappresentato
dal comportamento del ferro nel terreno,legato alie interazioni con
i componenti del suolo.

La maggior parte del ferro presente nella crosta terrestre
a sottoforma di silicati ferromagnesiaci,dalla cui degradazione si
libera il ferro ione trivalente che precipita come ossido o idrossido;
solo una piccola parte é complessata della sostanza organica.La solu-
bilita degli ossidi di Fe+++ é variabile e decrescente secondo la se-
guente scala:Fe(OH) 3(ferridrite) ? Fe20”maghemite) >~ FeOOH( lepidrcro-
cite)> Fe202 (ematite )>"(FeOOH(goethite) (LINDSAY,1979 citado da CHEN
e BARAK, e.c.).

Poco si conosce sui complessi ferro-organici (per i quali

normalmente viene usata come sostanza estraente il pirofosfato di so-

dio) :comunque sembra che la sostanza organica svolga un ruolo impor-
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tante nel processo di solubilizzazione degli ossidi di ferro.

Nelllintervallo di pH da 7 a 9 (interessato nei fenomeni
di clorosi) il ferro solubile é presente principalmente nelle seguenti
forme: Fe(OH)*, Fe(OH)3, Fe(OH)"™ (LINDSAY.l.c.). Il Fe(OH)3 é il com-
posto presente in maggior quantita,relativamente agli altri.anche se
si trova a concentrazioni 10-10 M.mentre il livello critico per molte
piante é 10-8 M (LINDSAY,1983).

Per cuanto riguarda la determinazione delle quantita dispo-
nibili nel terreno,esistono diverse metodiche e sostanze di estrazione
tutte tendenti a riprodurre il pil possibile 1"azione del pelo radica-
le in quelle specifiche condizioni pedologiche.Una volta effettuata
I"analisi pero sorge il problema della taratura agrondémica del test,
cioé la stima della concentrazione critica che divide le piante con
nutrizicne nérmale da quelle stressante.

Tra le sostanze estraenti pil Usate si ricorda lacqua.gli
acidi (cloridrico.solforico),le soluzioni si acetato d"ammonio tampo-
nate con acido acético a pH 4,8 o 7 (secondo OLSON e CARLSON,1950 ci-
tati da CHEN e BARAK.Il.c. la soglia critica nei tamponi a pH 4,8 é
di 2 pprr), 1" ossalato di ammonio, sostanze chelanti come 1°EDTA,1"EDDHA,
il DTPA.

Quest ultimo,attualmente rappresenta il miglior test per
determinare il ferro disponibile o almeno una quota direttamente pro-
porzionale ai reali contenuti utili del terreno,che dipendono da molti
fattori,alcuni dei cuali in relazione al metabolismo delle piante.Ul-
timamente HAVLIN e SOLTANPOUR (1982) hanno proposto una soluzione di
NHMHCC>3 e DTPA tamponato a pH 7,6 che ha il vantaggio di estrarre an-
che i macroelementi,e che consente,secondo gli autori.di discriminare
in maniera attendibile i terreni carenti da quelli non;il livello cri-
tico per® il sorgo sarebbe di 4,8 ppm.Sempre HAVLIN e SOLTANPOUR (1984)
hanno espresso con un"equazione i legami esistente tra il ferro estra-
tto con il loro método ed i contenuti in un certo terreno di argilla
e calcare.

Anche in uno studio di FREGONI e BAVARESCO (1984) si € rile-
vata una stretta correlazione positiva tra argilla e calcare attivo
(fig.ns 1).

In viticoltura il problema della quantificazione del rischio

di clorosi é stato avvertito in tutta la sua importanza,anche per il
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fatto che la gran parte dei vigneti era ed é situata su suoli calcarei
e che la V. vinifera (di per se resistente al calcare) é quasi ovunque
innestata su specie o 1ibridi americani,molto pil sensibili ai danni
clorosi.

Inizialmente si uso come parametro discriminante il contenu-
to nel terreno di calcare totale.che perse di significato con ITintro-
duzione della analisi del calcare attivo.Per ciascuno di questi metodi
comunque sono State studiate delle scale di resistenza dei diversi por-
tinnesti che hanno permesso di indirizzare razionalmente la scelta
degli stessi sulla base di parametri misurabili.

Appare evidente,peré,che un simile approccio al complesso
problema della clorosi férrica risulta imcompleto,perché considera
solo uno dei Tfattori concorrenti,tralasciando tutti gli altri parame-
tri del terreno interessati (Fe.pH.argilla.P.B.Cu.sostanza organica.K,
Mn.ecc.).

Un contributo in questo senso é stato apportato da POUGET
e JUSTE (1972) i quali hanno ridefinito la capacita clorosante del
terreno,tenendo conto simultaneamente dei contenuti di calcare attivo
e di ferro disponibile (estratto come ossalato diammonio) seeondo una
formula la cui risoluzione da 1"indice del potere clorosante:

CaC03 4
1.P.C. 10
(Fe)5

A parita di calcare attivo infatti pud variare il ferro dis-
ponibile e quindi vi pudé essere clorosi anche quando il portinnesto
sopporta i valori di calcare attivo denunciati dall"analisi.Anche per
questo indice esiste una scala di resistenza per i1 vari portinnesti,
che attualmente vede al primo posto il Fercal (Tabla 2).

Sebbene possa manifestarsi anche in suoli acidi.la clorosi
férrica é pil comunemente associata ai suoli calcarei,da cui il termi-
ne di "clorosi indotta dal calcare'.Doppo molti anni di studi e ricer-
che,la causa precisa della clorosi non é conosciuta con certezza.

Tuttavia si sono acquisite numerdése conoscenze sui diversi
fattori che concorrono al manifestarsi del fendmeno.

Pil in particolare 1 diversi Tattori agirebbero nel modo
seguente:

- pH:quando é superiore a 8 il ferro viene ossidato e precipita
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sotto forma insolubile,quali ossidi di ferro (secondo la rea-
zione: 2 Fe+++ + 3 CaCCs + Fy) ---— 2 FeOOH + 3 Ca++ + 3 C02).
idrossidi di ferro,fosfati di ferro e forme organiche complesse
solo certi composti organici (umati.chelati) sono solubili a
pH ? 7.

COz2.:favorisce la fTormazione dello ione bicarbonico,secondo due
vie.di cui la prima implica la dissoluzione del calcare secondo
la seguente reazione: CaCO03 + CON + H20 — * Ca+ + 2 HCO™ ;la

seconda vede 1"intervento dello ione OH (il quale viene escre-
to dalle radici in quantita piu elevate risppetto alio H+,affin
che la pianta possa mantenere al suo interno 1 "equilibrio ele-
ttrico,visto che di norma assorbe pil anioni che cationi) che
si combina con l"acqua e la CC~M.Nei terreni calcarei i due me-
ccanismi possono coesistere.

Ne.< primo caso si ha la formazione dello ione calcio che si
conporta da antagonista del ferro nei processi di assorbimento
legandosi ai carriers organici in luogo del Fe.mentre lo ione
bicarbonico esplica la sua azione nociva nella nutrizione del
ferro intervenendo nel mezzo (terreno) e all interno della
pianta.

Nel terreno il bicarbonato impedisce 1labbassamento del pH
nell"interfaccia terreno-radici,condizione necessaria per 1 "a-
ssorbimento del Fe,a causa del suo effetto tampone.e favorisce
11aumento del fosforo solubile nella soluzione circolante (MI-
LLER,1960).

Nel le radici il bicarbonato agisce bloccando il ferro e impe-
dendonele traslocazioni al resto della pianta,intossicando i
sistemi enzimatici,in particolare quelli del metabolismo ossi-
dativo (catena respiratoria),mentre seconde WALLANCE (1983)
verrebbe in parte metabolizzato in acidi organici.

La resitenza all"azione dello ione bicarbonico é stata usata
come screening nel miglioramento genético della soia (COULOMBE
et al.,1983).

H™O: favorisce l"asfissia e la formazione di ioni HCOj per cui
1 "irrigazione nei terreni calcarei va evitata.Anche le pioggie,

soprattutto primaveril _provocano gli stessi danni dell"irriga-

zicne.
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- Elementi minerali alcuni di essi presentarlo fenomeni di antago-
nismo dovuti a precipitazioni chimiche a carico del ferro nel
suolo.a competizioni nei meccanismi di transporto attivo rego-
lati da proteine carrier.e equilibri metabolici.

Oltre all®azione antagonista del calcio (che agisce sostituendo
o spostando il Fe nei chelati che si formano con gli escreti
radicali) é risaputo che le forti concimazioni Tfosfatiche ele-
vano il fosforo idrosolubile e possono provocare clorosi ferri-
che.per innalzamento del rapporto P/Fe e precipitazioni del
ferro come fosfato di ferro nel suolo o nelle piante.Anche in
recenti indagini italiane il rapporto P/Fe nel terreno é risul-
tato correlato positivamente con 1 "indice del potere clorosante
(FREGONI e BAVARESCO.l.c.)(fig.nQ2).

