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MEMORIA DE LA ACCION

1. Introduccion.

En la Denominacion de Origen Montilla-Moriles, el producto con més relevancia es el
vino dulce Pedro Ximénez, que se obtiene a partir del mosto obtenido de uvas parcialmente
pasificadas y que termina con la adicién de alcohol vinico. La pasificacion se realiza en
climas calidos y en particular, la D.O. Montilla-Moriles presenta unas condiciones climaticas
excepcionales ya que la uva madura a finales de Agosto y se expone al sol sobre mallas de
pléastico durante al menos una semana, y todo esto por lo general sucede antes de que
comiencen las lluvias de septiembre que podrian alterar la calidad de la uva. Una vez
conseguido el grado de pasificacion adecuado las uvas se prensan para obtener el mosto y el
resto de la uva o pasta, piel y semilla, se emplea como subproducto.

Hasta la fecha no se ha trabajado en la licenciatura de Enologia con uvas pasificadas y
para su mejor caracterizacion quimica y bioquimica, los Departamentos de Quimica Agricola
y Bioquimica y Biologia Molecular decidieron hacer un esfuerzo de forma que se empleara el
mismo material y que las sesiones practicas estuvieran coordinadas, hecho que tampoco
sucedia hasta ahora. Es por estas razones por las que decidimos comenzar unas practicas mas
integradas entre las asignaturas, ambas de 1° de Enologia, para que se diera un conocimiento
mas global al alumno, asi como para que se formara un grupo de docencia en Enologia de
forma que las actividades practicas y tedricas estén integradas para dar una vision mas
completa y por tanto, una formacién mas acorde a las directrices del Espacio Europeo.

Las asignaturas de Quimica Enoldgica y Bioquimica Enoldgica tenian protocolos de
practicas con los distintos métodos y técnicas de analisis empleadas, y que ha sido necesario
modificar y fundir para adaptarlas al estudio de la pasificacion en uvas blancas Pedro
Ximénez.

2. Objetivos.

- Abordar por primera vez el estudio de la pasificacion de la uva Pedro Ximénez en la
licenciatura de Enologia.

- Establecer un protocolo comun para el analisis y seguimiento de la pasificacion a partir de la
experiencia de las practicas de las asignaturas Quimica y Bioquimica Enolégica.

- En la elaboracion del vino dulce Pedro Ximénez una vez obtenido el mosto por prensado, se
le afiade alcohol vinico. Se decidi6 investigar si el alcohol que en vez de afiadirlo al mosto se
anadiera a la pasta y tras un tiempo de maceracion, filtrar y afiadirlo al mosto, como
experiencia novedosa para que los alumnos estudiaran esta modificacion a la elaboracion de
vino dulce y evaluaran su aportacion positiva o negativa en factores como aromas, capacidad
antioxidante, etc.

- Formar y consolidar un grupo docente con los profesores de las asignaturas de Quimica y
Bioquimica Enologica.

3. Descripcion de la experiencia.

Se hicieron tres muestreos a comienzos de Septiembre para recoger uvas de la
variedad Pedro Ximénez de la Cooperativa San Acacio (Montemayor, Cordoba) que habian
sido dispuestas en el suelo sobre mallas para su mejor exposicion al sol. Las muestras
correspondian al dia 0, 3 dias y 7 dias de exposicion de las uvas al sol.

Se analizaron una completa serie de parametros para seguir la pasificacion, abarcando desde
el punto de vista quimico y bioquimico.

- Realizados en los laboratorios de Quimica Enologica: grado brix, pH, acidez titulable,
capacidad tampon, acidez volatil.

- Realizados en los laboratorios de Bioquimica Enologica: anélisis de fendlicos, indice de
pardeamiento, fraccionamiento con cartuchos C18,capacidad antioxidante, determinacion
enzimatica de acido malico y ensayo de la actividad B-glucosidasa.

Ademas se tratd la posible utilizacion de los macerados con etanol vinico de los
hollejos y pepitas sobrantes como parte de la mejora de la elaboracion de Pedro Ximénez.



4. Materiales y métodos.
Material para las practicas de Bioquimica Enolégica y Quimica Enoldgica

Espectrofotometros UV-V, cubetas de cuarzo para medida UV, micropipetas,
centrifuga asi como los reactivos necesarios para la realizacion de las determinaciones
descritas a continuacion.

Preparacion de la muestra

Se muestrearon al azar 5 kilos de uva Pedro Ximénez de una pasera y correspondientes
a los dias 0, 3 dias y 7 dias de exposicion de las uvas al sol y se congelaron a -20°C hasta su
uso. Por prensado se extrajeron los correspondientes mostos. 10 g de la pasta resultante del
prensado se maceraron con 20 ml de etanol durante 24 horas a una temperatura de 30°C.

