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Seguimiento multivariante de la maduracion de las uvas

Resumen

El analisis de los parametros fisicos-quimicos de la uva durante su maduracion es de
vital importancia para los viticultores, pues de él dependera que el vino producido
tenga unas caracteristicas sensoriales u otras, y un mayor o menor grado alcohdlico.

En el presente trabajo, se utilizan técnicas de andlisis basadas en los métodos oficiales,
normalizados por la OIV, para la determinacion de parametros fisicos (densidad,
intensidad de color y tonalidad) y quimicos (pH, acidez, azUcares totales, azucares
reductores, potasio, acido malico y polifenoles totales) en wuvas recogidas
secuencialmente.

Mediante un anadlisis multivariante basado en el andlisis y regresion de componentes
principales, se estudia la relacion de esos parametros con la maduracién de las uvas, y
como es su variacién con el tiempo.

Abstract

Analysis of physico-chemical parameters of grapes during their ripening is really
important to vine growers because by checking them, the wine they produce will
acquire different sensorial features and a higher or a lower alcoholic strength.

Analytic techniques founded on official methods, normalized by OIV, are used to
determine physical parameters (density, intensity and tonality of colour) and chemical
parameters (pH, acidity, sugars, reducing sugars, potassium, malic acid and total
polyphenols) analysed on grapes sequentially harvested.

By doing a multivariate analysis based on principal component analysis and regression,
it is possible to study how these parameters are related to the ripening of the grapes,
and how they vary as ripening progress.
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1. Introduccién

Las antiguas civilizaciones ya lo empleaban en sus actos ceremoniales e incluso
dedicaron dioses como Dionisio en Grecia, Baco en Roma y Osiris en Egipto para
venerarlo, y es que el vino proporcionaba unas sensaciones placenteras que iban
mucho mas alla de la necesidad de alimentarse o hidratarse [1].

Debido a su larga historia, los estudios que se han realizado sobre el vino son muy
numerosos y abarcan muchos ambitos de estudio como su historia, la cultura que lo
rodea, sus caracteristicas fisico-quimicas, su aporte nutricional, cdmo es su produccién
y cdmo se puede combinar con la gastronomia de cada regién o maridaje.

El primer paso para llevar a cabo la produccién del vino se denomina vendimia y
consiste en recoger la uva de la vid lo suficientemente madura para que la
fermentacion de los azlcares y la produccion de alcohol, aromas, color y otros
parametros sea optima. Si la vendimia se realiza demasiado pronto, las uvas estaran
aun verdes y su sabor sera aspero y astringente, en cambio, si se recogen demasiado
tarde se obtendran uvas sobremaduras [2]. Pero, écomo determinar cuando es el
momento dptimo para la vendimia? Para poder contestar a esta pregunta es necesario
tener clara la definicién de maduracidn en relacion al fruto de la vid.

Hay tres aspectos a considerar en la maduracién de las uvas: la madurez tecnolégica se
da cuando hay un crecimiento notable de las bayas, un aumento en la concentraciéon
de azucares y una disminucion de la acidez; la madurez fendlica, cuando se desarrollan
los componentes responsables del color (polifenoles), y la fisiologica, en la que las
semillas son capaces de germinar [3]. Los componentes de la uva evolucionan en su
interior de diferente manera dependiendo de diversos factores externos tales como el
clima (temperatura, humedad, iluminacién), el suelo y la ubicacion de la vid, asi como
su variedad, los trabajos para el cultivo y desarrollo de la vid, por lo que no se puede
generalizar y establecer un tiempo de maduracién concreto para todas las uvas.

En la practica, se suelen realizar diversos analisis fisico-quimicos para determinar
cuando se deben recoger las uvas. La madurez tecnoldgica se evalla principalmente
mediante dos pardmetros: los azlcares, para el calculo del grado alcohdlico probable y
los 4cidos. No obstante, seglin un estudio llevado a cabo por la Estacidon Enoldgica de
Haro (La Rioja) y con la colaboracién de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Burgos, en el que se realizaron exdmenes visuales, tactiles y gustativos, se concluyd
que el analisis sensorial es igual de valido que el fisico-quimico para determinar el
momento éptimo de la vendimia [4-5].

Los analisis fisico-quimicos de los componentes de la uva para la determinacién de su
madurez se pueden realizar de distinta manera segun laboratorios, por lo que en
Espafia existe una legislacion especifica que describe como han de realizarse los
andlisis de manera oficial [6]. Por su parte, la OIV (Organizacion Internacional de la
Vifia y el Vino) es una organizacion intergubernamental que se encarga, ente otras
actividades, de establecer una armonia en las practicas y normas relacionadas con
todos los productos de la vid entre los paises miembros [7-8].

En el presente trabajo, se ponen a punto una serie de procedimientos de andlisis
siguiendo, en la medida de lo posible, los métodos oficiales. Para llevar a cabo el
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seguimiento de la maduracidn de uvas recogidas a lo largo de un periodo de tiempo, se
han estudiado:

Densidad

pH y acidez

Concentracion de azucar

Concentracidén de acido malico

Azlcares reductores

Potasio

Pardmetros relacionados con el color: indice de polifenoles totales, intensidad y
tonalidad

ASANENENENENAN

Para establecer la relacion de los parametros quimico-fisicos considerados con el
tiempo, es decir, con el grado de maduracion, se utilizan métodos de analisis
multivariantes.

2. Objectives

To learn the official analytic methods to determine physico-chemical parameters in
grapes in order to monitor their ripening.

To determine different physico-chemical parameters in grapes, after having been
sequentially harvested.