Inoltre alcuni anioni come il pirofosfato (’\2A7_4’\e 1"ortof°s-
fato (PO0”) agiscono inibendo la riduzione del Fe++ a Fe +
Rilevante é anche 1"antagonismo con il manganese.il quale in-
terverrebbe limitando il trasporto del ferro dalle radici ai
germogli  (EPSTEIN e STOUT,1951).11 rame agisce negativamente
sulla nutrizione del Tferro,interferendo sia nel processo di
assorbiemento inibendo la riduzione del Fe+ +,sia nell utili-
zzazione del Fe nelle piante.

Si pudaggiungere che il K puo correggere la ferro-carenza,so-
prattutto se dato come cloruro di potassio in luogo del nitrato
e del fosfato;interverrebbe favorevolmente neli "equiiibrio ca-
tioni/Zanioni a livello radicale (BARAK e CHEN,1983) .Secondo
DEKOCK (1983) invece il K+ favorirebbe i movimenti del ferro
nella pianta a causa del suo effetto tampone sugli ioni fosfato
L"antagonismo tra ferro e zinco.evidenziato dai vari reperti
sperimentali (fig.n93) non ha trovato ancora una chiara spiega-
zione biochimica per quanto riguarda il meccanismo di azione:
sembra comunque che in questo caso si abbia una inibizione de-
lle cellule transfer nella zona subapicale delle radici (LANDS-
BERG.1982).

L*interazione col molibdeno risulta difficile da interpretare
perché presenta comportamenti variabili (OLSEN,1972)_Altri ele-
menti quali Co.Cd.Ni.sembrano bloccare la differenziazione de-

Ile cellule transfer (LANDSBERG,1982).L1linduzione alia clorosi
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da parte di tutti gli elementi finora citati.generalmente cres-
ce di intensitad all"aumentare delle loro dotazioni nel terreno.
Singolare comportamento, rispetto a tutti gli altre elementi, é
quello delliazoto,in particolare dello ione NOB-Si é osservato
che nella soia.nel tabacco.nell"avocado,elevatti livelli di
NO causavano clorosi férrica (STEINBERG et al.,citata da CHEN
e BARAK,1.c.).

Il nitrato essendo il principale anione assorbito dalle radici,
e direttamente implicato nella regolazione delliequilibrio tra
cationi e anioni e nella escrezione di OH ._Assorbimenti elevati
di NO~ quindi determinano altrettanto elevate escrezioni di
OH- <che da origine al bicarbonato responsabile dei Tenomeni
«i clorosi.E" probabile quindi che i fenomeni di carenza férri-
ca,che nelle moderne agricolture sono frequenti,siano in parte
L1 risultato di una selezion? genética fatta solo per il cara-
ttere alte produzioni,che richiedono forti concimazioni.
Infine ricerche condotte in Italia hanno messo iIn evidenza una
relazione tra calcare attivo e indice di salinita,per cui si
puo ritenere che 1 terreni salati (ricchi di cloruri e di so-
dio) siano predisponenti alia clorosi (FREGONI e BAVARESCO,1.c.)
Lavorazioni \81 terreno:facil itafo 1"ossidazione del ferro,por-
tando in superficie il calcare e favorendo il suo sminuzzamento
Indirettamente agiscono rompendo le radici,per cui la non col-
tura e 1linerbimento diminuiscono la clorosi.

Gompattezza del terreno:nei suoli compatti,argillosi,1 "HQS mi-
crébico non riesce a fuoriuscire dal terreno e ad una certa
concentrazione diviene tossico per le radici.Lo stesso effetto
é dato dalle produzioni di etilene (C"H") che inibisce la cres-
cita e 1lallungamento delle radici e probabilmente anche 1i1a-
ssorbimento del Fe (PERRET e KOBLET,1983).La produzione di eti-
Lene é favorita anche dalla presenza di materiale organico in-
decomposto.

Attivitad radicale:la diminuzione delle riserve glucidiche ri-
duce la sintesi di acidi organici e altre sostanze chelanti.con
conseguente minor assorbimento del Tferro.Ei1 da tener presente,
inoltre,1 "esistenza di una differenza genética tra i vari por-

tinnesti nellassorbimento del Fe.Anche gli attacchi parassita-
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ri alie radici (nematodi,fillossera.marciumi,virus) possono
diminuiré 1"assorbimento del Fe.Le forti produzioni a ceppo
riducono i depositi glucidici nelle radici e di conseguenza
si riduce la sintesi dell"acido citrico.il maggiore chelante
radicale del Fe.

- Affinitéd d"innesto:il callo d"innesto.in particolare nelle com-
binazioni poco affini.rappresenta un ostacolo per il trasporto
acropeto del ferro e per il trasporto basipeto dei glucidi dai
quali vengono sintetizzate le sostanze chelanti nelle radici.

- Fabbisogni in ferro delle varieta:vi sono vitigni che sono pit
esigenti in ferro di altri a causa di una traspirazione pil
elevata.accrescimento vegetativo pil intenso,produzioni pil
elevate,ecc...

- Forma di allevamento:i sistemi di potatura,alti,espansi,vigoro-
si,molto produttivi.a bassa densita di piantagione vanno pil
soggeti alia clorosi.per difficolta di trasporto e per incre-
mento dei fabbisogni in Fe.

- Temperatura:le basse e le alte temperature non consentono 1"a-
ssorbimento del ferro.

- Illuminazione:1"intensa insolazione provoca la distruzione de-

lIle proteine che proteggono la clorofilla.

CORREZIONE PELLA FERRO-CARENZA
A) Prevenzione

L*aspetto preventivo nel capitolo della clorosi férrica,é
1 "Onico capace di risolvere definitivamente il problema.Si tratta di
ottenere attraverso il miglioramento genético,portinnesti resistenti
al calcare e capaci di garantiré alia parte europea un adeguato rifor-
nimento in ferro e.dall"altra parte,selezionare nuovi vitigni resis-
tenti alia ferro-carenza.

La resistenza dei portinnesti si traduce in pratica in alcu-
ni adattamenti biochimici e citologici,gia discussi in altro capitolo
che iIn sostanza consentono alia pianta di assorbire piu ferro (capaci-
ta di diminuiré il pH.alto potenziale redox,aumentata produzione di
peli radicali.maggiore formazione di cellule transfer).

E* opportuno quindi.in previsone dell"impianto di un vigneto

conoscere le caratteristiche fisico-chimiche del terreno,in particola-
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re il contenuto di calcare attivo e di ferro,per poter scegliere il
portinnesto adatto.Si tratta di una scelta molto impegnativa.proietta-
ta a lungo termine che pud significare il successo o il fallimento
dell"impianto.

Esiste comunque una técnica di reinnesto che consente di
sostituire il portinnesto a qualsiasi stadio del ciclo vitale delle
piante,rimediando all"errore occorso all"impianto (FREGONI,1984).

Sempre nel settore della prevenzione,FREGONI e BAVARESCO
(I.c.) hanno messo a punto un indice pedoldgico,espressione della po-
tenzialita olorosante di un terreno,in base alia valutazione di alcuni
parametri del suolo (calcare attivo,ferro disponibile,l1.P.C. ,argilla,
sostanza organica,o” disponibile),che secondo la letteratura sono
legati al fenomeno della clorosi (FREGONI,1980).Questo indice ha per-
messo di discriminare le diverse situazioni pedologiche a rischio pil
o meno elevato di clorosi (fig.ne5;Tabla 3).

Attualmente i portinnesti pilU resistenti alia clorosi férri-
ca da calcare sono il Fercal.il 140 Ru,il 133 E.M. ed il 41 B.

B) Terapia
1) Trattamenti Togliari
S:. possono suddividere in quatro gruppi di prodotti:

- sali inorganici di ferro (in particolare il FeSO0";FeiNO™)
furono i1 primi ad essere impiegati,addizionati di acido ci-
trico

- lignosulfonati di Fe

- poliflavonoidi di Fe

- chelati di Fe

- protalosati ,omogeneizzati (chelati di aminoacidi e polipep-
tidi di origine vegetale).

1 prodotti minerali presentano 1 "inconveniente di non risolvere
definitivamente il problema,perché il ferro contenuto in essi
é poco traslocabili all"interno delle piante (?50%),e a volte
pué diventare fitotossico poiché arriva nelle foglie repentina-
mente e ad alte concentraz ioni,non metabolizzabili,h anche per
carenza di composti organici chelanti (FREGONI et al.,1984).

