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Estilbenos como una alternativa sostenible al anhidrido
sulfuroso en vinos

Stilbenes as a sustainable alternative to sulfur dioxide in wines
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Concepcion Medrano-Padial?, Silvia Pichardo?, Tristan Richard® y Emma Cantos-Villar!
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Resumen. El anhidrido sulfuroso (SO2) es el conservante mas empleado en la industria agroalimentaria y
enologica por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Sin embargo, también es un alérgeno que
puede provocar problemas de salud en personas sensibles a él. Por otra parte, la madera de poda procedente de
los vifiedos es uno de los principales subproductos de la industria vitivinicola, con un volumen estimado entre
2 y 4 toneladas por hectarea y afio. Este subproducto viticola contiene polifenoles, entre otros estilbenos
bioactivos con propiedades saludables. En el presente trabajo se ha elaborado y caracterizado un extracto puro
de estilbenos obtenido a partir de madera de poda de la vid, para utilizarlo como alternativa sostenible al SO2
en la elaboracion de vinos blancos y rosados. Se evalu6 el impacto del extracto sobre la calidad de los vinos
(parametros enoldgicos, color, compuestos fenolicos y perfil sensorial) tanto en el embotellado y a los doce
meses del embotellado. En paralelo se evalud la posible toxicidad del extracto. Los resultados obtenidos
concluyen que el extracto puro de estilbenos, obtenido a partir de madera de poda de la vid, puede proponerse
como alternativa natural y sostenible al empleo de SO2 en la vinificacion de vinos blancos y rosados. Ademas,
el extracto no mostrd toxicidad ni in vitro ni in vivo.

Abstract. Sulfur dioxide (SO2) is the most widely used preservative in the food and wine industry due to its
antioxidant and antimicrobial properties. However, it is also an allergen that can cause health problems in
sensitive people to it. On the other hand, pruning wood from vineyards is one of the main by-products of the
wine industry, with an estimated volume of between 2 and 4 tons per hectare per year. This viticultural by-
product contains polyphenols, mainly bioactive stilbenes with healthy properties. In the current work, a pure
extract of stilbenes obtained from vine pruning wood was elaborated and characterized, to be used as a
sustainable alternative to SO2 in the production of both white and rosé wines. The impact of the extract on the
quality of the wines (oenological parameters, color, phenolic compounds and sensory profile) was evaluated
both at bottling and after twelve months bottle. The results conclude that the extract rich in stilbenes obtained
from vine pruning wood can be proposed as a natural and sustainable alternative to the use of SO2 for white
and rosé wines, since the produced wines accomplish with the quality and food safety criteria. Moreover, the
extract did not show toxicity in vitro or in vivo.

eficiencia depende del pH del vino [5], ii) dosis altas de
SO, libre pueden neutralizar los aromas varictales

1 introduccién

El anhidrido sulfuroso (SO,) es el conservante mas
utilizado en la industria agroalimentaria y vitivinicola por
las numerosas propiedades que presenta. Tiene efecto
antioxidante [1], antioxidasico [2], antiséptico frente a
levaduras y bacterias que deterioran la calidad del vino
[3], extractante, aumentando la concentracion de
compuesto en la maceracion de los vinos rosados y tintos,
y floculante o clarificante [4].

Sin embargo, el SO, presenta serios inconvenientes
que son limitantes a la hora de su uso: i) su actividad y

deseados y producir la formacién de compuestos con
olores defectuosos a “reduccion” como el sulfuro de
hidrégeno (H»S) [2, 6] y iii) es un alérgeno que puede
producir reacciones alérgicas tales como dermatitis,
urticaria, angioedema, diarrea, dolor abdominal,
broncoconstriccién y anafilaxia, en personas sensibles a
¢él. Ademas, su efecto es acumulativo en el organismo [7,
8].
En 2016, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) realizd un estudio acerca de la
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exposicion del consumidor al diéxido de azufre-sulfitos
(E220-228), por su uso como aditivo agroalimentario, en
6 grupos de poblacion (bebés, nifios pequefios, nifios,
adolescentes, adultos y personas de més de 65 afios). Tras
este estudio la EFSA establecio una Ingesta Diaria
Admisible (IDA) de 0,7 mg/de SO./kg de peso corporal y
dia en todos los grupos de poblacion [9]. Actualmente
estamos a la espera de nuevos datos que concluyan sobre
la seguridad del consumo de sulfitos segun una noticia
publicada en la pagina web de la EFSA el pasado 24 de
noviembre de 2022.