To establish a relationship between these physico-chemical parameters and the
ripening of the grapes and also with their evolution over time.

3. Fundamento tedrico

3.1. Definicion y medida de parametros fisico-quimicos en uvas

En este trabajo se evaltan distintos pardmetros fisico-quimicos relacionados con la
maduraciéon de las uvas. Por ejemplo, la concentracion de solutos disueltos se
incrementa a medida que la uva va madurando. Cuanto mayor es la concentracién de
solutos disueltos en el mosto, como por ejemplo azlcares, mayor serd la densidad de
éste. Los glucidos del mosto, principalmente glucosa y fructosa, se transforman en
etanol y diéxido de carbono durante la fermentacion, por tanto, para obtener un vino
de calidad, con un grado alcohdlico adecuado, es necesario controlar periddicamente
el nivel de azucar de las uvas para llevar a cabo la vendimia en el momento idéneo.
Conocer la densidad y la concentracion de azucar del mosto permite tener una
estimacion del grado alcohélico probable.

La densidad es la masa por unidad de volumen de mosto a una temperatura dada, y se
expresa en gramos por mililitro. Su determinacidon se puede realizar por aerometria
(hidrometria) utilizando un aerémetro graduado o densimetro, cuyo fundamento se
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encuentra en el principio de Arquimedes, en base a la flotabilidad que presenta un
cuerpo de peso constante en el mosto (Método OIV-MA-AS2-01B en [7]).

Por otro lado, la refractometria es una técnica analitica que permite determinar de
forma indirecta la concentracién de azicar de un mosto a través de la medida de su
indice de refraccion, ya que éste aumenta proporcionalmente a medida que lo hace la
densidad del mosto. Este andlisis se lleva a cabo utilizando refractémetros, que
establecen el indice de refraccion en base a la determinacion del dngulo critico.

Los refractometros digitales utilizan sistemas de reflexion como el que se muestra de
forma esquematica en la figura 1. Contienen un prisma de un material de alto indice de
refraccion, sobre el que se dispone la muestra. El haz A, que incide con cierto angulo
sobre la interfase prisma-muestra, es refractado. Por otro lado, el haz B, que incide con
un angulo mayor, ya no se refracta; este angulo se denomina angulo critico. Haces que
inciden con dngulos mayores que el angulo critico, como el haz C, son reflejados por
reflexion interna total. El dngulo critico depende de la relacién entre los indices de
refraccion del prisma y la muestra, y por tanto su determinacion lleva a conocer el
indice de refraccién de la muestra [9].

En la actualidad, es habitual que los refractémetros proporcionen el indice de
refraccion, expresado en grados Brix, relacionado con el porcentaje de sdélidos solubles
contenidos en la solucién acuosa, en este caso, el mosto. Dentro de los sélidos solubles
se encuentran todos los sélidos disueltos, incluyendo azucares, sales, proteinas, acidos,
etc. El refractometro se calibra respecto a la cantidad de azlcar, de modo que los
grados Brix de un mosto representan los gramos de azucar (expresados en g de
sacarosa) que contienen 100 mL de mosto (Método OIV-MA-AS2-02, en [7]).

(S-istema de neﬂexiﬁa}

Muestra
A
_?'-"’
Superficie de Separscian — =>— B (aradel Prisma
_‘i_gx__\_\‘
C . C
B i B’
*~. Brillo
A Incidente/ angulo de Dscur-:j“‘,‘

f-" Refiexion
F’risl,ma

Figura 1. Esquema del sistema de refraccidon de un refractometro digital [9].

Otro parametro a considerar en el estudio de la maduraciéon de las uvas es el pH.
Determinar el pH es importante porque sus variaciones pueden conllevar: cambios de
color, sabor acido y modificaciones de los potenciales redox, asi como de la eficacia de
la fermentacién malolactica, etc. [10].

La acidez total es, segun la OIV (Método OIV-MA-AS313-01 en [7]), la suma de los
acidos valorables del mosto cuando éste es valorado potenciométricamente hasta
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llegar a pH 7 por adicion de una disolucion patrén de hidréoxido de sodio. Sin embargo,
en este caso, la AOAC (11.042/84.962.12/90) aconseja llevarlo hasta un pH algo mas
elevado, como 8,2 por tratarse de una valoracidon de una base fuerte con un &acido
débil. Esta acidez se expresa como gramos de acido tartarico por litro de mosto, por
ser éste el dcido mayoritario tanto de la uva como del mosto (y el futuro vino).

A pesar de que la acidez se expresa como dacido tartarico, al ser acido mas abundante,
no se debe despreciar la presencia de otros acidos como el acido malico, que también
resultan relevantes en la maduracién de las uvas. La concentracién del acido L-malico
se determina utilizando un método enzimatico (Método OIV-MA-AS313-11, en [7]).
Este ensayo se basa en la oxidacién del dacido L-madlico a oxalacetato por la
nicotinamida-adenina dinucleétido (NAD®); la forma reducida de este compuesto,
NADH, se relaciona directamente con el L-malato que se consume y se mide
espectrofotométricamente a 340 nm. La reaccidén esta catalizada por la enzima L-
malato deshidrogenasa (MDH) y, para desplazar el equilibrio, favoreciendo la
formacion de oxalacetato, se afiade también la enzima glutamato-oxalacetato
transaminasa (GOT), que transforma irreversiblemente el oxalacetato en L-aspartato.