Esperimenti compiuti in sema hanno evidenziato che I1"aggiunta
di urea e nitrato ammonico Tavorisce 1 "assorbimento fogliare

del ferro.Lo stress da accesso di Fe++ é rilevabile dall*altera-
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zione del metabolismo degli aminoacidi (eccessiva presenza di
prolina,tipico prodotto di piante stressate).l composti organo-
metallici riducono I"effetto stressante e facilitano la metabo-
lizzazione del Fe.

Iniezioni nel tronco

Si usano soluzioni di solfato ferroso al 5-10%,pild acido citrico
sono spesso tossiche.Per lo stesso scopo si utilizza,prima del
pianto delle viti,anche il citrato di ferro-ammonio,sottoforma
si capsule,con discreti risultati.Spesso si verifica fitotossi-
citad da accesso di Fe.Questi prodotti hanno dato buoni risultati
anche in prove fatte sul meldé e sul pero (BARNEY et al.,1983).
Trattamenti al terreno

a) Sali 1inorganici di" ferro:vengono usati soluzioni di solfato
ferroso al 10% (circa 10 1/ceppo) ponendoli in un soleo od in
fori che debbono essere richiusi (FREGONI ,1982).

Il solfato ferroso pudé essere distribuito ed interrato anche
alio stato solido,assieme a sostanza organica umificata.

b) Chelati di ferro sintetici:1"uso di queste sostanze €& il mé-
todo pild diffuso per la correzione della ferro-carenza,sempre
in combinazione con sostanza organica.

Per chelato metallico si intende 1%unione di piu complessi meta-
Ilici tenuti assieme da leganti (ioni o molecole che circondano
lo ione férrico sostituendo molecole d"acqua).-Quando il comple-
sso metallico é stabile e solubile.il legante é chamato agente
sequestrenante.

Tra queste sostanze la prima ad essere usata fu 1"EDTA,seguita
dallo EDDHA e dal DTPA.

Vengono Usate normalmente in veicolo acquoso e distribuite in
un soleo,che viene suUbito ricoperto di térra.Si possono usare
anche mediante 1 .firrigazione a goccia.con il vantaggio di dimi-
nuiré di molto la quantitd di prodotto da distribuiré.

Ciascun chelato presenta un particolare comportamento nei vari
tipi di terreni:ad esempio il Fe-DTPA da i suoi migliori risul-
tati nei terreni sabbiosi e con pH circa uguale a 7,il Fe EDDHA
da buoni risultati ovunque,anche se il suo uso é limitato a cau-
sa dell"elevato costo.

c) Complessi ferrorganici:sono costituitU da rifiuti solidi or-
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ganici arricchiti o meno con ferro,derivanti da sottoprodotti
di origine animale e vegetale,e della lavorazione del legno (po-
1i flavonoidi e lignosulfonati).nonché della spazzatura di citta.
La loro efficacia é dovuta alia stretta affinitd con la sostanza
organica del suolo che,come é noto,ha una grande capacita nella
chelazione del metallo.Alcune prove sono State effettuate anche
usando carbone,lignite e torba.con risultati inferiori a quelli

ottenuti con i chelati sintetici,come il Fe-EDDHA.
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.Fig. n9o 1.- Correlazione positiva tra calcare attivo e
argilla.Limiti di resistenza teédrica di di-
versi portinnesti a contenuti crescenti di

argilla.
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DESCRIPCION RESUMIDA DE LA TECNICA ENOLOGICA DE LOS VINOS DE

JEREZ

Justo F. Casas Lucas

Centro de Investigacion, Desarrollo y Control de Calidad de Gonzalez Byass

S.A. de Jerez de la Frontera.

I.- INTRODUCCION

Hoy nos acompafian en nuestras 11l JORNADAS UNIVERSITARIAS SO-
BRE EL JEREZ, organizadas por la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Cadiz, los miembros de la Academia Italiana de la Vid y del Vino, la pri-
mera corporaciéon que se ha creado en el mundo para abordar el tratamiento
de los temas especificamente relacionados con la vifia y los vinos al nivel

de rango académico.

Ademas de las reuniones habituales en su sede oficial de Sie-
na, es costumbre de esta Academia celebrar varias '"tomatas" anuales en
regiones vitivinicolas previamente seleccionadas, durante las cuales inclu-
yen en sus programas alguna conferencia sobre la vitivinicultura y sus pro-

blemas en la region, generalmente expuestos por algin miembro de la misma.

Agradecemos muy sinceramente a la Academia Italiana de la Vid
y del Vino que haya sido Espafia el primer pais escogido para celebrar una
"tomata" extranjera, y Jerez la primera zona vitivinicola para reunirse en
ella y conocerla.

Pero al mismo tiempo algunos académicos han deseado participar

en nuestras Jornadas Universitarias, y asi ayer los profesores Usseglio -
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Tommasset y Fregoni han presentado sendas magistrales comunicaciones sobre
Enologia y Viticultura; al final de la presente sesién tendremos un infor-

me del Presidente Prof. Scaramuzzi.

Como consecuencia expresiva de la reciproca predisposicion y
colaboracion, hoy celebramos una sesién conjunta, por decisién de las Jor-
nadas Universitarias y de la Academia. Entre otras intervenciones y siguEn-
do la citada costumbre de la Academia, me ha sido encargada una exposicion
de las caracteristicas fundamentales que personalizan a la original y cla-
sica técnica enologica desarrollada en la crianza de los vinos de Jerez.
Perdonadme si hablo un apenas discreto italiano; verdaderamente me duele y
lamento que después de haber conocido y hablado de manera aceptable para un
extranjero esta rica y bella lengua en 1950 y 51, hoy la tengo casi olvida-
da, principalmente porque ocasiones de hablarla no se me presentan sino ra-
ras veces. Deseo, por tanto, aclarar a los muchos jerezanos presentes que
los temas que voy a tratar les son familiares; si tienen la paciencia de

soportarme iran oyendo citar ideas y cosas para ellos bien conocidas.

Es un gran honor para mi hablar de los vinos de Jerez a los
egregios miembros de la Academia Italiana de la Vid y del Vino. Tan presti-
giosa corooracién me distinguié acordando mi ingreso en la misma en 1966;
lamentablemente, solo recuerdo haber asistido a muy pocas reuniones, algu-
nas durante mi estancia en Italia en 1950 y 51, antes de tal distincién, y
otras mas recientes celebradas en Milan con ocasion del SIMEI. La Academia
Italiana de la Vid y del Vino es sin duda la institucion nacional de maximo
prestigio hoy en la ciencia y técnica de la vid y del vino. Nunca podré ol-
vidar los nombres insignes de Dalmasso, mi querido y gran maestro Garino-
Canina, Mensio, Tarantola, Garoglio, Malan, Castelli, etc.; los trabajos

en plena fecundidad de Usseglio-Tommasset (querido amigo desde hace mas de

veinticinco afios y una de las maximas autoridades de la enologia mundial
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contemporanea), Fregoni, Cantaren i, Florenzano, Carlone (joven Profesor

Adjunto de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Turin cuan
do yo era alumno de la misma) y tantos otros para los cuales he profesado

siempre una gran admiraciéon. En fin, son académicos los nombres mas ilustres
del mundo relacionados con la enologia y la viticultura, o bien la economia,

la historia o el comercio de los vinos o de su produccién.

Perdonadme si comienzo expresando una confidencia personal muy
sincera: después de mas de treinta afios trabajando sobre miltiples aspectos
de los vinos de Jerez, me resultan cada dia mas complejos e interesantes,al
tiempo que encuentro en su estudio una proporcién creciente de apasionantes
incégnitas, de factores y circunstancias que por el momento escapan a Suco-
nocimiento y comprension, lo que inevitablemente produce cierto desasosiego

y reto al investigador.

Entiendo que las causas de todo ello residen en la riqueza,ori_
ginalidad y peculiaridad de los caracteres organolépticos de estos vinos,la
variedad de tipos y calidades a que pueden dar lugar sus originales técni-
cas y la singularidad cientifica que algunos de sus procesos pueden ofrecer

a los estudiosos.

Tal riqueza, originalidad y variedad han motivado incontables
preguntas que en las mas diversas ocasiones me han dirigido investigadores,
técnicos, historiadores, aficionados o amigos de los vinos, escritores,gas-
trénomos, personas con mente inquisitiva o simplemente curiosa, estudiosos

en general, etc.