Debido a los problemas de salud que ocasiona el
consumo de productos que contienen SO,, su empleo en
la industria agroalimentaria y enoldgica esta regulado y la
tendencia actual es disminuir su concentraciéon. Segun el
Reglamento de la Comisiéon Europea (CE) N° 606/2009
de la Comision del 10 de julio, los limites del contenido
total de SO» en los vinos, no podran exceder de 150 mg/L
para los vinos tintos y 200 mg/L para los vinos blancos y
rosados. Al mismo tiempo, la dosis maxima recomendada
por la OIV es de 150 a 400 mg/L de SO, total
dependiendo del tipo de vino y de su contenido de
azucares residuales [10]. En el caso de los vinos
ecoldgicos, el contenido maximo de SO, se reduce a 100
mg/L para los vinos tintos y 150 mg/L para los vinos
blancos y rosados (Diario Oficial de la Union Europea,
Reglamento 203/2012 de 8 de marzo).

Por otra parte, la normativa europea (Reglamento n°
1991/2004) obliga desde el 19 de noviembre de 2004 a
los productores, a incluir en el etiquetado de los vinos
“contiene sulfitos”, “contiene anhidrido sulfuroso” o
“contiene didxido de azufre”, cuando el nivel de SO, total
exceda de los 10 mg/L.

Debido principalmente a los problemas que ocasiona
el SO, sobre la salud, en la ultima década y en la
actualidad, las investigaciones se han centrado en la
busqueda exhaustiva de otros conservantes y tecnologias
innovadoras, inocuas para la salud, que puedan
reemplazar o sustituir, al menos en parte, los niveles de
SO en el vino, garantizando su estabilidad microbiana y
protegiéndolo de la oxidacion sin mermar la calidad del
vino. Se han estudiado alternativas fisicas, quimicas y
bioquimicas, la mayoria con efecto antimicrobiano en los
vinos pero con ninglin o escaso efecto antioxidante como:
el campo eléctrico pulsado (PEF) [11], la técnica de
ultrasonidos [12], la alta presion hidrostatica (APH) [13]
y la luz ultravioleta [14], los complejos de plata [15], el
dicarbonato de dimetilo (DMDC) [16], el quitosano [17],
las bacteriocinas [18], las levaduras no-Sacharomyces
[19] y la lisozima [20].

El glutation también ha sido propuesto como
alternativa al SO, por sus propiedades antioxidantes. En
2015, la OIV aprobo el empleo de glutation (GSH) con
una concentracion maxima de 20 mg/L (Resolucion OIV-
OENO 445-2015 [21].

Los compuestos fenodlicos de origen vegetal han
atraido de forma considerable la atencion como posibles
alternativas al SO,, debido a sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, ademas de sus efectos
protectores sobre la salud. En las tltimas dos décadas, se
han estudiado las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de extractos fendlicos de diferentes

origenes vegetales: de piel de almendra y hoja eucalipto
[22] de rabano negro [23], de taninos enologicos [24], de
hidoxytirosol [25] y de raspones de uvas [26]. Sin
embargo, la mayoria de estos extractos afectaron al
analisis sensorial de los vinos.

Los estilbenos son compuestos polifendlicos que se
encuentran de forma natural y en diferentes
concentraciones en las uvas, mostos y vinos (0-5 mg/L)
[27]. A estos compuestos, principalmente al FE-
Resveratrol se le atribuyen propiedades cardioprotectoras,
anticancerigenas, antienvejecimiento, neuroprotectoras y
antiobesidad [27, 28]. Estos compuestos bioactivos se
encuentran en todas las partes de la vid, y en mayor
concentracion en la madera de poda.

Anualmente, en el vifledo se generan entre 2 y 4
toneladas por hectarea de madera procedente de la poda
de la vid, dependiendo de la variedad, densidad de
plantacién, vigor de las plantas y las condiciones
climaticas [29]. Este subproducto, rico en compuestos
bioactivos, y actualmente sin valor econdmico, se elimina
de los vifiedos 1) mediante la quema en el propio vifiedo,
o ii) realizando enmiendas orgénicas en el propio vifiedo,
aunque con los problemas actuales de hongos de madera
hacen poco recomendable esta practica [29].

Estudios previos con un extracto comercial elaborado
a partir de madera de poda (Vineatrol®, Actichem,
Francia) que contenia un 29% de riqueza en estilbenos,
protegia a los vinos de oxidaciones y posibles
contaminaciones microbianas con la misma eficiencia
que lo hacia el SO,. Sin embargo, y especialmente en el
caso de los vinos blancos, la adiciéon del extracto
modificé las propiedades organolépticas, asi como el
perfil olfatométrico de los vinos [30, 31]. Dichos
trabajos concluyen que era necesario aumentar la riqueza
en estilbenos del extracto con el fin de aumentar las
propiedades conservantes de este, y asi i) poder disminuir
la dosis de extracto necesaria a afiadir en el vino, ii)
disminuir y/o eliminar los efectos negativos del extracto
sobre la calidad del vino.