L-malato + NAD ™M2" , oxaloacetato + NADH + H*

Oxaloacetato + L-glutamato 59T , L-aspartato + A-ketoglutarato

Por otro lado, la determinacion de los azticares reductores presentes en el zumo de
uva (glucosa y fructosa) se basa en el método Rebelein (Método OIV-MA-AS311-01C).
En éste método se mide la capacidad de estos azlcares para reducir sales cupricas,
haciendo reaccionar el mosto con una cantidad determinada de una solucién alcalina
de cobre y midiendo yodométricamente el exceso de iones cobre. A temperatura de
ebullicion el Cu™ (azul) es reducido a Cu® (incoloro) y el exceso se determina por
yodometria, tras haber adicionado Kl en condiciones acidas. Las reacciones que tienen
lugar son las siguientes:

Aziicar + Cu?* «— Azlicarg + Cu” + Cu®"exc
2Cu¥ e +2 +— 2CU°

24— |2+ 2¢

2Cu%* + 21 «—» 2Cu* + 13

I+ 2 «—» 2I

25,037 +— 2|+ S40%

|2 + 252032. - 2' + 54052-

El potasio es uno de los cationes mds abundantes de las uvas, seguido del calcio, del
magnesio y del sodio. Ademas de en forma de catién, el potasio se puede encontrar
formando sales como sulfatos, cloruros y fosfatos de potasio. Ademas, puede unirse a
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acidos y formar sales acidas como el tartrato acido de potasio [11], que precipita en
presencia de etanol, por lo que es normal encontrarlo en el fondo de las barricas
durante el proceso de crianza del vino. La precipitacion en forma de cristales de estas
sales hace que disminuya la acidez. En este trabajo el potasio se determina mediante
fotometria de llama, mediante un método basado en el oficial: OIV-MA-AS322-02B.

Los polifenoles son sustancias caracterizadas por la presencia de uno o varios anillos
fendlicos que se encuentran principalmente en las plantas [12]. Actiuan como
antioxidantes, contribuyen al color y protegen contra la luz ultravioleta. En los
alimentos, contribuyen a la acidez y sensacién astringente asi como en el color, el
aroma vy la estabilidad oxidativa[13]. Debido a la presencia de estos anillos fendlicos,
los polifenoles tienen la capacidad de absorber la radiacién ultravioleta a 280 nm, por
lo que midiendo en el mosto la absorbancia a esta longitud de onda se estima el indice
de polifenoles totales (IPT) [14].

La determinacién del color de un alimento, en este caso un mosto de uva, puede ser
evaluado tanto cualitativamente mediante, por ejemplo, determinaciones sensoriales,
como cuantitativamente, caracterizando dos de los parametros que conforman el
color: la intensidad y la tonalidad. En el caso del vino (Método OIV-MA-AS2-07B), la
intensidad de color se define como la suma de las absorbancias o densidades 6pticas a
420, 520 y 620 nm, mientras que la tonalidad o tono es el cociente entre la densidad
Optica a 420 y a 520 nm. El valor de la absorbancia a cada una de esas tres longitudes
de onda indica la “cantidad” de pigmentos amarillos (420 nm), rojos (520 nm) y azules
(620 nm) del mosto [14].

3.2. Andlisis y regresion de componentes principales

Cuando se dispone de un conjunto de datos en el que, para cada muestra (u objeto) se
han medido diversas variables (llamadas variables predictoras), el analisis de
componentes principales es una técnica de analisis multivariante que se utiliza para
reducir la dimensionalidad del conjunto de datos y facilitar, asi, el estudio y la
interpretacion de su estructura interna.

En el espacio multidimensional de las variables predictoras se construyen unas nuevas
variables, las componentes principales. La primera componente principal (CP 1) se
obtiene como combinacion lineal de las variables predictoras, en la direccién de
maxima varianza. La segunda componente principal (CP 2) se calcula como
combinacion lineal de las variables predictoras en la siguiente direccion de maxima
varianza que no esté correlacionada con la anterior. Y de esta forma, se van
construyendo las sucesivas componentes principales.

Las coordenadas de cada muestra en el espacio vectorial definido por las componentes
principales se denominan puntuaciones o scores, y los coeficientes de las variables
predictoras en cada combinacién lineal son los pesos o weight. El andlisis de las
primeras componentes principales, las que explican mads varianza, suele poner de
manifiesto la estructura subyacente del conjunto de datos.

Cuando las variables predictoras son de magnitudes muy diferentes, antes de realizar
el analisis, es habitual llevar a cabo un autoescalado de los datos para evitar que pesen
mas las variables de mayor tamafo. Al autoescalar una variable (restando la media a



Seguimiento multivariante de la maduracion de las uvas

cada valor, y dividiendo por la desviacion tipica) ésta tiene media cero y desviaciéon
tipica uno. De esta manera se consigue que todas las variables tengan la misma
influencia en el andlisis.

Por otro lado, para relacionar las variables predictoras medidas con una variable
respuesta, es necesario ajustar un modelo de regresién multivariante. Lo mas sencillo
seria utilizar un modelo de regresion lineal multiple por minimos cuadrados, pero para
ello es necesario que las variables predictoras no estén correlacionadas entre ellas ya
que, de lo contrario, se obtienen modelos de regresion inestables y con poca
capacidad de prediccidon. Sin embargo, es frecuente que exista correlacidon entre las
variables medidas, cuando se trata de datos experimentales, de modo que, una forma
de eludir este problema consiste en realizar el ajuste utilizando, en lugar de las
variables predictoras, las puntuaciones de las componentes principales que, por
construccion, no estan correlacionadas entre si. En este caso, se habla de regresién de
componentes principales.