Determinaciones

- Determinacion de compuestos fenolicos: se llevo a cabo midiendo la absorbancia a 280 nm
de las muestras, los valores se expresaron en mg/L de acido galico mediante la extrapolacion
de la absorbancia en una recta de calibrado donde se represento la absorbancia a 280 nm de
distintas concentraciones de acido galico.

- Ensayo de la actividad antioxidante: empleando el método que mide la inhibicion de la
decoloracion del radical libre ABTS. Este radical coloreado, absorbancia 734 nm, se genera
por incubacién del ABTS con peroxidisulfato durante al menos 14 horas. Se diluye hasta
absorbancia 0,700 y cualquier sustancia con capacidad antioxidante reacciona con el radical
disminuyendo la absorbancia que es proporcional a la concentracion de antioxidante. Como
patron antioxidante se empleo el Trolox, la forma soluble sintética del tocoferol.

- Ensayo enzimatico del acido L-malico: mediante dos reacciones acopladas empleando la L-
malato deshidrogenasa (L-MDH) glutamato-oxaloacetato transaminasa (GOT).

- Ensayo de la actividad enzimatica [3-glucosidasa: La actividad B-glucosidasa actua sobre los
residuos de azucares unidos a distintas moléculas. Los aromas presentes en los vinos pueden
liberarse por accidon de la enzima y su actividad es inhibida a pH bajos y la maxima actividad
es a pH 5. La actividad se mide empleando el p/nitrofenilglucopiranosido, y se detecta el
p/nitrofenol liberado por absorbancia a 400 nm. Los pmoles de producto hidrolizado se
calcularon por extrapolacion de la absorbancia en una recta de p-nitrofenol.

- Determinaciones enologicas: pH, acidez titulable, acidez volatil, °brix y capacidad tampdon
realizadas segun los métodos de la UE (CEE, 1990).

5. Resultados obtenidos y disponibilidad de uso.

La pasificacion de la uva Pedro Ximénez supone la perdida parcial de agua y por
tanto, los compuestos presentes se concentran. La concentracion en compuestos fendlicos se
incrementa durante la pasificacion. Una de las principales caracteristicas de estos compuestos,
que estan presentes en todo el reino vegetal, es su capacidad antioxidante y que justifica los
efectos beneficiosos de la dieta mediterranea. En los mostos de uvas pasificadas la capacidad
antioxidante aumenta en consonancia con los compuestos fenolicos.

Determinacion de °Brix, azucares (g/L), pH, acidez titulable (g de acido tartarico/L)
acidez volatil (g de acido acético/L), capacidad tampon (meq NaOH/L) y acido malico
(g/L) de mostos procedentes de uva con distinto grado de pasificacion.

Muestra °Brix Aziicares pH Acidez Acido Acidez Capacidad

titulable malico  volatil tampon
1 22 261 473 1.6 0.16 0.06 14
2 39.3 385 4.62 2.5 0.12 0.42 22.5
3 49.5 475 412 3 0.1 0.66 20.5




Una medida del grado de concentracién puede obtenerse teniendo en cuenta la
cantidad de azucares al final y al inicio de la pasificacion (475 vs 261 g/L). En cuanto al
contenido en acidos, son el 4cido malico y el acido tartarico los mayoritarios en los mostos de
uva sana, de modo que la acidez titulable es una medida del contenido en dichos acidos. El
contenido en acido malico es inferior a 0,2 g/ de modo que el aumento en la acidez titulable
es facilmente explicable por el efecto de la concentracion durante la pasificacion. En este
sentido debemos tener en cuenta también el aumento de la acidez volatil a lo largo de este
proceso. En relacion con el factor de concentracion (=1.8) podemos explicar otros fenomenos
como es el aumento de la capacidad antioxidante de los mostos a medida que avanza dicho
proceso

Determinacion de compuestos fendlicos y fraccionamiento por separacion en fase solida
de mostos de Pedro Ximénez durante la pasificacion. Extraccion con etanol de los

compuestos fenolicos de orujos de uvas prensadas.

Analisis espectrofotométrico de fenolicos en mostos de uva durante la pasificacién.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Fenoles totales
Unidades de abs 280 nm 26,91 23,25 30,2
Fenoles totales
(mg/L de acido galico) 2,31 1,995 2,59
Hidroxicinamatos totales 1,96 2,66 3,23
Hidroxicinamatos totales
(mg /1 de ac. Cafeico) 0,28 0,29 0,31
Flavonoides totales 25,60 17,48 26,1
Pardeamiento del mosto
(absorbancia 420 nm) 1,245 2,13 2,9

Separacién en fase sélida de compuestos fendlicos y andlisis del extracto alcohdlico.