El objetivo de este trabajo fue elaborar y caracterizar
un extracto rico en estilbenos a partir de madera de poda
de la vid, para utilizarlo como una alternativa sostenible
al SO, en la elaboracion de vinos blancos y rosados.

2 Materiales y métodos

2.1 Obtencion y caracterizacion de extractos
ricos en estilbenos

El extracto de estilbenos se elaboro a partir de madera de
poda de la vid, en colaboracion con el Laboratorio MIB
de la Unidad de Investigacion en Enologia (UMR OENO
1336, Univ. Bordeaux), que pertenece al Institut des
Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV) de la Universidad
de Burdeos, siguiendo el protocolo de [32] con algunas
modificaciones. La identificacion y cuantificacion de
compuestos de cada fraccion obtenida (F1-F6) mediante
CPC se realizo por UHPLC-ESI-MS/MS, mientras que la
identificacion y cuantificacion de los estilbenos de las
fracciones obtenidas se realizd mediante HPLC-DAD
segun la metodologia descrita por Guerrero et al., 2010.
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2.2 Caracterizacion del extracto ST99

La caracterizacion quimica del extracto ST99 se realizo
mediante HPLC-DAD siguiendo el protocolo descrito por
[34]. La composicion volatil del extracto se realizd
siguiendo el protocolo descrito [35].

El efecto antimicrobiano del extracto se realizd
siguiendo el protocolo descrito [36]. Para inhibir el
crecimiento de las levaduras se emplearon dosis de
extracto de 30 a 500 mg/L, mientras que para las
bacterias las dosis utilizadas fueron de 30 a 900 mg/L. La
inhibicion del crecimiento microbiano se evalué mediante
el parametro ICsp, el cual nos indica la concentracion
necesaria para inhibir el 50% del crecimiento microbiano.

2.3 Toxicidad del extracto ST99

La toxicidad del extracto ST99 se evalud siguiendo las
recomendaciones de la EFSA [37] y las guias de la
OCDE, segun el protocolo descrito por los autores [39,
40].

2.4 Elaboracion de vinos blancos

Los vinos blancos se elaboraron con la variedad Verdejo
segun el procedimiento descrito por los autores [41].

A los mostos se les aplicaron los siguientes
tratamientos por triplicado: CT: sin conservantes, SO»: se
afladié 80 mg/L de SO,, GSH: se afiadio 20 mg/L de
GSH, ST99: se anadi6 40 mg/L de extracto ST99, ST99-
GSH: se anadi6 40 mg/L de ST99 y 20 mg/L de GSH.

Los parametros enologicos (Abs 470 nm, acidos
organicos y acetaldehido) se determinaron en el
embotellado y a los doce meses del embotellado segiun
los métodos oficiales [41].

El analisis sensorial de los vinos se realizd en copas
negras en el embotellado y a los doce meses con un panel
de catadores formado por 12 jueces (7 mujeres y 5
hombres) con edades comprendidas entre los 35 y 65
aflos segun la metodologia descrita por los autores [40].

2.5 Elaboracion de vinos rosados

Los vinos rosados se elaboraron con la variedad Syrah
segun el procedimiento descrito por los autores [42].

A los mostos se les aplicaron los siguientes
tratamientos por triplicado: CT: sin conservante, SO: se
afiadi6 80 mg/L de SO,, GSH: se afiadi6 20 mg/L de
GSH, ST99: Se afiadi6 60 mg/L de extracto ST99, ST99-
GSH: se anadié 60 mg/L de ST99 y 20 mg/L de GSH.

Los parametros enoldgicos se determinaron en el
embotellado y a los doce meses del embotellado segin
los métodos oficiales [41].

La identificacion y cuantificacion de los polifenoles
en el vino rosado se realizd6 mediante HPLC-DAD en el
embotellado y a los doce meses del embotellado
siguiendo el protocolo descrito por Guerrero et al. (2009)
con algunas modificaciones.

La identificacion y cuantificacion en el embotellado y
a los doce meses del embotellado del glutation (GSH), el
producto de reaccion de la uva (GRP) y los acidos
hidroxicinamicos se realizdo mediante UPLC-MS segun el
método descrito [44].

A los doce meses del embotellado se realizd un
analisis metabolomico de los vinos rosados mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con un
espectrometro Avance III (Bruker, Francia) siguiendo la
metodologia descrita por los autores [45, 46].

2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el
software Statistix version 9.0 (Analytical Software,
Tallahassee, FL, EUA). Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) y utilizé la prueba de Tukey para comparar
todas las muestras analizadas cuando se observaron
diferencias significativas por ANOVA (p < 0,05). Los
datos de la andlisis metabolomico fueron procesados
siguiendo el protocolo descrito por los autores [45, 46].