4. Experimental

4.1. Reactivos vy disoluciones

Se ha utilizado tiosulfato sddico pentahidratado (PR) y almidén (PA) de Panreac,
tartrato de potasio y sodio tetrahidratado (PA), yoduro potasico (PA) y ftalato acido de
potasio (Emsure®) de Merck, sulfato de cobre pentahidratado (99 %) de Cofarcas S.A.,
acido sulfarico (95 %, Analab) de VWR Chemical BDH, e hidréxido de sodio (97%) de
Ercros.

Para llevar a cabo los analisis, se han preparado las siguientes disoluciones en agua
destilada: NaOH 0.1 N, ftalato acido de potasio 0.1 N, tiosulfato sddico 0.0551 M,
yoduro potasico del 30 % (p/v) y acido sulfurico al 16 %. Se ha preparado también una
disolucién de almidén al 2 % (p/v) y una disolucién alcalina 0.886 M de tartrato sédico
de potasio. Por ultimo, se ha dispuesto una solucién cuprica de sulfato de cobre
pentahidratado 0.17 M.

Por otro lado, se han preparado disoluciones patrén de 5, 8, 11, 14 y 17 mg/L de
potasio a partir de una disolucién madre de 100 ppm, obtenida a partir de cloruro
potasico.

4.2. Materiales e instrumentacion

Las medidas espectrofotométricas se han realizado con los espectrofotometros UV-
Visible Cary 50 Conc de Varian y UV-mini-1240 de Shimadzu y la determinacion de
potasio se ha llevado a cabo con el fotémetro de llama 410 de Corning. Por otro lado,
la concentracién de azlcares se ha determinado utilizando el refractometro digital de
bolsillo PAL-1 3810 de Atago y en las medidas de acidez y pH se ha empleado el
valorador automatico Metrohm 719S Titrino con el agitador magnético Metrohm 728
acoplado.
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Las muestras se han filtrado con filtros de papel Whatman™ 597 y con filtros de jeringa
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) hidrofilico, de 25 mm de didmetro y 0.45 um de
tamafio de poro, de Labbox. La determinacion de acido mdlico se ha llevado a cabo
utilizando el kit enzimatico Enzytec™ Liquid L-Malic Acid (E8280) de R-biopharm®.

Los analisis de datos se han realizado con el programa el programa STATGRAPHICS
Centurion XVII [15] y el PLS Toolbox [16] de Matlab (version 7.10, TheMathWorks).

4.3. Tomay preparacion de la muestra para el analisis

Para llevar a cabo los analisis, se han recogido uvas de una parra ornamental, cada
cuatro dias aproximadamente, durante un periodo de 47 dias (del 1 de octubre al 16
de noviembre de 2018) Una vez recogidas, las uvas se introducen en una bolsa de
plastico que se mete al congelador para su posterior analisis. Se dispone de un total de
12 muestras distintas.

Aproximadamente 24 horas antes del andlisis, las muestras se sacan del congelador
para que se vayan descongelando poco a poco a temperatura ambiente. Una vez
descongeladas, se parten por la mitad de manera vertical para poder extraer las
semillas y se tritura la pulpa (con hollejos incluidos) con una batidora a la velocidad
mas baja, para obtener el zumo. Como el mosto resultante es muy turbio, éste se
somete a un proceso de filtracién, que se divide en tres fases. El primer filtrado se
obtiene al hacer pasar el zumo por un embudo Biichner mediante filtracion a vacio, en
esta etapa se consigue eliminar la mayor parte de los hollejos, pero el zumo sigue
siendo muy turbio, por lo que se hace una segunda filtracién con papel de filtro. Por
ultimo, antes de comenzar los analisis, se realiza una tercera filtracion utilizando filtros
de jeringa.

4.4. Procedimiento experimental.

Determinacidn de la densidad. Se toman aproximadamente 70 mL del mosto
filtrado y se ponen en una probeta limpia. Se introduce el densimetro dejandolo caery
levantdndolo un par de veces para asegurarse de que no toca las paredes de la probeta
y, a continuacion, se toma la medida (Figura 2.2)

Determinacién del grado Brix. Tras hacer un blanco con agua destilada, se toma
una gota de mosto con una pipeta Pasteur, se coloca en el visor del refractémetro y se
lee la medida de azlcares totales expresada en grados Brix (Figura 2.2). El dispositivo
realiza la correccién de temperatura de forma automatica. Para determinar el grado
alcohdlico probable podriamos acudir a las tablas para la evaluacién de los azucares
por refractometria de la OIV, en el método especificado anteriormente.
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(EVATAGD

(2)

Figura 2. Aerédmetro (1) y refractometro (2)

Determinacidn del pH. Se lleva a cabo con el valorador automatico (Figura 3)
después de calibrarlo con las soluciones reguladoras de pH 7.02 y 4.01. Para llevar a
cabo la medida del pH del mosto simplemente se introduce el electrodo en el mosto y
se anota la medida cuando esta se estabilice.