Los compuestos fendlicos aunque absorben a 280 nm presentan diferencias en su

composicion. Mediante separacion en fase solida empleando cartuchos de Sep Pack C18
(Waters) se han separado tres fracciones de compuestos fendlicos y se ha determinado la
absorbancia a 280 nm, para determinar la contribucion de cada grupo de compuestos fendlicos
en la muestra de mosto. Tras activar con metanol el cartucho se equilibré con agua a pH 7. El
mosto se ajustd a pH 7 y se aplicaron 0,5 ml al cartucho. La elucién se hizo pasando dos
veces 2,5 ml de agua a pH 7 (acidos fendlicos, fraccion 1), después se equilibro a pH 2 y se
eluy6 con acetonitrilo 16% pH 2 (fraccion 2, catequinas y procianidinas), y para terminar con
metanol pH 2 (fraccion 3, procianidinas poliméricas).
El extracto alcohdlico se obtuvo tras introducir en tubos de plastico de 50 ml 10 g orujos
(restos de la uva tras prensado para obtener el mosto) que se maceraron durante 24 horas a
30°C con 20 ml de etanol al 96%. Se midid la absorbancia a 280 nm del liquido resultante
extraido

Mosto Fraccion 1 |Fraccion 2 |Fraccion 3 Extra,ct.o
alcoholico
Muestra 1 26,9 14,8 6,0 5,6 26,7
Muestra 2 233 11,3 4.8 6,4 18,75
Muestra 3 30,2 6,7 7,7 14,8 43,15




La concentraciéon de fenodlicos se distribuye entre tres fracciones. Al inicio de la

pasificacion los mostos de uvas maduras (sin exposicion al sol: muestra 1), la fraccion de
acidos fenodlicos es la mas abundante. Conforme avanza la pasificacion esta fraccion va
disminuyendo y aumenta la fraccion 3 correspondiente a procianidinas polimerizadas o
taninos. Los resultados indican que hay modificaciones en la composicion de los compuestos
fenodlicos en las uvas sometidas a pasificacion.
En relacién con el extracto alcohodlico no se observan diferencias apreciables entre las
muestras 1 y 2. Los fenolicos de la muestra 3 aumenta considerablemente en relacion con las
anteriores, lo cual puede ser interesante porque supone afiadir al mosto etanol, que en vez de
diluir los compuestos fenolicos del mosto, los incrementa atin mas.

Determinacion de la capacidad antioxidante.
Se ensayd la actividad antioxidante de las muestras empleando 20 pl de muestra
diluida 5 veces en agua

Abs. muestra | Abs. control | % inhibicion Conc. equivalente en
Trolox (mM)
Muestra 1 0.489 0.633 22.77 3.26
Muestra 2 0.475 0.633 249 3.61
Muestra 3 0.393 0.639 38.5 5.78

La capacidad antioxidante es directamente proporcional al grado de pasificacion. Esto
es posiblemente debido al aumento de concentraciéon de compuestos fenolicos de la uva por
pérdida de agua durante la pasificacion. Los compuestos fendlicos son antioxidantes, muy
abundantes en frutas y verduras.

Ensayo de la actividad B-glucosidasa en mostos procedentes de uva con distinto grado de
pasificacion.

La actividad B-glucosidasa actua sobre los residuos de azucares unidos a distintas
moléculas. Los aromas presentes en los vinos pueden liberarse por accion de la enzima y su
actividad es inhibida a pH bajos y la maxima actividad es a pH 5. En el caso de la uva, los
aromas, y particularmente los terpénicos, estan en forma glucosilada por lo que pueden ser
sustrato de esta enzima
Con el estudio de la actividad B-glucosidasa se queria comprobar si en la formaciéon de los
nuevos aromas detectados en las uvas pasificadas participa esta enzima. Una particularidad de
esta enzima es que fuertemente inhibida a pH 3,0 siendo méxima su actividad a pH 5,0.

Se midio la actividad del mosto 1 previamente calentado a 95°C durante 5 minutos y
que se empleo como blanco.

Se puso claramente de manifiesto que las uvas cogidas al dia 0 presentaban una alta
actividad B-glucosidasa e inhibible a pH 3,0. Las uvas expuestas al sol presentaban muy baja
actividad independientemente del pH. En definitiva, la aparicion de aromas al menos no
depende la actividad B-glucosidasa.

MUESTRA 1 MUESTRA 2
Actividad % Actividad %
pH B-glucosidasa B-glucosidasa
5 35,62 100 2,21 6,2
4 12,06 21 2,05 5.8
3 6,28 5 1,64 4,6



6. Utilidad.

Este proyecto de mejora de la calidad docente se ha planteado mas como una serie de
experimentos que como unas practicas tradicionales. Se ha seguido la evolucion de una
muestra y se han analizado una serie de pardmetros que dan idea de los cambios sufridos por
las uvas durante la pasificacion.