3 Resultados y Discusién
3.1 Obtencién y caracterizaciéon de extractos
ricos en estilbenos

A partir de los sarmientos de vid, y tras su extraccion y
fraccionamiento, se obtuvieron un total de 6 fracciones
denominadas F1, F2, F3, F4, F5 y F6 (Fig. 1).

2500

F5

2000 A F1 F2 F3 F4 F6

g

Arbitrary unit
S
8

g

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Time (mn)

Figura 1. Identificacion de las fracciones obtenidas por CPC.

Los estilbenos mayoritarios identificados en cada
fraccion y el porcentaje total de estilbenos de cada
fraccion se muestran en la tabla 1.

La fraccion F1 se desecho por haber detectado
estilbenos a muy baja concentracion (trazas).

Se decidié seleccionar la Fraccién F5, renombrada
como ST99 para emplearla como alternativa al SO en la
elaboracion de vinos blancos y rosados, por presentar una
mayor riqueza en estilbenos (99%) y por ser el extracto
con E-resveratrol, estilbeno ampliamente estudiado al que
se le atribuye alta capacidad antioxidante y
antimicrobiana [47]. Ademds, se ha descrito que la
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E-e-viniferina, dimero del resveratrol, presenta una
capacidad antioxidante mayor que la del resveratrol [32].

Tabla 1. Identificacion de los estilbenos mayoritarios en cada
fraccion por UHPLC-ESI-MS/MS.

Ademas, el extracto presentd frente a Brettanomyces
bruxellensis, un porcentaje de inhibicién de crecimiento
mayor al 50% a la dosis mas baja probada (30 mg/L).
Para el resto de las levaduras, fueron necesarias dosis mas
elevadas de extracto para inhibir su crecimiento.

Fraccién Estilben(?s %- Total Tabla 2. Datos de la ICso (mg/L) en vino del extracto ST99
mayoritarios estilbenos frente a levaduras y bacterias de interés enologico.
F1 - trazas
Ampelqpsina A Levaduras dosis: 30 a 500 mg/L  ICso (mg/L)
Palidol —
F2 . 29 Saccharomyces cerevisiae 1 n.e.
Miyabenol C .
: Saccharomyces cerevisiae 2 n.e.
Piceatanol .
P Brettanomyces bruxellensis wk
r2-Viniferina )
F3 Mivabenol C 36 Hanseniaspora uvarum 135,89
Y —— Zygosaccharomyces bailli 105
r2-Viniferina Candida zemplinina 254,46
F4 Miyabenol C 55
Piceatanol Bacterias dosis: 30 2900 mg/L  ICso (mg/L)
Fs E-¢-Viniferina Lactobacillus hilgardii 265,3
E-Resveratrol 99 Pediococcus pentasaceus 665,7
4-Viniferina Oenococcus oeni 624,7
Fé E-g-Viniferina 6 Acetobacter aceti n.e.

El rendimiento del proceso de extraccion de los
estilbenos a partir de la madera de poda de la vid fue del
5,5%.

3.2 Caracterizacion del extracto ST99

3.2.1 Composicién quimica de ST99

El extracto ST99 presentd como estilbenos mayoritarios
E-g-viniferina (70%) y E-resveratrol (18%) y en menor
concentracion  presentd  ®-viniferina,  r-viniferina,
miyabenol C, Z-e-viniferina y Z-resveratrol. La riqueza
final del extracto fue del 99%.

3.2.1 Composicion volatil de ST99

No se observaron compuestos volatiles en el extracto
ST99 tras el analisis del extracto mediante GC-MS Solo
se detectaron trazas de formaldehido, acido acético y
etanol, disolventes empleados en el analisis. Por tanto, el
perfil aromatico del extracto ST99 no afectard a la
composicion de los compuestos volatiles de los vinos.

3.2.1 Efecto antimicrobiano del extracto ST99 frente
a levaduras y bacterias

Las propiedades antimicrobianas del extracto ST99 son
clave para evaluar su eficiencia como alternativa al SO,
en el vino [8]. Se evalu¢ el efecto inhibitorio del extracto
ST99 frente a levaduras y bacterias que frecuentemente
participan en la vinificacion y deterioro del vino. La
inhibicion del crecimiento microbiano se evalué mediante
el parametro ICso (Tabla 2).

En cuanto a las levaduras, el extracto ST99 no tuvo
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae (Tabla 2), y por tanto no retrasaria el inicio de
la fermentacion alcohdlica (FA), como es deseable.

n.e., no tiene efecto, cuando la inhibicion del crecimiento
microbiano fue < 25 % a la méxima concentraciéon probada
(500 mg/L en las levaduras y 900 mg/L en las bacterias). **,
Cuando la inhibiciéon del crecimiento microbiano fue > 50% con
la minima concentracion probada (30 mg/L).