Figura 3. Valorador automatico Metrohm 719S Titrino

Determinacién de la acidez total. Se realiza igualmente con el valorador
automatico (Figuras 4.1 y 4.2) Para ello se toman 10 mL de mosto y 10 mL de agua
destilada, y se afilade NaOH, previamente valorada con ftalato dcido de potasio, hasta
que el pH llega a 8,2.
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(2)

Figura 4. Valorador automatico Metrohm 719S Titrino con agitador antes (1) y después de la
valoracion (2)

Determinacién de los azucares reductores. Se analizan siguiendo el método
Rebelein, que consiste en una valoracidn con tiosulfato de sodio, la cual se realiza con
dos tipos de buretas (Figura 5.1) En un matraz Erlenmeyer o en un vaso de
precipitados se ponen: el mosto ( o el mismo volumen de agua destilada en el caso del
blanco) y la solucidn cuprica. Se afiaden perlas de vidrio, se tapa y se coloca sobre una
placa calefactora hasta ebullicion durante dos minutos (Figura 5.2) En caliente, se
afiaden la solucion alcalina y se mantiene en ebullicion un minuto y medio mas. Se deja
enfriar y se afiade yoduro potasico (Figura 6.1), acido sulfurico (Figura 6.2) y almidon,
gue actua como indicador (Figura 7.1)Finalmente se valora con tiosulfato hasta color
lechoso (Figura 7.2) La diferencia entre el volumen de tiosulfato gastado en el blanco
(v) y en la muestra (V') da el contenido de azlcares reductores expresado en g/L.

(2)

Figura 5. Bureta y microbureta de 25y 2 mL (1) y ebulliciéon de la muestra y el blanco con
reduccion del cobre (2)
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Figura 6. Blanco y muestra de mosto tras la adicion del yoduro potasico (1) y del acido
sulfirico (2)

(1) " (2)

Figura 7.Muestra tras la adicion de engrudo de almidén (1) y blanco y muestra tras la valoracién
con tiosulfato (2).

Determinacidn del potasio. En primer lugar, se lleva a cabo la medida de los
patrones de calibrado utilizando el fotémetro de llama (Figura 8.2) Para medir las
muestras de mosto, éstas se diluyen inicialmente 100 veces (0.25mL en 25 mL) y, en
caso de que la sefal supere a la del patrén mas concentrado, se diluye de nuevo a la
mitad.

Determinacidon del acido madlico. En primer lugar, se diluye la muestra en
proporcién 1:25 y a continuacién se siguen las indicaciones del Kit enzimatico. Se
toman dos tubos de ensayo, uno para el blanco y otro para la muestra, y se marcan
como “B” y “M” respectivamente. En el de la muestra se ponen 100 uL (v) de la
muestra diluida y en el del blanco, el mismo volumen de agua destilada. A cada uno de
ellos se les afiaden 2000 uL del reactivo 1 (tampdn, L-glutamato y glutamato-
oxalacetato transaminasa) y se incuban a 37 °C durante 3 minutos. Luego, se calibra el
espectrofotémetro y se mide la absorbancia de la muestra y el blanco a 340 nm (Figura
9) A las absorbancias obtenidas las llamaremos en cada caso Ag; 0 Ay, dependiendo
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de si se trata del blanco o de la muestra. Después, se afiaden 500 WL del reactivo 2
(NAD y L-malato deshidrogenasa) a cada uno de los dos tubos, tras lo cual tanto las
muestras como los blancos adquieren una coloracién amarillenta. Se incuban de nuevo
durante 1 minuto y se mide de nuevo la absorbancia a la misma longitud de onda. De
manera andloga, las absorbancias obtenidas las denominaremos como Ag, y Au». Para
determinar la concentracion de acido malico, se introducen los datos obtenidos en la
siguiente ecuacion:

Cl-mélico [g/l-] = (V * Pmolecular*AA)/(S*d*V*1000)
c:L—mailico [g/l-] =0.5534*AA

Donde V es el volumen total (2600 L), Pmotecular €5 €l peso molecular del acido
malico (134,09 g/mol), AA se calcula como (Ay; — df*Ayi) — (As, — df*Agy), df, es el
factor de dilucion (0,808), ¢ es el coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm
(6,3 L/mmol*cm) y d es el camino dptico (1 cm).

Figura 9. Espectrofotometro UV-mini-1240 de
Shimadzu.

Figura 8. Fotometro de llama

Determinacion de los polifenoles totales y de las caracteristicas cromaticas.
Esta determinacion se basa en una medida espectrofotométrica en la regidn visible
(800-380 nm) y otra en el ultravioleta (400-200 nm). Para la medida en el espectro
visible se utilizan cubetas de vidrio de 1 mm de camino 6ptico, mientras que para el
ultravioleta se trata de cubetas de cuarzo de 10 mm de camino éptico (Figura 10)

Segun la O.L.V., para obtener el indice de polifenoles totales se aplica la siguiente
férmula:

IPT = Azgo - 100

Y de la misma manera, para obtener las caracteristicas cromaticas, definidas por la
intensidad colorante (I) y la tonalidad (N) se utilizan las siguientes férmulas:

I = Agz0 + Asyo + Ae2o

N = Asz0 / As2o

12
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K Conc s

Ly

Figura 10. Cubetas de 1 y 10 mm para medir espectrofotométricamente
en el espectro visible y en el ultravioleta, respectivamente.

5. Resultados y discusion

5.1. Determinaciones analiticas

Para llevar a cabo el seguimiento de la maduracion de las uvas, se realizan en cada una
de las 12 muestras recogidas a lo largo de 47 dias, las determinaciones detalladas en el
apartado “Procedimiento experimental”. Este seguimiento es importante de cara a
determinar el momento propicio para la vendimia pues, dependiendo del tipo de vino
gue se quiera obtener, es decir, de los pardmetros que se quieran potenciar como el
color, el sabor, el grado alcohdlico... se vendimiard antes o después. En la tabla 1 se
pueden ver los resultados obtenidos tras cada determinacion. Algunos de ellos se han
considerado resultados andmalos al compararlos con el resto de datos obtenidos para
cada pardmetro (en la tabla se encuentran indicados en cursiva), por lo que han sido
excluidos del resto del analisis. Para facilitar el estudio, el resto de datos se muestran
de forma grafica en la figura 11.