Pero al mismo tiempo su prestigio y universalidad han inducido

a escribir sobre los vinos de Jerez a muchos autores en las mas diversas
partes del mundo. Algunos, bien conocidos, a los que tenemos que agradecer

su honradez intelectual ejemplar, buscando en el complejo mundo del jerez
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las verdades auténticas con métodos de estudio planteados con el maximo ri-
gor cientifico. En otras ocasiones se han tratado estos temas con suma li-
gereza y no poco desconocimiento; se han escrito tantos errores, despropé-
sitos, inexactitudes, etc., que después de leer la mayor parte de lo pubi
cado (incluso a veces por destacados endlogos) pienso que no es facil para
un extranjero comprender claramente la realidad, adquirir en breve espacio
de tiempo algunas ideas precisas sobre las lineas basicas de trabajo en las
bodegas de Jerez asi como, sobre todo, lo que hoy creemos pueda ser su in-

terpretacion enoldgica mas probable.

Por tanto, una sintesis fidedigna y breve de los rasgos funda®
mentales de las técnicas y conocimientos enolégicos de los vinos de Jerez
sera mi objetivo en la presente exposicién, convencido, por mi parte.de que
no puede ser exhaustiva ni recoger todos los casos y variantes y de que la
ciencia y la técnica estan siempre en continua evolucion por lo general pro
gresiva; lo que exponga con caracter descriptivo aunque no sea norma técni-
ca Unica en la region, creo es bastante valido; todo aquello que pueda con
siderarse interpretativo no tiene otro valor que el de mi punto de vista

actual.

I1.- LAS LEVADURAS DE ™"FLOR™

Para aclarar las ideas sobre los vinos de Jerez (en inglés vy
en general en el mundo "sherry") diré enseguida que toda su original tecno-
logia estd basada en un hecho espontaneo en esta regién: si un vino con gra
do alcohélico aproximadamente no superior al 16 % en volumen se deja en con
tacto con el aire, en cualquier clase de recipiente sin llenar, a una tem-

peratura media que puede estimarse en lineas generales entre 14 y 22 gra-
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dos centigrados, al cabo de pocas semanas se observan algunos puntos blan-
cos en su superificie, que van inevitablemente aumentando de numero y cre-
ciendo de tamafio hasta unir por completo sus bordes, constituyendo una es-
pecie de "velo”, "film" o "nata" que recubre toda la superficie del vino y
que llega a formar pliegues y adquirir el aspecto de una capa rugosa de a]_

gunos milimetros de espesor.

El citado velo puede permanecer varios afios sobre el vino,dat
do lugar a notables transformaciones en sus componentes, lo que se refleja
en las peculiares cualidades organolépticas que van apareciendo y evolucio
nando con el tiempo, conduciéndole hacia un vino sumamente fino y distin-

guido.

El fenomeno natural es conocido desde hace algunos siglos en
esta region, ha sido utilizado empiricamente para aplicarlo de diversas for
mas a los procesos industriales deelaboracién de los vinos de Jerez, desa
rrollando una gama de calidades detal interés y prestigio quehan traspa-
sado nuestras fronteras para ser estudiadas y adaptadas de muy oiversas ma

fleras en las mas lejanas zonas vitivinicolas del mundo.

Desde que es conocido en Jerez, se ha llamado a este velo Ila
"flor", y al tiempo de varios afios durante el que actla, la "crianza de
flor". Crianza significa en italiano "allevamento™. Nunca, pues, mejor uti-
lizado el nombre de crianza en enologia, puesto que unos organismos Vivos
estan "criando" el vino durante untiempo en el que sin supresencia y ac-
tividad tendria lugar un simple proceso de envejecimiento. Por este motivo

se conoce también con el nombre de "envejecimiento bioldgico™.

¢Cuales son las noticias mas verosimiles que hoy tenemos sobre

todo ello?
Aungque no soy microbiélogo ni mucho menos taxénomo, intentaré
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ofrecer ui resumen del desarrollo histérico de las ideas sobre el aspecto

microbioldgico del tema.

Los primeros ensayos de explicacién o interpretacion del curio
so fenémeno aparecen ldgicamente en la segunda mitad del siglo XIX. Se re-
fieren siempre a observaciones macroscopicas de los velos que algunos auto
res consideran formados por levaduras pertenecientes al género "Mycoderma",
aunque también dejan constancia de sus dudas y poca verosimilitud, ésta ul_

tima en funcion de los resultados enolégicos de su actividad en el vino.

En 1930 se ocupa Marcilla de las levaduras de "flor" y encuen
tra que pertenecen al género "Saccharomyces', pero no continla de momento
sus trabajos, sino que propone un estudio completo que realizarda mas tarde
en colaboracién con Alas y Feduchy. El ultimo me inform6é personalmente que
Marcilla lizo una comunicacidn verbal sobre sus conclusiones con ocasion
del 111 Congreso de la Oficina Internacional del Vino celebrado en Roma en

1932.

En 1933 visitan la regién de Jerez dos investigadores soviétj
eos, Guerasimov y Prostosserdov, se interesan por el tema y recogen algunas

muestras de velo de "flor" que llevan a su pais.

En los afios inmediatos tanto Marcilla, Alas y Feduchy en Espa
fla, como Prostosserdov y Afrikian en la Unidn Soviética, estudian y clasi-
fican las levaduras de "flor", al parecer sin tener conocimiento ninguno

de los dos equipos de los trabajos simultaneos del otro.

Ambos lIlegan a la conclusién incontestable de que las levadu-
ras de "flor" pertenecen al género "Saccharomyces"; pero mientras Marcilla,
Alas y Feduchy crean para ellas una nueva especie a la que llaman "beticus"
(dentro de la cual establecen tres razas alfa, beta y gamma), Prostosserdov

y Afrikian también encuentran diferencias taxonémicas con las especies por
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entonces aceptadas (que por cierto no coinciden con las descritas per —
cilla y colaboradores), y estiman a su vez que corresponde considera—-,
como una nueva especie para la que, en honor a Jerez de donde proceden,pro
ponen el nombre completo de '"Saccharomyces Xeresiensis o Cheresiensis".
Schanderl en Alemania, en 1936, confirma experimentalmente la clasifica-

cion de Marcilla.

Levaduras de "flor" tomadas de diversas bodegas y zonas han
sido estudiadas en épocas mas recientes por diversos investigadores, quie-
nes basandose en lineas generales en los criterios de la escuela taxondémi-
ca de Delft (en la que han ido trabajando sucesivamente Stelling, Dekker,
Diddens, Lodder y ultimamente Kreeger-van Rij) las han clasificado siempre
como género Saccharomyces; pero, ademas de "beticus" y 'xeresiensis'", han
ido creando o adscribiendo sus especies entre las siguientes: "oviformis",
"fermentati’, 'chevalieri', "montuliensis", "hispanica', '"gaditensis"V"cor
dubensis', "bayanus'", etc. Las diferencias en la clasificacidn aparecen
fundadas unas veces en el distinto comportamiento de las levaduras estudia
das en pruebas metabdlicas con valor taxonémico y otras en el criterio de

apreciacion de este valor.

Sin embargo, Kreeger-van Rij considera varias de ellas (quiza
las mas tipicas levaduras de "flor'™) como sinénimas de "Saccharomyces baya
flus'. Dados los evolutiva y progresivamente cambiantes criterios taxonémi-
cos, tomese todo lo dicho como desarrollo histérico pasado y admitamos la
posibilidad de nuevas clasificaciones, sinunimias y reducciones o limita-

ciones.

En vista de que la mayor parte de las levaduras citadas se

comportan como tipicas de "flor", mientras hay estirpes o cepas de las mis_

mas especies que no son conocidas hasta la fecha por su capacidad para for

mar velo, cada dia son mas los investigadores que aunque nos dan el género
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y especie que consideran oportuno en cada caso, las denominan generalmente
levaduras de "flor-" o levaduras de Jerez; concretamente en la literatura

inglesa es frecuente leer "flor yeasts" o "jerez yeasts".

Dejemos a los estudiosos de la taxonomia estos problemas y
centrémoros en los aspectos enolégicos, porque lo que puede afirmarse como
rigurosamente cierto es que las levaduras estan en nuestras bodegas, forman
los velos, crian los vinos, les comunican caracteristicas y cualidades orga
noléptices sumamente originales y distinguidas y, en fin, constituyen la ba

se sobre la que se ha edificado la técnica de crianza de los vinos de Jerez.

Veamos a continuaciéon algunos de los aspectos principales de

su actividad.

I11.- NATURALEZA REDUCTORA DE LA CRIANZA DE "FLOR™

Imaginemos un tonel (en Jerez Illamamos bota) de roble americci
no de unos 600 litros de capacidad que contiene aproximadamente 600 litros
de vino y unos 100 litros de aire. Supongamos que en la superficie del vi-
no se ha desarrollado un velo de "flor", y que en la boca de la bota hay

un tapon ligeramente superpuesto.