En cuanto al efecto inhibitorio del ST99 sobre
bacterias, en general, se necesitaron concentraciones mas
altas de ST99 para inhibir el crecimiento de las bacterias
que para las levaduras (Tabla 2). Cabe destacar que ST99
no tuvo efecto inhibitorio frente Acetobacter aceti, al
menos hasta la concentracibn maxima ensayada
(900 mg/L) (Tabla 2). Se han descrito diferencias en la
resistencia al SO, segun las cepas de Acetobacter [48],
por tanto, en la actualidad inhibir el crecimiento de A.
aceti en los vinos sigue siendo un reto.

3.3 Toxicidad del extracto

El estudio de la toxicidad del ST99 es fundamental para
garantizar la seguridad de los consumidores. Por ello, se
realizaron los estudios genotoxicos recomendados por la
EFSA [37]: el test de Ames OCDE 471, [49] y el ensayo
de micronucleos (MN) OCDE 487, [50]. Los resultados
obtenidos fueron contradictorios ya que en el test de
Ames, el ST99 no mostrd indicios de mutagenicidad,
mientras que en el ensayo de MN si se observaron efectos
genotoxicos a la concentracion mas alta ensayada (60
pg/mL) en presencia de enzimas hepaticas [38].
Considerando esta disparidad en los resultados, se
procedi6 al estudio de la genotoxicidad in vivo del ST99.
Aunque se observaron leves dafios histopatologicos, la
combinacion del ensayo de MN en médula d6sea y el
ensayo cometa en higado, estomago y sangre OECD 474
y 489, [51, 52] concluyo que el extracto no produce
dafios genotoxicos en estos organos. La presencia de
estilbenos en los organos diana se confirmé por UPLC-
HESI-MS, demostrando asi la exposicion a los
compuestos y confirmando por tanto la ausencia de
genotoxicidad [39].
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3.4 Elaboracion de vinos blancos
3.4.1 Parametros enolégicos

El color es un parametro clave en la calidad en los vinos,
especialmente en los vinos blancos. De hecho, la
oxidacion se detecta facilmente por el cambio de color de
verde y amarillo claro a tonos marrones y oscuros.

En el momento del embotellado, los vinos con valores
mas elevados de la absorbancia a 470 nm, coloracion
amarillo-marronacea, fueron los tratados con el extracto
ST99, solo o0 en combinaciéon con GSH, seguidos de los
vinos GSH, los vinos CT y finalmente los vinos con SO»
(Tabla 3). El extracto ST99 es de color marrén claro y
eso afectd desde su adiccion al color del vino.

En el momento del embotellado, ninguno de los vinos
tratados habia hecho la fermentaciéon malolactica (FML),
como es deseable en los vinos blancos. Sin embargo, a
los doce meses del embotellado los vinos CT y GSH
habian realizado la FML de forma espontanea, mientras
que los vinos tratados con ST99 (solo o en combinacion
con GSH) y con SO, inhibieron la FML (Tabla 3).
Resultados similares han sido descritos en vinos blancos
tratados con un 100% CO; y sin SO, también realizaron
la FML de forma espontanea [53].

La mayor concentracién de acetaldehido se encontrd
en los vinos tratados con SO, tanto en el embotellado
como a los doce meses del embotellado (Tabla 3), debido
a que el SO, se une de forma estable con este compuesto
activando la sintesis de acetaldehido por la levadura para
poder utilizarlo en su metabolismo [54].

Tabla 3. Parametros enologicos analizados a los vinos de
Verdejo.

Embotellado

CT SO, GSH ST99 ST99-GSH LS
Abs 470 nm 0,052° 0,030° 0,058 0,070° 0,068  ***
Acidez volatil (g/L AcH) 041 044 042 042 0,37 ns
Acido acético (g/L) 0.4 041 043 0,44 0,41 ns
Acido citrico (g/L) 021 021 02 022 021 ns
Acido malico (g/L) L6 159 16 162 1,61 ns
Acido lactico (g/L) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 ns
Acido tartarico (g/L) 217 247° 2,53 2,70 2,690 FF*
Acetaldehido (mg/L) 15,05° 31,56" 14,19° 12,85¢  1599"  ***

12 meses del embotellado
CT SO, GSH ST99 ST99-GSH LS

Abs 470 nm 0,068 0,040 0,075° 0,077%°  0,079°  ***
Acidez volatil (g/L AcH) 0,55 045 049 0,59 0,59 ns
Acido acético (g/L) 0,57° 040° 0,60° 048° 049%™  **
Acido citrico (g/L) 0,05 028 0,05 024° 020" **
Acido milico (g/L) 0,04° 144 0,02° 148 1460 *EE
Acido ldctico (g/L) 0,98 0,01 094 0,02° 0,020  H¥*