Los valores obtenidos para la densidad se encuentran dentro de los esperados para el
mosto de uva, que suelen encontrarse entre 1,059-1,115 g/cm3.Como puede
observarse en la figura 11.1, hay una cantidad significativa de solidos disueltos, aunque
no se acusa un cambio realmente significativo en la densidad, quizas una tendencia a
aumentar ligeramente a medida que pasa el tiempo.

13
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Tabla 1. Parametros fisico-quimicos obtenidos a lo largo de los distintos dias de maduracion.

1

5 9 12 15 20 24 29 33 37 42 47

Densidad
(g/cms) 1,068 1,071 1,070 1,072 1,064 1,070 1,070 1,075 1,080 1,077 1,076 1,067

Azlcares
(°Brix) 12,0 12,0 13,2 15,3 13,2 13,4 12,4 13,12 151 13,5 14,6 14,2
pH 3,20 3,20 3,41 3,49 327 3,25 3,14 330 3,39 3,45 3,46 3,33
Acidez

(g/L 11,5 11,2 100 11,4 114 126 114 11,4 10,1 10,5 10,5 12,7
tartarico)

Azucares

reductores 120 0,80 0,28 087 0,63 005 012 273 008 1,12 0,73 0,17
(g/L)
Potasio
(ppm)
Acido
malico 178,8 204,1 199,0 202,1 209,7 216,3 261,4 213,2 12,4 248,6 254,1 291,2
(mg/L)

Polifenoles
totales

Intensidad 1,09 4,12 1,15 149 142 123 182 1,35 1,77 1,82 135 1,74

1356 501 473 635 525 526 1052 913 681 771 1840 2140

53,2 34,7 188 651 610 571 694 663 704 685 693 787

Tonalidad 0,88 1,43 214 093 095 098 116 053 1,08 1,27 1,08 0,90

Como se ha senalado anteriormente, es muy importante que el viticultor conozca las
propiedades de la uva en cada momento durante su desarrollo para, asi, saber o
aproximar cuando podra vendimiar. Con la ayuda de un refractémetro, los viticultores
pueden medir de forma muy sencilla la concentraciéon de azicares en unidades de
grados Brix y relacionarla con el grado alcohdlico probable, es decir el grado de alcohol
gue se espera que tenga el vino resultante tras la fermentacién. Si en la fermentacién
todo transcurre correctamente, la cantidad de etanol formado deberia ser
directamente proporcional a la concentracién inicial de azucares. La sacarosa que
pudiera quedar (que no se ha hidrolizado en fructosa y glucosa) aportarad dulzor al
vino.

Haciendo alusién a los resultados obtenidos para la concentracién de azucares, que se
muestran en la tabla 1y la figura 11.2, se podria decir que la tendencia es ascendente,
es decir, la concentracién de azlcares aumenta con la maduracion. No obstante, los
dias 12 y 33 el aumento es mayor, se alcanzan valores mas altos que los que cabria
esperar teniendo en cuenta la pauta marcada por el resto de dias. No obstante, esto
entraria dentro de la variabilidad esperada entre las distintas muestras de uvas
recogidas para realizar el estudio.
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Figura 11. Parametros fisico-quimicos analizados en las uvas a lo largo del periodo de

maduracion considerado.
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Los azucares reductores que podria haber en la uva son la glucosa y la fructosa,
principalmente. Se podria suponer, que, asi como la concentracién de azlcares,
expresados en grados Brix es ascendente, la concentracién en azucares reductores
siguiera la misma tendencia, sin embargo, segln los resultados obtenidos, se observa
tanto en la tabla 1 como en la grafica 11.5, que no es asi. Esto puede deberse a que el
tamafio muestral era pequeio, pues todas las uvas que se recogieron eran de una sola
parra y no eran representativas de la planta entera. Esto puede influir en gran medida
en los resultados de las diferentes determinaciones, puesto que condiciones climaticas
distintas como la exposicidn al sol o la acumulacion de mas agua por lluvias influye en
gran medida en los componentes de la uva [17].

De la misma manera que la concentracién de azucares esta intimamente relacionada
con la maduracion, lo estan el pH y la acidez, pero en su caso de manera inversamente
proporcional, ya que van disminuyendo conforme avanza la etapa de maduracién del
fruto. Como podemos observar en la tabla 1, el pH y la acidez no siguen una tendencia
similar, lo cual es contradictorio pues, asi como los valores de pH son mds o menos
constantes (alrededor de 3,3), para la acidez no se observa ninguna tendencia clara,
por lo que no se evidencia si aumenta o disminuye. Esto se podria deber a que el
mosto se comporta como una disolucién tampdn o reguladora. En el pH, ademas de los
acidos, influyen otras especies que participan en los equilibrios de hidrélisis e
ionizacién de los acidos. La acidez esta expresada en acido tartarico puesto que es uno
de los principales acidos de las uvas. Segun la ref. [21], la calidad de las uvas para
producir vino reside en que la acidez total del mosto, expresada en gramos de acido
tartarico por litro, tiene que ser mayor a 7,8. Ademas, tanto la acidez como el pH se
ven influidos por la cantidad de otros acidos organicos como el malico, del que se
hablard mas tarde. La variaciéon de pH podria afectar a otras caracteristicas como el
aroma, la estabilidad del color o |a facilidad para extraer antocianos.