Una primera circunstancia observable antes de llegar al vino
es que el aire que ocupa la parte alta de la bota se va empobreciendo en
oxigeno, al tiempo que aparece un incremento en su contenido en anhidrido
carbénico, hasta que por trasiegos u otras operaciones se produce una re-
novacion de la atmésfera de la bota. Quiza esta circunstancia, que consi-
derada aisladamente nos dice que alli tiene lugar algin proceso de oxida-
cion, ha inducido a muchos autores a escribir sobre la fase oxidativa de

la levadura (por contraposicion a la fase fermentativa) y a considerar el
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proceso de crianza como un proceso de oxidacién del vino.

Lo verdaderamente interesante de la levadura de "flor" es que,
terminada la fermentacion alcohdlica del mosto y agotados los azucares fer
mentescibles, tiene la capacidad de desarrollarse en la superficie del vi-
no y permanecer alli en una fase de vida aerobia, en la que, ademas del oxi
geno del aire, utiliza, metaboliza o transforma algunos componentes del vi
no, con las consecuencias organolépticas para este vino que ya hemos cita-
do de paso, y que resumiremos en lo posible en sus principales aspectos mas

adelante.

Es curioso que el velo entero de una bota no metaboliza en to
do un afio mas alld de unos pocos gramos de componentes organicos del vino,
segin lo que conocemos, con lo que resulta que una tan relativamente impor
tante cantidad de biomasa, como vereis mafiana al visitar la bodega, se de-

sarrolla y vive con un consumo realmente infimo de materiales asimilables.

Creo fué Bobadilla (quien con Quirdés, Serrano, Freyre y Nava-
rro estudiaron algunos aspectos de los mostos y vinos de Jerez en 1943-54)
el primero en considerar que el color amarillo palido que el vino mantiene
durante su crianza s6lo podia explicarse si se admitia que no era un proce
so oxidativo; su interpretacidn principal fué que el velo actia como una

capa aislante entre el vino y el oxigeno del aire.

En 1961, en colaboraciéon con Arnedo y Regife, determinamos el
potencial redox del vino bajo velo en numerosas botas y circunstancias.aem
pre industriales, en varias bodegas de Jerez. Algunos de los resultados fi_
guran en un informe sobre fendémenos redox en los vinos presentado al X Con
greso de la Oficina Internacional de la Vifia y del Vino celebrado en

Thilissi, Unién Soviética, en 1962.

Aunque en puro rigor fisico-quimico las medidas de potencial
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redox solo alcanzan su pleno significado cuando se refieren a sistemas re-
versibles inmediatos en sus respectivas reacciones e intercambios con el
electrodo de platino, las medidas en vinos, tomando las debidas precaucio-

nes, tienen para ciertos casos un valor suficientemente orientativo.

Nosotros encontramos que en los vinos oxidados los potencia-
les redox eran siempre superiores a 420 milivolts expresados frente al elec
trodo normal de hidrdégeno. En cambio en los vinos bajo velo no superaban
nunca los 380 mV. A lo largo de numerosas medidas en vinos en plena crian-
za de "flor", realizadas tomando las debidas precauciones, en diferentes
bodegas y épocas del afio, obteniamos como datos mas frecuentes de 320 a 360

milivolts.

Algunos estudios realizados, casi siempre en laboratorio, en
diversos paises (Universidad de California, Australia, Unidén Soviética y

Sudéafrica), han conducido a datos potenciales redox proximos a los citados.

Nosotros quisimos conocer la influencia que tenia para el vino
su alejamiento del velo en el proceso de crianza; un ejemplo muy frecuente
era que si el vino inmediato inferior o contiguo al velo daba 340 mV.,éste
aumentaba ligeramente a medida que el vino se alejaba de la superficie, @
ra ser del orden de 350-360 mV. hacia la mitad de la altura del vino en la
bota; sorprendentemente, al continuar el alejamiento del velo descendia el
potencial redox, para llegar a ser en el vino proximo al fondo de unos 300-

320 mV., alcanzando algunas veces los 280 mV.

Aunque puede considerarse el citado como uno de los casos mas
frecuentes en nuestras medidas, no siempre se da esta ordenacion relativa
de resultados, en la que légicamente deben influir las circunstancias cli-
matolégicas o estacionales del momento en que se mide, asi como las fases

de maximo desarrollo de velo, las de hundimiento parcial o total del mismo
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y las de su evolucién en el fondo de la bota. Lo que si parece conclusién
firme es la constante medida de potenciales redox que evidencian la crian-

za del vino en estado moderadamente reducido.

En consonancia con lo anterior, también sucedia que a medida
que en un vino con su superficie limpia se iba cubriendo ésta con un velo

de "flor", iba descendiendo su potencial redox.

Todo parece indicar, por tanto, que el metabolismo de la leva®
dura es reductor con relacién al vino, que mantiene a éste en estado mode-
radamente reducido durante la crianza de "flor", y que los sedimentos que
se van acumulando en la bota al cabo de los afios, procedentes del hundimien
to periddico de trozos de velo (en Jerez estos sedimentos permanentes reci_
ben el nombre de "cabezuelas') no permanecen inactivos, sino que posible-
mente contribuyen a matizar organolépticamente el vino resultante del pro

ceso global y desde luego fortalecen su caracter reductor.

He dicho en diversas ocasiones, ante no pocos endlogos e inves®
tigadores, que es el Unico caso que conozco en el mundo de un vino blanco
gue puede permanecer mas de cinco afios en madera, ni siquiera tapada en fir
me, y que al final de tanto tiempo no tiene caracter de oxidado. Hasta la
fecha no he recibido comentarios desmintiéndolo. Pienso que esta circuns-
tancia es importante desde el punto de vista enolégico y hay que llamar Ila
atencion sobre los frecuentes errores que aparecen en la literatura de vi-

nos al tratar este punto.

IV.- PROCESOS PRODUCIDOS POR LA LEVADURA DE "FLOR™

Las levaduras son organismos vivos, que se encuentran en el vi

no de crianza en circunstancias muy duras para su vida; por tanto, son su-

mamente sensibles en su actividad y resistencia a los diversos factores fi_
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sicos y quimicos que sobre ellas de una manera natural actlan: grado de a]_
cohol; temperatura; anhidrido sulfuroso; acidez o pH; proporciones de los
componentes vinicos metabolizables; de factores de crecimiento; de posibles
productos naturales, formados o de desecho que les sean adversos; etc. De
ahi que el proceso global permanezca hoy dia insuficientemente conocido y

por tanto dificilisimo de dirigir hacia resultados matizados y precisamen-

te preestablecidos.

Entre los procesos parciales de los que tenemos mas noticias
podemos citar la transformacion de alcohol etilico en etanal o acetaldetl
do. Es conocido empiricamente desde finales del siglo pasado, pero en este
momento lo podemos explicar diciendo que actla como enzima catalizadora la
NAD (Nicotinamida-adenina-dinucleotido) o Alcoholdeshidrogenasa 11, que p*
sa a NADH. Es mas, un equipo del Instituto de Fermentaciones Industriales
de Madrid formado por Llaguno, Fernandez, M.D. Garrido y J. Garrido encuen
tran.en 1970 que las levaduras tipicas de "flor" contienen proporciones ele
vadas de la citada enzima. Los niveles de actividad de sus extractos libres
de células desarrolladas en los vinos de Andalucia son andlogos a los ex-
tractos de células cultivadas en medio sintético a la misma concentracion
alcohdlica, e investigan sobre la evolucion de los contenidos en la citada
enzima, en funcion de la edad del cultivo y del grado alcohélico. En 1972,
Fernandez, Garcia, Llaguno y J. Garrido aislan, en extractos libres de cé
lulas, Alcoholdeshidrogenasa 1, inducible por glucosa, responsable, como
es sabido, de la formacién de etanol a partir de acetaldehido durante la
fermentacion alcohdlica, y Alcoholdeshidrogenasa 1l (o ADH oxidativa) que
se induce nutricionalmente por etanol y es la que produce en los vinos la
transformacién bioquimica de etanol en acetaldehido. El contenido elevado
en ADH Il parece ser una cualidad especifica oe las levaduras tipicas de

"“Flor".
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Pero el acetaldehido, que sin duda se encuentra presente en el
bouquet caracteristico de los vinos de crianza de "flor" (aunque pienso que
pocas veces se identifica simplemente como tal en los vinos criados, sino
mas bien como si se le reconociera a través de sus derivados y formas de
evolucion), es un compuesto de enorme capacidad de reaccion por las vias
guimica y bioquimica; todo hace pensar que por ambas sufre transformacio-
nes importantes en los vinos que matizan su caracter. Las mas citadas has®

ta la fecha las podemos representar en el grafico n? 1.

En la direccion 1 esta representada su combinacion con el an
hidrido sulfuroso para dar acido etanolsulfénico; es una reaccién quimica
reversible con una constante de equilibrio que nos dice que cerca del 100%
de AcH esta combinado si se encuentra con el S02 en proporciones molécula
res aproximadamente iguales. Puesto que el contenido en S02 total de estos
vinos es muy bajo y el de AcH varias veces superior, podemos concluir que

en los vinos de crianza de "flor" no existe practicamente S02 libre.