Acido tartarico (g/L) 246> 224° 257 271° 2,680 FF*
Acetaldehido (mg/L) 1,59 366" nd  11,70° 13,14 ***
CT, vino sin conservante; SO,, vino con 80 mg/L de anhidrido
sulfuroso; GSH, vino con 20 mg/L de glutation; ST99, vino con 40
mg/L de extracto ST99; ST99-GSH, vino con 40 mg/L de extracto ST99
y 20 mg/L de glutatién. Diferentes letras en superindice (a, b o ¢) para el
mismo parametro denotan diferencias significativas (p < 0,05). Analisis
de la varianza, nivel de significacion (LS): * (p < 0,05), ** (p < 0,01),
*#* (p <0,001); ns: no significativo.

3.4.2 Andlisis sensorial

En el momento del embotellado los vinos fueron
afrutados, con pocas diferencias significativas entre
tratamientos. La puntacion mas alta en los atributos de
fruta tropical y fruta de hueso la obtuvieron los vinos con
SO, y GSH, mientras que los vinos ST99 obtuvieron la
puntuaciéon mas alta en frutas maduras, aunque en este
caso sin diferencias significativas (Fig. 2a). Todos los
vinos mostraron buenas puntuaciones en equilibrio,
persistencia, complejidad y bajo amargor, sin diferencias
significativas entre ellos (Fig. 2a), cumpliendo con los
estandares de calidad de los vinos de Verdejo.

Después de doce meses de embotellado, los vinos
tratados con ST99 y ST99-GSH evolucionaron mas que
los demas, especialmente en fruta madura, lo que puede
estar relacionado con la oxidacion [55]. En cambio, las
puntuaciones de fruta tropical y de hueso disminuyeron
significativamente (Fig. 2b). Ademas, algunos catadores
describieron atributos de olor desagradable (sucio,
oxidado y matices quimicos) en los vinos ST99 y ST99-
GSH. Cabe destacar que los vinos tratados con SO
obtuvieron las puntuaciones mads altas en los atributos
equilibrio y complejidad.

3.5 Elaboracion de vinos rosados

3.5.1 Compuestos polifendlicos y derivados del
glutatiéon

Como componentes clave relacionados con la calidad de
los vinos rosados, se determinaron los polifenoles en los
vinos tratados. En cuanto a las antocianinas, la malvidina
3-glucoésido fue la tnica detectable en cantidad suficiente
para ser cuantificada en los vinos rosados, con una
concentracion en torno a los 3 mg/L, mientras que los
vinos con SO, ~mostraron una concentracion
significativamente mayor (Fig. 3). Sin embargo, a los
doce meses del embotellado, la malvidina 3-glucésido
solo se detectd en los vinos con SO,, estando por debajo
del nivel de deteccion en los demas vinos (Fig. 4).

No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en los acidos  siringico  (&cido
hidroxibenzoico) y epicatequina-galato  (flavanol).
Ademas, ambos compuestos presentaron concentraciones
similares en el embotellado y a los doce meses
(Figs. 3 y 4) segun lo descrito [56].

Los acidos hidroxicinamicos mayoritarios fueron el
acido caftarico, acido cafeico, acido coutarico y acido
fertarico. La concentracion de acido caftarico, fue mayor
en el momento del embotellado (Fig. 3) que a los doce
meses en todos los tratamientos (Fig. 4). En el momento
del embotellado, la concentracion de acido caftarico fue
significativamente mas alta en los vinos con SO, (11,86
mg/L), seguido de los vinos CT y ST99 (9,79 y 10,05
mg/L), y finalmente los vinos con GSH y ST99-GSH
(6,89 y 7,25 mg/L) (Fig. 3). Estos datos concuerdan con
el rango descrito para los vinos rosados [44]. Esta
tendencia se mantuvo a los doce meses del embotellado
(Fig. 4), disminuyendo las concentraciones en todos los
vinos tratados [56, 57].
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(a) Citricos
8

Persistencia Fruta de arbol

Equilibrio Fruta tropical*
Complejidad Fruta de hueso*
Amargor Fruta madura
(b) Citricos
8
Persistencia 6 Fruta de arbol

Equilibrio** Fruta tropical**

Complejidad* Fruta de hueso**
Amargor Fruta madura***

—CT S02 GSH ==—=ST99 ==—ST99-GSH

Figura 2. Analisis sensorial de los vinos de Verdejo en el
embotellado (a) y a los doce meses del embotellado (b).
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Figura 3. Principales compuestos polifenolicos en los vinos de
Syrah en el embotellado.
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Figura 4. Principales compuestos polifenodlicos en los vinos de
Syrah a los doce meses del embotellado.