Ademas, la acidez valorable se ve influenciada por la concentracién de diferentes tipos
de 4cidos, de la concentracion de potasio y del pH, por lo que es normal que cuando
varie uno de estos tres parametros, la acidez total (expresada como acido tartérico) se
vea influenciada.

En cuanto a la concentracién de potasio, como ya se ha indicado anteriormente, este
elemento puede formar, en combinacién con acido tartdrico, tartrato acido de potasio,
cuya solubilidad disminuye cuando lo hace la temperatura. Debido a la formacién de
cristales de hielo durante la congelacién de las uvas, las células del tejido vegetal se
rompen permitiendo la salida de sus componentes al exterior y haciendo que
reaccionen entre si formando sales acidas, muy poco solubles y provocando la
precipitacion de las mismas [18]. Es posible que el hecho de que las determinaciones
se hayan hecho tras un periodo de congelacion haya influido tanto en la concentracion
de potasio como en la de acido tartdrico, aunque este efecto seria el mismo para todas
las muestras. Sin embargo, segun se observa en la figura 11.6, el potasio aumenta
conforme avanza la maduracién. Este aumento se podria justificar teniendo en cuanta
que, durante la descongelacion de las uvas, por el aumento de la temperatura, el
tartrato acido de potasio vuelve a solubilizarse [16] y podria disociarse de nuevo en
potasio y acido tartarico.

Segun se observa tanto en la tabla de resultados como en la gréfica de manera mas
visual (figura 11.7), la evolucion del acido malico es claramente creciente conforme la
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maduracién avanza. Esto es algo contradictorio, puesto que en teoria [11], los acidos
disminuyen durante la maduracién, pero el dcido malico se forma gracias a diferentes
rutas metabdlicas de los azlcares durante el periodo herbaceo, lo cual puede significar
que este periodo aldn no ha finalizado.

Los polifenoles se encuentran sobre todo en el hollejo [19], por lo que es esperable
que esta parte de la uva tenga mas color que la pulpa, incluso aunque la pulpa no
contenga polifenoles y que su leve coloracidon provenga tan solo de lo que aporta la
piel. Ademas de observar un claro aumento de los polifenoles con respecto al
transcurso de los dias en los resultados obtenidos (figura 11.8), la maduracidn en este
caso se evidencia claramente por el cambio de color en las uvas, desde un verde claro
hasta un rojo pdlido.

Se podria decir que el color, asi como otras determinaciones fisicas entraria a formar
parte del anadlisis sensorial. Sin embargo, como se ha visto, se puede hacer una
valoracion cuantitativa de la maduracidon de las uvas (y del mosto) atendiendo a las
caracteristicas cromadticas: intensidad y tonalidad, definidas anteriormente en el
apartado 3, “Fundamento tedrico”. Segln los resultados obtenidos (figuras 11.9 y
11.10) se pueden observar diferencias entre la evolucidn de la intensidad y la de la
tonalidad. La intensidad sigue claramente una tendencia ascendente, por lo que,
sabiendo que este parametro es inversamente proporcional a la luminosidad,
podemos decir que las uvas se van oscureciendo conforme transcurre la maduracién.
Para la tonalidad, por su parte, no se observan cambios significativos en el tiempo de
estudio.

5.2. Analisis multivariante

5.2.1. Andlisis de componentes principales

El estudio de todos los parametros fisico-quimicos determinados en las distintas
muestras de uva se ha realizado de manera conjunta mediante un analisis de
componentes principales. Este analisis se ha llevado a cabo con los datos de la tabla
lautoescalados; el conjunto de datos inicial tiene dimensiéon 12 x 10, donde 12 es el
numero de muestras (uvas recogidas en 12 dias distintos de forma secuencial) y 10 el
numero de variables predictoras (determinaciones analiticas de las uvas) Sin embargo,
en la tabla se pueden observar algunos datos anémalos, indicados en cursiva, que no
siguen la pauta del resto de los datos y que se pueden considerar medidas erréneas.
Estos datos se han eliminado antes del analisis.

Los autovalores y porcentajes de varianza explicada del analisis de componentes
principales se pueden ver en las primeras filas de la tabla 2. Como los datos se
autoescalan previamente, en principio habria que considerar relevantes Unicamente
las componentes principales con autovalores mayores de 1, es decir, las tres primeras
componentes. Con ellas se explica casi el 75% de la variabilidad de los datos
experimentales.

Sin embargo, cuando se representan graficamente las puntuaciones de estas tres
componentes (Figura 12), se puede ver cdmo Unicamente la primera componente
principal se puede relacionar con el paso del tiempo y, por tanto, con el proceso de
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maduracién de las uvas. Las puntuaciones en la primera componente principal son
mayores cuanto mdas maduras estdn las uvas.

Para establecer una relacidn entre la primera componente principal y los parametros
fisico-quimicos analizados, se deben estudiar los pesos de las variables en dicha
componente. En la figura 13 se representan graficamente estos pesos. Muestras con
puntuaciones altas en la primera componente principal (Figura 12), tendran valores
mas altos en las variables predictoras con pesos grandes (Figura 13), y viceversa. El
analisis de componentes principales lleva a establecer que, en el periodo de tiempo
considerado, todos los parametros se incrementan en las uvas con el paso del tiempo
excepto los azucares reductores (variable 5), que se reducen ligeramente, y la acidez y
la tonalidad, que no han experimentado grandes cambios.

Tabla 2 Andlisis de componentes principales realizado con todos los datos y sin el dia 12.