La direccion 2 ha sido citada a finales de siglo pasado. A
ella han atribuido algunos investigadores la palidez caracteristica de los
vinos de crianza de flor. No esta demostrado que tenga intervencién en "
te sentido, ni sabemos si es reversible ni podemos decir mucho mas con se

guridad sobre la misma.

En la direccién 3 se representa la reaccién de una molécula
de acetaldehido con dos de alcohol etilico para dar dietilacetal. Cualquie
ra que sea la naturaleza de la formacidén del acetal durante la crianza, bio
quimica o quimica, se comporta en todo momento como un proceso quimico re

versible, regido totalmente por su constante de equilibrio.

El porcentaje de aldehido acetalizado es constante para el

conjunto de factores que intervienen en el equilibrio en cada vino, difi-
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ci lmente supera los 50-60 mg/L y desde luego no puede alcanzar las eleva-
das cifras que algunas veces aparecen en la bibliografia; sin duda éstas
han sido obtenidas con métodos analiticos poco especificos que valoran co

mo acetal otras formas de acetaldehido combinado.

El dietilacetal contribuye ciertamente al complejo bouquet de

estos vinos.

Con referencia a la direccién 4, dos moléculas de acetaldehi
do dan lugar a una condensacién acetoinica (es decir, por sus carboxilos)
formandose acetilmetilmetilcarbinol, también Ilamado generalmente acetoina
Creo debemos considerar este proceso de naturaleza bioquimica e igualmente

su reduccién en muy elevadas proporciones a butilenglicol o 2,3-butanodiol

La evidencia de esta cadena de reacciones surgié en los tra-
bajos complementarios de mi tesis doctoral en 1952, recogida en una comu-
nicacién que presenté al X Congreso Internacional de Industrias Agricolas

celebrado en Madrid en 1954.

Las conclusiones fueron ratificadas en 1955 en colaboracioén
con Arnedo y luego en 1959 por Saavedra y Garrido, quienes mas tarde si-
guieron la formacion de butilenglicol estudiando en laboratorio la acti-

vidad bioquimica de la levadura de "flor".

El investigador australiano Fornachon sefialé en 1953 la po-
sibilidad de una dismutacion de dos moléculas de acetaldehido en el vino
para formarse una de alcohol etilico y otra de acido acético, segun puede
verse en la direccion 5 del grafico. Parece que esta transformacion ocurre
ciertamente en la practica, quiza en mayor proporcién en verano, en que se
observa frecuentemente un descenso del contenido en AcH paralelamente a un
aumento muy limitado de acido acético y alcohol; pero el acido acético es

metabolizado normalmente por la levadura y si el proceso no tiene otras de
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rivaciones su trascendencia enolégica es secundaria y se limita principal-

mente a la que se deriva de la pérdida de acetaldehido.

La direccidén 6 nos recuerda que la oxidaci6n puramente quimi-
ca del acetaldehido a acido acético (a través de peroxidos o por el meca-
nismo quimico que sea) es inevitable, aunque resulta practicamente inapre
ciable a lo largo de la crianza, ya que al ser metabolizado el acido acé-
tico apenas tiene reflejo en la composiciéon del vino y no altera de mane-

ra sensiblemente medible los datos analiticos.

La compleja casuistica que de este cuadro de reacciones y eui_
librios se deriva, a la que hay que afadir las multiples transformaciones
todavia desconocidas, evidencian algunas de las razones de la diversidad
de matices que ofrece, en cuanto a caracteres organolépticos, la crianza de
"flor", sobre todo si se tiene en cuenta que nos estamos refiriendo a uno
solo de los grupos de reacciones que durante la misma tienen lugar. Por
otra parte, la acumulacidén de acetaldehido no es lineal ni regular en el
vino durante su crianza de "flor", sino que sufre alternativas a veces im
portantes, coincidiendo los maximos con la primavera y los minimos al final

del otofio.

Son transformaciones tipicas, también, durante la crianza de
flor, la “ormacidén de acido léactico, incluso en ausencia de &acido mélico,
que puede alcanzar mas de 20 mi liequivalentes/litro; la metabolizacidén del
acido acético, que puede bajar en su contenido final hasta cifras®"del orden
de 0,1 gramos/litro; el descenso continuo de la glicerina, que de 8 a 10
gr/litro en el vino del afio puede quedar en menos de 1 gramo/litro; la evo
lucion de los aminoacidos, de los cuales Carballo ha encontrado que la pro

lina llega a desaparecer en las manzanillas, etc.

Hay todo un mundo a estudiar, también, al que no parece haber
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se asomado nadie, en la autolisis de la levadura de flor. A lo largo de la
crianza el velo sufre cambios mas o menos periddicos, en razén principal-
mente de los movimientos de vinos en las botas (sacas, trasiegos, corridas
de escalas, rocios, etc.) y de la marcha de las estaciones climatologicas.
Existen diferencias notables de espesor, de actividad, e incluso inmersio
nes mas o menos periddicas, parciales o totales, del velo, asi como nuevos
desarrollos. Las inmersiones del velo contribuyen a la formacién de lias o
"cabezuelas" en el fondo de las botas, que ya hemos visto por las medidas
de potencial redox que no permanecen inactivas. En estas 'cabezuelas" se
encuentran diversos sedimentos naturales de los vinos, algunos de los cua
les pueden sufrir lentas evoluciones junto a levaduras de "flor" en fase

de autolisis o de esporificacioén.

En fin, la bibliografia endlogica contiene hoy miles de pgi_
flas dedicadas a la crianza de "flor". El verdadero problema, muchas veces,
consiste en "filtrar" esta montafia de ideas para entresacar, como el tiom
po lo ira haciendo, lo correcto de entre lo erréneo; lo realmente riguro-
so y fiable, que habra de confirmarse, de entre lo mucho que ain se nos

presenta como complejo, dudoso o desconocido.

V.- EVOLUCION DE LOS CARACTERES

El vino para crianza de flor debe ser extremadamente franco,
limpio y equilibrado, tanto en la nariz como en la boca, sano y exento de
toda clase de defectos, puesto que la crianza exalta la finura del vino de

la misma manera que refuerza algunos de sus defectos si los tiene.

Pero debe tener suficiente cuerpo, ya que los procesos bio-
quimicos de la levadura le van a empobrecer en este sentido.

La pérdida de &cido acético durante la crianza le quita esa
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minima dureza que este componente en contenidos normales aporta, mientras
la desaparicion casi total de la glicerina le transforma en un vino de a&"

pecto ligero, fluido, &gil, alegre en la copa y flexible en la boca.

Se aprecia en el vino recién sacado de la bota de crianza un
trasfondo de levadura mas o menos evolucionada en su bouquet, que se pier-
de con la clarificacion y filtracion, pero del vino siempre emerge, con
distintos matices, un complejo aroma sumamente peculiar y caracteristico,
al que Ilamamos "punzante" (palabra de dificil traduccién a otro idioma)
para expresar con precisién el caracter tipico del vino de crianza de
"flor" que todo lo domina, y que es, con mucho, el aroma mas volatil que

recuerdo haber encontrado en los vinos que conozco.

Un buen vino de "flor", bien criado, siempre sera una obra
maestra de la enologia, en cualquier escuela enolégica que se considere, y
esto no lo digo yo, sino que me lo han confirmado en la bodega personalida®
des enoloégicas tan destacadas como Ribereau-Gayon, Peynaud, Amerine, Ga-
roglio, Puissais, etc. algunos de las cuales lo han escrito en revistas,

en los fondos de las botas o en los libros de honor de las bodegas.

VI.- EL SISTEMA DE SOLERAS O DE SOLERA Y CRIADERAS

No es costumbre, salvo en la fase inicial, dejar largo tiem
po el vino en un mismo envase. Por el contrario, el vino va envejeciendo
a través de su permanencia en diversas botas, con trasvases parciales pre
establecidos en tiempo y proporcion, de acuerdo con el clasico sistema de

soleras de Jerez.

Se entiende por sistema de soleras no sélo la disposicion de

las botas, colocadas en filas superpuestas, de las cuales cada fila hori-
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zontal, que recibe el nombre de escala, contiene vino en grado homogéneo
de crianza, sino también, y quizd fundamentalmente su régimen de funcio-
namiento; es decir, la técnica o el método de trasvases o trasiegos, siem
pre parciales, a que se somete el vino y que hacen que en el curso de su
envejecimiento y en su salida al mercado se distribuya de una manera muy
extendida en el espacio y en el tiempo; con ello se trata de conseguir ho
mogeneidad en cada escala y, por tanto, la mayor uniformidad posible en
edad media y caracteristicas organolépticas del vino que peridédicamente sa

le al mercado.