No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en los acidos cafeicos, coutarico ni en el
momento del embotellado (Fig. 3) ni a los doce meses del
embotellado, momento en el que las concentraciones
fueron en torno a 3 y 5 mg/L respectivamente (Fig. 4)
[56].

El acido fertarico solo se detectd en el embotellado,
con concentraciones en torno a 1,5 mg/L, inferiores a las
descritas para otros vinos rosados [44]. Los vinos con
SO, presentaron una concentracion leve  pero
significativamente mayor de este acido (Fig. 3). Sin
embargo, a los doce del embotellado, meses la evolucion
de los vinos hizo que las concentraciones estuvieran por
debajo del limite de deteccion (Fig. 4).

El GRP (producto de reaccion de la uva, acido 2-S-
glutationil-cafeoil-tartarico) resulta de la adicion
nucleofilica del glutation a la quinona del 4cido caftérico.
El contenido mas alto de GRP se encontrd en los vinos
con GSH, seguido de los vinos ST99-GSH (Fig. 3), de
acuerdo con la concentracion mas baja descrita
previamente en el acido caftarico. Parece que el acido
caftarico combinado con glutation en los vinos con GSH
(GSH y ST99-GSH), form6 una mayor concentracion de
GRP. Esto explica que los vinos con adicion de GSH no
tuvieran una mayor concentraciéon de GSH, en contraste
con los vinos con SO, que mostraron el mayor contenido
de GSH. El SO; protege la combinacion y oxidacion del
GSH de acuerdo con lo descrito [58]. Sin embargo,
después de doce meses del embotellado las diferencias
entre tratamientos desaparecieron (Fig. 3). La
concentracion de GSH disminuy6 en todos los vinos
tratados [59], pero principalmente en los vinos SO»
(Figura 4), lo que probablemente esté relacionado con la
desaparicion del SO libre en el vino en este punto (datos
no mostrados).
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3.5.2 Andlisis de los vinos mediante Resonancia
magnética Nuclear

Tras doce meses del embotellado se realizo un analisis
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) a los
cinco tipos de vino rosado (CT, SO,, GSH, ST99 y ST99-
GSH) para discriminar entre las cinco modalidades.

Para obtener una visiéon general del conjunto, se
realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA). La
Fig. 5, muestra el resultado de la PCA realizado a las 45
muestras de vino (R?X = 0,685 y Q? = 0,398). Se observo
una clara diferenciacion en el eje t[1] entre CT y GSH por
un lado, y por otro, SO, ST99 y ST99-GSH.
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Figura 5. Analisis PCA de los vinos rosados de Syrah.

Para mejorar la separacion de las muestras y
comprender mejor las variables involucradas en la
separacion, se realizd un analisis discriminante de
proyeccion ortogonal sobre estructuras latentes (OPLS-
DA). Al realizar este analisis, los vinos se clasificaron en
dos grupos segun los resultados obtenidos en la PCA:
vinos que habian realizado la FML (grupo FML) CT y
GSH; vinos que no habian realizado la FML (grupo no
FML): SO, ST99 y ST99-GSH.
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Figura 6. Analisis OPLS-DA de los vinos rosados.

El grafico OPLS-DA (Fig. 6), junto con los
procedimientos de validacion y permutacion segun la
metodologia descrita [60], confirma la posibilidad de
separar los vinos en dos grupos. Todas las muestras de
vino estan incluidas en la elipse T2 de Hotelling al 95%.

Tabla 4. Resultados y validacion de los modelos PCA y OPLS-
DA.

Parametros Todos los  Vinos Vinos ST
modelos datos No-FML

FML vs SO vs ST99 vs

no-FML ST ST99-GSH
Nde 45 27 18
observaciones
N° de variables 34 34 34
R?X(cum) 0,593 0,541 0,615
R%Y 0,986 0,962 0,973
Q?*(cum) 0,973 0,904 0,717
NC*? 1+2+0 1+2+0 1+3+0
Permutacion 0,338; — 0,533; — 0,881;—
tests (R%; Q%) 0,537 0,852 0,830
CV-ANOVA <0,05 <0,05 <0,05
ROCP 1,0 1,0 1,0
Fisher’s 13 7 5
probabilidad 5,8x10 2,1x10 2,1x10
CCR (%)° 100% 100% 100%