Numero de Varianza Varianza
Modelo componentes Autovalor explicada acumulada
principales (%) (%)

1 3,57 35,74 35,74
2 2,38 23,78 59,53
Experimento 3 1,52 15,19 74,71
completo 4 0,94 9,36 84,07
5 0,56 6,63 89,70
6 0,46 4,95 94,28
1 3,85 38,48 38,48
2 2,36 23,57 62,05
Experimento 3 1,42 14,17 76,22
sin el dia 12 4 0,99 9,90 86,11
5 0,57 5,74 91,85
6 0,40 4,00 95,85
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Figura 12. Puntuaciones de las tres primeras componentes principales en los dias muestreados.
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Componente principal 1 (35,74 %)

Variable

Figura 13. Pesos estimados para la primera componente principal. Variables: densidad (1),
azucares (2), pH (3), acidez (4), azuicares reductores (5), potasio (6), acido madlico (7),
polifenoles totales (8), intensidad (9) y tonalidad (10)

5.2.2 Regresién de componentes principales

Con objeto de confirmar la relacién de los pardmetros fisico-quimicos considerados y
el grado de maduracién de las uvas, se construye un modelo de regresidon
multivariante. Se ajusta un modelo de regresidon lineal multiple por minimos
cuadrados, considerando como respuesta los dias transcurridos hasta la recogida de la
uva y como variables predictoras las puntuaciones de las muestras para las tres
primeras componentes principales.

En las primeras filas de |la Tabla 3 se muestran los parametros correspondientes a
dicho modelo de regresion. Este modelo explica el 93,20% de la varianza de la
respuesta. Sin embargo, se puede ver que las estimaciones de los coeficientes b, y bs
no son significativas a un nivel de significacion del 5%. En ambos casos, dado que el P-
valor del test de significacién es mayor de 0,05, no se tienen evidencias suficientes
para rechazar la hipdtesis nula (hipotesis nula: el coeficiente no es significativo;
hipdtesis alternativa: si que lo es).

Por ello, se ajusta un nuevo modelo de regresién por minimos cuadrados considerando
como variable independiente (z;) las puntuaciones de la primera componente
principal. Se debe tener en cuenta que, aunque este modelo es univariante, z; es una
combinacion lineal de todas las variables predictoras medidas. La ecuacién del modelo,
que tiene un coeficiente de correlacion de 0,912, es la siguiente:

y=22,829+7,222 2,
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Tabla 3. Parametros y estadisticos de los modelos de regresion multiple.

Modelo Coeficiente Estimacion l)is;s:;acién EstadisticoT P-Valor
bo 24,24 1,41 17,25 0,000
Experimento | D1 7,48 0,747 10,01 0,000
completo b, 0,34 0,960 0,350 0,737
bs -0,37 1,24 -0,298 0,775
bo 23,82 1,44 16,57 0,000
Experimento | b1 7,51 0,769 9,77 0,000
sineldial2 |, 0,682 0,982 0,695 0,510
bs -0,140 1,27 -0,110 0,915

Al analizar los residuos estudentizados de las distintas muestras, se observa que hay
una de ellas con un residuo anormalmente grande (-3,86), el cuarto dato de la figura
14.1 (dia 12), cuyo valor absoluto supera el valor umbral de 2,5 y que, por tanto, debe
ser eliminado.
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Figura 14. Residuos estudentizados de los modelos de regresion estimados con todas las
muestras (1) y sin la del dia 12 (2).

Se rehace el analisis multivariante completo con los datos restantes. La exclusién del
dia 12 del conjunto de datos apenas modifica el analisis de componentes principales
anterior. Los porcentajes de varianza explicada por las cuatro primeras componentes
principales construidas en este segundo analisis se muestran en la Tabla 2. Se puede
ver que los valores de varianza apenas varian, y tampoco cambian practicamente las
puntuaciones y los pesos estimados, que son practicamente idénticos a los mostrados,
para la primera componente principal, en las figuras 12 y 13 respectivamente.

Se ajusta un nuevo modelo de regresion de componentes principales con las
puntuaciones de las tres primeras componentes de este segundo andlisis. Los
coeficientes estimados en ausencia del dia 12 se encuentran en la tabla 3. De nuevo,
los coeficientes relacionados con las componentes principales segunda y tercera son
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estadisticamente iguales a cero (p-valor > 0,05), por lo que se recalcula el modelo de
regresion Unicamente con las puntuaciones de la primera componente principal. En
este caso no se ha detectado ningun residuo estudentizado que supere el valor
umbral, como se puede ver en la figura 14.2, por lo que ningln dato se ha considerado
andémalo. El modelo de regresién es el siguiente:

y =23,819 + 7,508 z,

El coeficiente de correlacion de este modelo es 0,963, lo que quiere decir que los
parametros fisico-quimicos considerados, y transformados a través del analisis de
componentes principales, estan relacionados con la maduracién de las uvas y explican
el 96,3% de la variabilidad encontrada en éstas durante el transcurso de los dias.

6. Conclusions

The analytical procedures for the determination of physico-chemical parameters on
grapes have been successfully implemented in the laboratory.

The one at a time interpretation of each physico-chemical parameter does not provide
a good enough global point of view to establish a relationship between them and the
ripening of the grapes, but it highlights the patterns over time.

The joint study of the physico-chemical parameters by using multivariate methods
of analysis has allowed extracting the relevant information about ripening and the
role that each parameter plays.

Most of the parameters analysed increase as the time goes by, but some others like

reducing sugars decrease. The acidity and the tonality decrease as well but in a lower
proportion.
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