Como puede verse en las fotografias adjuntas lo normal en las
bodegas es que las botas se dispongan en tres o cuatro filas superpuestas,

aunque un sistema de soleras pueda tener mas escalas colocadas aparte.

La 1? escala o criadera que es la que estad mas proxima al sue
lo, llamada por ello solera, es la que contiene el vino con mayor grado de
crianza; de esta se toma el vino para el mercado y se reemplaza con vino
de la 29 criadera o escala; el vino sacado de ésta se reemplaza o rocia con

vino de la 39 y asi sucesivamente.

Por falta de tiempo no podemos entrar en detalles, pero diga®
mos que suelen hacerse de 3 a 4 sacas anuales, cada una de 1/3 a 1/4 del

contenido de la solera o criadera 19.

El sistema de solera y criaderas se presta a estudios matema
ticos interesantisimos sobre edades medias de los vinos y participacion en
las diferentes escalas de los procedentes de las diversas afiadas. Segun mis
noticias Backer, Amerine y Roessler, de la Universidad de California,fueron
los primeros en abordarlo en 1951 y 1952. Mas tarde, con caracter econdmica
han realizado diversos calcalos Garcia de Quevedo, Sanchez-Brifas y Colla-

do. Pérez Rodriguez lo ha tratado en las Il Jornadas Universitarias del Je
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rez en 1982. Con un calculo mas elemental e intuitivo, buscando su aplica-
cion sencilla a casos concretos, lo he considerado yo mismo en diversas

conferencias y publicado un pequefio resumen en 1980.

En Jerez, las condiciones climatolégicas son suficientes en
horas-sol y horas-grado termométrico para alcanzar normalmente la madurez
enolégica propia del Palomino, al menos hasta ahora y para lo que hasta la

fecha ha sido la carga normal de las cepas.

Hay diferencias ldégicas de unos afios a otros, pero no son, O
no han sioo hasta hoy, ni remotamente comparables a los casos de otras re-
giones en los que las uvas no todos los afios alcanzan su madurez enoldgica
Optima.

En cambio, las diferencias que pueden aparecer en la crianza
por la variabilidad que ésta ofrece, son mayores que las que tienen lugar

en los envejecimientos sin procesos biolégicos.

De ahi que en Jerez, sobre todo para la crianza de "flor",
esté indicado el sistema de soleras, aunque no fuera mas que desde este
punto de vista de la uniformidad del proceso, y, por tanto, de la constan

cia en caracteres del vino criado.

Pero ademas hay otra consideracion, exclusiva de la crianza
de flor. Las levaduras que llevan algunos afios en velo en un vino, van
consumiendo y agotando los micronutrientes (vitaminas, factores de creci-
miento, etc.); el vino, con el tiempo, se va empobreciendo, va criando mal
El sistema de soleras permite la incorporacion gradual a las escalas mas
viejas de una proporcion dosificada y constante de vinos mas jovenes, lo
que se traduce en un abastecimiento medido de micronutrientes para mante-

ner en un grado de actividad adecuada a las levaduras de "flor".
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VII.- ESQUEMA GENERAL DE LOS PRINCIPALES VINOS DE JEREZ

Hemos hablado hasta ahora de lo que podemos llamar la crian-
za de "flor" tipica, la que conduce al vino Ilamado FINO. Debemos afiadir
que el paso del tiempo tiene también una importancia decisiva para alcan-

zar la plenitud potencial de estos vinos.

Pero precisamente con el paso de los afios el velo empieza a
evolucionar y comportarse de manera diferente; la consecuencia practica es
que se van atenuando .progresivamente los procesos bioldgicos y van adqui-
riendo mayor importancia los fisico-quimicos. La direccion de la crianza
sufre un cambio que se dirije ahora hacia los vinos que Ilamamos AMONTILLA

DOS.

Aln siendo los mas originales los vinos de crianza de "flor"
tipica, la enologia jerezana es mucho mas que todo eso, de ahi la variedad
de tipos y calidades que se obtienen, por lo que sera conveniente conside-
rar algunos de los aspectos mas interesantes y frecuentes de la técnica
enolégica jerezana en general, enmarcados en el esquema resumido que figura

en el grafico num. 2.

La vendimia tiene lugar en Septiembre, la fermentacidén alco-
hélica tumultuosa dura unos dias y los procesos de acabamiento se prolon-
gan unos meses; a partir de Noviembre ya tenemos velo en todas las botas
y en Enero-Marzo se procede a una clasificacion organoléptica, bota por
bota o recipiente por recipiente, para eliminar los vinos que eventualmen-
te no rednen las condiciones ideales para la crianza e incluso destinar a
OLOROSOS los que se consideran mas adecuados por su estilo, 'gordura"™ y vi_
nosidad.

En tiempos que podemos considerar lejanos se solian alcohoH

zar los vinos a 15-15,59 y esperar a una segunda clasificacién, amas de un
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afio de distancia, para decidir definitivamente el destino de cada vino, a
crianza de "flor" o a envejecimiento no biolégico; hoy se suelen alcoholi-
zar inmediatamente después de la primera clasificacion los finos a 15-15,5?
para que se desarrolle la "flor" a este grado alcoh6lico, Ilevandose apro-
ximadamente a 18? los que se destinen a OLOROSOS, al objeto de evitar ya

todo desarrollo microbiologico.

Los FINOS siguen su proceso normal, anteriormente expuesto,
durante un tiempo que puede llegar hasta unos 5-7 afios, al cabo de los cua
les aparece la atenuacion creciente de los procesos bioldgicos y el vino
empieza a desarrollar el caracter AMONTILLADO. No se trata en realidad de
un prototipo como el FINO, sino de toda una gama segun se representa en el
grafico, gama que va desde vinos relativamente proximos al FINO hasta los
sumamente alejados del mismo, que fueron marcados indudablemente por los
procesos de crianza de "flor" en sus primeras etapas pero que se pueden lie
gar a encontrar tan evolucionados por el paso de los afios que solo se reco
nocen participando en un bouquet muy complejo, que en Jerez se suele decir
avellanado, pero que nunca alcanza a confundirse con el vino OLOROSO aunque
en cierto modo se aproxime. Hay etapas en las que presentan un caracteris-
tico aterciopelado en el paladar. Su grado de alcohol aumenta espontanea-

mente con el tiempo hasta alcanzar cuando son muy viejos los 22-23?7.

Si estos procesos en vez de desarrollarse en Jerez, tienen
lugar en Sanlicar de Barrameda, sobre vino procedente de sus vifias, no se
obtiene vino FINO sino MANZANILLA, y en vez de AMONTILLADO, la gama de
MANZANILLAS PASADAS, debido a las pequefias diferencias ecolégicas en sue-
los y microclima y algunas tantbién técnicas, que matizan de forma carac-

teristica sus caracteres organolépticos.

Siguiendo el esquema fundamental del grafico 2, al alcohol i
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zar los vinos a 18? se interrumpe la vida de la levadura, desaparecen los
procesos bioldégicos y nos queda un vino que envejece en madera pura y sim
plemente. Adquiere con el tiempo un gran cuerpo y vinosidad, se identifi-
can los derivados de los productos que el vino ha ido extrayendo a la ma-
dera, se dice que su aroma recuerda la nuez, y puede llegar a alcanzar con
el tiempo un bouquet muy agradable, rico, robusto, vinoso y a veces casi
balsamico. En la boca se aprecian todas estas circunstancias, se nota un
principio de dulzor (el poeta Julian Pematin lo describidé como fugaz impre
sion de dulcedumbre) que queda pronto inmerso en el sabor complejo, exhu-

berante y rico de matices del vino OLOROSO.

Al no envejecer bajo velo su color es oro oscuro, siendo el

del AMONTILLADO intermedio entre el del FINO y el del OLOROSO.

Hasta aqui nos hemos referido a lo principal de la técnica
de crianza y envejecimiento que podemos considerar originales de Jerez, que
es la que figura en la mitad izquierda del grafico representada por una es

pecie de triangulo abierto e incompleto.

Pero a lo largo de los afios se han desarrollado otras técni-
cas que podemos considerar complementarias y que colaboran a completar Ila

gran variedad de vinos comerciales que se elaboran en Jerez.

Asi por ejemplo, el mosto de uva puede ser calentado inmedia
tamente de su obtencion, a vapor o a fuego directo, hasta caramelizacion
parcial de sus azlcares. Se le adiciona una proporcién de mosto fresco
ra que fermente y obtenemos el Ilamado VINO DE COLOR que también puede en
vejecerse y que sirve para ajustar el color final de los vinos medios vy
oscuros asi como sus cualidades organolépticas a los tonos y caracteres de

seados.