Los resultados obtenidos han servido para que los alumnos trabajen y piensen sobre un
proceso que tiene una alta repercusion econdmica en la zona. Los alumnos también han
elaborado una memoria de practicas y han podido dar una explicacion global de la
pasificacion mediante los distintos ensayos y técnicas empleadas.

Ademas se ha planteado un experimento original en el que los alumnos debian abordar
la utilidad de la pasta prensada mediante su maceracion con etanol, la extraccion de
compuestos fendlicos y su posible utilidad en la elaboracion del vino dulce Pedro Ximénez.

Los alumnos han estado muy implicados en las précticas, y en el apartado de la
maceracion de las pastas han disefiado el modo de maceracion con un experimento a pequefia
escala, y similar al que se emplea en las bodegas.

Por ultimo, este proyecto ha servido para revisar protocolos de practicas, que servian
para uvas normales, pero que han debido ajustarse a las caracteristicas de las uvas pasificadas.

7. Observaciones y comentarios.

Dado que en la D.O. Montilla-Moriles algunas bodegas estan elaborando vino dulce a
partir de uvas tintas pasificadas, seria interesante abordar el estudio de las variedades tintas
empleadas. En cualquier caso el fraccionamiento de los fenolicos mediante cartuchos SepPack
para separacion en fase solida de los mismos asi como mejorar la obtencion del extracto
alcohdlico pueden ser muy interesantes para los alumnos, tal y como han sido este afio.

8. Autoevaluacion de la experiencia.
La autoevaluacion de la experiencia se realizd mediante encuesta segun el modelo que
se expone a continuacion.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CONJUNTA ENTRE LAS
ASIGNATURAS DE QUIMICA Y BIOQUIMICA ENOLOGICA.

1. Destaque 3 puntos fuertes de la actividad.

2. Destaque 3 puntos débiles de la actividad

3. Escriba 3 propuestas para mejorar los puntos débiles

4. Cite 3 competencias del endlogo que crea haber tratado en esta
actividad.

5 (Considera que esta experiencia le ha servido para consolidar los
conocimientos que ha adquirido durante el desarrollo de ambas
asignaturas?

SI NO No sabe/ No contesta

1. En cuanto a los puntos fuertes los alumnos destacan:

- Se trata un problema real.

- Se aplica la teoria a la practica.
2. De los puntos débiles destacan:
- Realizar la actividad mas al comienzo del primer cuatrimestre. En este sentido, dado que no
se tuvo conocimiento de la posibilidad de realizar la experiencia conjunta hasta bien entrado
el primer cuatrimestre y teniendo en cuenta que la asignatura de bioquimica enolédgica se
cursa solo en el primer cuatrimestre el conjunto de los alumnos sugiere una programacion de
la actividad al inicio del mismo.
3. No se propusieron mejoras.
4. En relaciéon con las competencias tratadas lo alumnos no conocen bien aquellas que
corresponden a cada asignatura, pero si identifican los ensayos e investigacion realizada como



propias del enodlogo. En este sentido, se trataron todas las competencias inicialmente
planteadas en el proyecto.

Competencias . , .

BOE 179, 26/07/ 2004 Asignatura | Actividad

1. Control de indices de maduracion de la Control de la madurez fenodlica y la cinética del
uva y todos aquellos procesos que | Bioquimica | pardeamiento de las uvas en la pasera.

impliquen la realizacion de muestreos. Analisis enzimatico del acido malico

Determinacion de azlcares, acidos totales, pH y

S . e . uimica capacidad tampon de los mostos de uva
9. Dirigir laboratorio de anélisis fisicos, Q paI; ificada P
quimicos, bioquimicos y organolépticos — - -
S Determinacion del contenido en polifenoles y de
Bioquimica

la capacidad antioxidante de los mostos.

10. Dirigir la obtencion de mostos y Determinacion del acido glucénico y del grado de

realizar tratamientos fisico-quimicos, Quimica podredumbre

bioquimicos y enzimaticos previos. Ensayo de la actividad enzimatica beta-
Caracterizar la materia prima y el tipo de | Bioquimica | glucosidasa como marcadora de la liberacion de
producto a obtener. sustancias volatiles.

Adicion del etanol a los orujos para obtener por
maceracion un suplemento de aromas 'y
Quimica polifenoles para el mosto.

Bioquimica | Analisis de resultados.

Extraccion de conclusiones.

Propuestas de mejora.

21. Dirigir o realizar investigaciones o
ensayos precisos al progreso de la técnica
enologica.

5. La totalidad de los alumnos consider6 que esta experiencia sirve para consolidar los
conocimientos que ha adquirido durante el desarrollo de ambas asignaturas.
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