2 NC: Numero de componentes; b ROC: Area bajo la curva;
¢ CCR: Ratio de clasificacion correcta.

Los valores de R2X, R?Y y Q?, representan la bondad
del ajuste, la proporcion de varianza explicada por el
modelo y la bondad de prediccion, (0,593, 0,986 y 0,973,
respectivamente) (Tabla 4). El valor p de la prueba CV-
ANOVA, los resultados de la prueba de permutacion, la
tasa de clasificacion y el valor de las areas bajo la curva
(AUC) se muestran en la Tabla 4. Los principales
metabolitos discriminatorios se identificaron en funcion
de los valores de VIP y p (> 1 y 0,5, respectivamente)
obtenidos del analisis estadistico OPLS-DA vy
confirmados mediante por andlisis de varianza clasicas
[60]. Se identificaron un total de catorce compuestos que
diferencian entre los vinos, incluidos seis acidos
organicos (acético, citrico, fumarico, lactico, malico y
succinico), dos ésteres (lactato de etilo y acetato de etilo),
dos alcoholes (2,3-butanodiol e isobutanol), dos azicares
(glucosa y xilosa), acetoina y colina.

En el grupo FML de color naranja (vinos CT y GSH)
(Figura 6) presentaron contenidos significativamente mas
altos en acido lactico, lactato de etilo, acido acético,
acetato de etilo, succinico, acetoina, 2,3-butanodiol y
isobutanol, y contenidos mas bajos en acido malico, acido
citrico, acido fumarico, xilosa, glucosa y colina (datos no
mostrados). Estos resultados, indican que los vinos CT y
GSH realizaron la FML, a los doce meses del
embotellado. Como primer resultado, estos hallazgos,
basados en la metabolémica de 'H-RMN, sugieren que
los tratamientos con SO, ST99 y ST99-GSH impidieron
la FML igual que ocurria en los vinos blancos de
Verdejo. La inhibicién de la FML podria deberse a la
capacidad antimicrobiana descrita frente a bacterias
lacticas del extracto ST99 [34] y del SO, [61].
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Para completar estos primeros resultados, se realizd
un analisis estadistico multivariante a ambos subgrupos
(vinos FML y no FML). El analisis PCA y OPLS-DA
aplicados al grupo de muestras FML (vinos CT y GSH)
no permitié separar de forma significativa los dos
tratamientos (datos no mostrados). En cuanto al grupo
que no realizo6 la FML (vinos SO, ST99 y ST99-GSH),
el grafico PCA mostr6 una separacion entre los vinos SO,
y los vinos que contenian extracto de estilbenos (ST99 y
ST99-GSH) (R*X = 0,661 y Q* = 0,208).
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Figura 7. Analisis OPLS-DA del grupo de vinos que no realizd
la FML.

El analisis estadistico OPLS-DA (Fig. 7) asociado a
los procedimientos de validacion, confirma la separacion
de los vinos con SO, de los vinos con ST99 (ST99 y
ST99-GSH) proporcionando un modelo predictivo y
estadisticamente significativo (R>X = 0,541, R?Y = 0,962
y Q? = 0,904). El rendimiento y los pardmetros de
validacion del modelo se presentan en la Tabla 4.
Destacaron diez compuestos del vino como metabolitos
discriminatorios: tres acidos organicos (fumarico, acético
y tartdrico), tres aminoacidos (alanina, histidina y
leucina), dos alcoholes (alcohol fenetilico y 2,3-
butanodiol), galactosa y acetoina. Los vinos con SO»
contienen mas acido fumarico, alanina, histidina, leucina
y alcohol fenetilico, y menos acido acético, acido
tartarico, 2,3-butanediol, galactosa y acetoina. Como se
observa en el analisis clasico, los vinos con SO,
presentaron mayor contenido de aminodcidos a los doce
meses del embotellado.

4 Conclusiones

A partir de la madera de poda de la vid, principal
subproducto del vifiedo se elabor6 un extracto con una
riqueza en estilbenos bioactivos del 99% (ST99). La
obtencion de extractos ricos en estilbenos le da un valor
afladido a este subproducto, a la vez que se contribuye a
la economia circular y se favorece a la sostenibilidad
ambiental. ST99 se puede proponer como conservante
para su utilizaciéon en la elaboraciéon de vinos como
alternativa al SO ya que i) presenta una buena actividad
antimicrobiana, especialmente frente a levaduras
indeseables, ii) no afecta a la composicion volatil de los
vinos y iii) no es toxico.

Los vinos blancos y rosados elaborados con ST99,
cumplieron los criterios de calidad y seguridad
alimentaria. Ademas, en ambas elaboraciones los vinos
con ST99, tanto solo como combinado con GSH,
inhibieron la FML a los doce meses del del embotellado
igual que los vinos con SO,. Sin embargo, el color del
vino blanco en los vinos con ST99 se vio afectado desde
la adicion del extracto teniendo tonalidades marronaceas
sin llegar a ser defectuoso.

La adicion de los conservantes afectdo al perfil
polifendlico y otros constituyentes de los vinos rosados,
sin mermar la calidad.
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