Si se adiciona alcohol destilado de vino al mosto, después
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de iniciada la fermentacién, se obtienen vinos dulces naturales que pueden
ser objeto de envejecimiento y utilizarse para aportar alguna proporcién

de azlUcar a los vinos "médiums'.

Si sometemos la uva a soleo prolongado durante unos 20 dias
obtenemos una uva semipasificada, cuyo mosto fermenta parcialmente mientras
que la levadura lo resiste, o bien se detiene la fermentacién en sus ulti-
mas fases con eventual adicién de alcohol de vino. El producto resultante
es el Ilamado "DULCE PASA™ o PEDRO XIMENEZ (por obtenerse en épocas ante-
riores casi exclusivamente con esta variedad) que es en la practica un vi_
no complementario, que también puede envejecerse y que se usa en '‘coupage"

con algunos de los ya citados a los que comunica un caracter muy intere-

sante.

Vill.- EL RETO DEL "CABECEO"

Por ultimo y después de citar los principales modelos técni-
COS que se ponen en juego en Jerez para la crianza y el envejecimiento, dj_
gamos que con los vinos asi obtenidos, mas los dulces, P.X. y vinos de co-
lor, Jerez prepara y exporta una variedad interesante de vinos que mati-
zando los nombres clasicos o con los de PALE, DRY, MEDIUM, GOLDEN, CREAM,

BROWN, etc., constituyen una proporcion importante de su exportacion.

Creo que hay mucho que estudiar y escribir en defensa de un
elegante y oportuno 'coupage', "blend", 'cabeceo" (como se dice en Jerez)
o "mezcla"™ de vinos. El "coupage" es una préactica enoloégica universal, in
cluso en muchos casos en proporcién muy superior a lo que.generalmente se
dice. Es un hecho cierto que a través de la tradicién, Ila ciencia, la ha-

bilidad, el arte, la experiencia y buen gusto de los catadores y hasta el
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azar a veces, un "cabeceo" bien efectuado da lugar a vinos de alta calidad

y dignidad.

Lo dicho para el jerez es aplicable a otros muchos vinos. La
técnica del 'cabeceo", '"coupage', '"blend" o "mezcla™, hay que afrontarla
con seriedad en la gran bibliografia de vinos, sin temor a enaltecerla en

proporcién a su utilidad técnica.

IX.- MATERIA PRIMA

Aunque haya quedado para el final, no cabe silenciar que to
do lo dicho es posible gracias a una materia prima apta en grado maximo; es
decir, una uva y un mosto que producen vino del afio realmente modélico en
su finura y limpieza organoléptica global; tanto por los extraordinarios
suelos de albariza, por las condiciones climatolégicas que se dan en los
diversos microclimas de la zona que se muestran verdaderamente ideales pa
ra estos vinos, por la eleccion de la variedad PALOMINO idénea en estos sue
los y climas, por la viticultura selecta que se ha ido desarrollando en e®
ta region, como por una vinificacién sumamente cuidada en sus miltiples a&"
pectos, sin todo lo cual no hubiera sido posible elevar el vino de Jerez a

su calidad y prestigio universalmente reconocidos.

X.- COMENTARIOS AL HILO DE LAS JORNADAS

En la conferencia inaugural de nuestras Jornadas el Profesor
Ifilgo, con sus profundos conocimientos sobre los vinos, adquiridos en gran
parte a través de sus multiples trabajos realizados durante muchos afios vy,
sobre todo, con su vocacién y preocupacion por la calidad, que sobrepasan

el mero conocimiento de los hechos técnicos para adentrarse por terrenos
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quasi-filoséficos, nos exponia sus consideraciones personales sobre lo que

él llamaba "vino ecolégico”™ y "vino tecnoldgico".

Pienso (y he oido varios comentarios coincidentes) que sus
palabras se prestan a ser interpretadas en el sentido de que los contrapone,
y, en este enfrentamiento, se muestra claramente partidario del primero y

critico hacia el segundo.

En fecha reciente se ha propuesto denominar "vinos de tecno-
logia" a los producidos en zonas vitivinicolas relativamente nuevas, obte-
nidos poniendo en juego una excelente seleccion de cepas y unas técnicas
sofisticadas de vinificacidon; a diferencia de los llamados *vinos de tra-
dicion”, consagrados por la misma, de los que cabe citar como ejemplos pa-

radigmaticos a los vinos con Denominacién de Origen.

Creo preciso decir, en honor a la verdad, que en estas moder-
nas zonas productoras de vinos se han realizado estudios viticolas y eno-
l6gicos ejemplares que han dado lugar a progresos indiscutibles, y se han
alumbrado conocimientos de validez general que enriquecen nuestro acervo

cientifico y técnico.

Entiendo que la interpretaciéon que da Ifigo a lo que denomi-
na "vino tecnoloégico" pudiera ser una extension o generalizacién de lo que
representan (desde el punto de vista técnico) los '"vinos de tecnologia”
citados. Pero si "vino ecoldgico” es, adoptando el ejemplo a que ha hecho
referencia, el fruto de un largo y complejo estudio de microbiologia eno-
logica, para conseguir vinos Optimos, sin adicién de anhidrido sulfuroso,
mediante una fermentacidn vinica con relevos previstos (programados con
medios técnicos) de levaduras de diferentes géneros y especies, las demos-
tradas idoéneas para cada caso y estadio fermentativo, resulta* evidente que

a ese vino habria que considerarle como un claro ejemplo de alta tecnologia.
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El vino ni es ni puede ser un producto directo de la natura-

leza; el liquido (?) que por rotura espontanea de las uvas se produciria

en un proceso estrictamente ecoldégico, en el que para nada interviniera el

hombre, no seria vino, sino vinagre en el mejor de los casos, ya que el fi.

nal de la cadena de interpenetrados procesos bioldgicos degradativos que

se implantaria me resulta indefinible.

Siempre he pensado que el vino debe ser lo mas natural, de

mejor calidad y mas higiénico que seamos capaces de hacer. Pero siempre se-

ra un resultado de la técnica, puesto que para su obtencién a partir de la

uva es indispensable un repertorio de actos técnicos que ha de realizar el

hombre. Y si estos actos técnicos tienen una base cientifica, como suele

suceder hoy, tendremos que admitir que trabajamos en general con procesos

tecnologicos.

Por cierto que, como ha escrito Michel de Guerry, "la era

tecnoldgica del vino significa que el hombre no es ya mero traductor de los

dones de la naturaleza, sino que alcanza la categoria de creador a partir

de la uva como materia prima, imprimiéndole su voluntad".

De mi reciente comunicaciéon, dedicada a la Academia Italiana

de la Vid y dei Vino, quisiera sacar alguna consecuencia relacionada con

la frase quiza mas sonora del Prof. Ifiigo que repitio con especial énfasis:

el vino es un mensaje de la tierra™. Me parece que hay mucho contenido

criptico en estas palabras. Nadie discutira que en el vino hay mensaje de

la tierra (los libros de enologia lo ilustran), pero el vino es mucho mas

y, en todo caso, tal mensaje es cifrado.

Nuestros antepasados, durante muchos siglos, trataron de

avanzar practicamente por entre los enigmas o misterios que la vitivini-

cultura les ofrecia empleando en grado maximo su observacion, reflexion,
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experiencia, intuicion, buen gusto personal, el famoso e histérico ensayo
y error, etc., y fueron transmitiendo de unas a otras generaciones las
ideas basicas empiricas adquiridas que los técnicos artesanos aplicaron

lo mejor que pudieron a seleccionar suelos y vides, cultivar éstas, ela-
borar vinos, conservarlos y envejecerlos. Y por este dilatado y laborioso
camino llegaron a los grandes vinos tradicionales que hoy disfrutamos, enaj_
tecemos y estudiamos. Por ejemplo, a partir de una variedad Unica de uva
(Palomino), cultivada en un marco de tierras relativamente homégeneas (va-
riantes de albarizas), con climas y microclimas aproximados, obtuvieron
vinos muy diferentes de gran originalidad y calidad, precisamente porque
desarrollaron procesos distintos y aptos para cada caso, segiun acabamos

de exponer.

Es indudable que en el vino hay caracteres enviados hasta el
mismo por la tierra. ¢(Como no, si en ella hunde sus profundas raices la vid
gue nos proporciona la uva?. Pero si llamamos mensaje a lo que de peculiar
cada tierra es capaz de transmitir a la uva y ha de aprovechar la enolo-
gia, hemos de darle una valoracién parcial frente a ese conjunto complejo
que es el vino y, desde luego, adjetivarle de cifrado. Descifrarle hoy es
mision de la ciencia, mientras aplicar ésta en general a todo lo relaciona-
do con la elaboracién de vinos corresponde a la tecnologia, por mucho que
una y otra deban -y deben - respetar y usufructuar a un tiempo los valores

ecologicos.
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