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Uno de los grandes retos del endlogo es evaluar la capacidad de resistencia de un vino a la signos de oxidacion,
con el fin de adaptar el trayecto del perfil final del vino y la duraciéon de vida.

En la practica, los signos de oxidacion del vinos se describen como un cambio de color con apariciéon de matices
anaranjados, un cambio aromatico descrito como una pérdida de notas varietales (boj, fruta de la pasion) y/o la
aparicion de, las llamadas notas oxidativas, (miel, cera, chocolate, hueso, frutos secos, hierba seca, frutos secos,
etc.), y a veces un cambio en el equilibrio gustativo con un aumento de la astringencia y/o pérdida de grasa. Estos
diferentes signos de oxidacion pueden aparecer sucesiva o simultdneamente, sin que la apariciéon de uno de ellos
sea indicativa de la posible aparicidn de otro.

El momento en que un vino se considera oxidado, depende de la aceptacion de estas caracteristicas en relacién con
el tipo de producto y la intencidn del endlogo. Por ejemplo, es aceptable, incluso deseable, que haya notas de frutos
secos en los vinos dulces naturales, pero no en los vinos secos de Sauvignon Blanc de determinadas
denominaciones, que deben conservar notas de citricos o frutas exodticas.

Evaluar la capacidad de un vino para resistir la oxidacién es como realizar una prueba predictiva para determinar
su capacidad de envejecimiento y longevidad, siempre que se almacene en las buenas condiciones.

En el vino, un cierto nimero de moléculas son conocidas por sus capacidades antioxidantes, por ejemplo los
compuestos fendlicos, o los antioxidantes afiadidos durante el proceso, como los sulfitos. Por ello, la evaluacién de
la concentracién de antioxidantes se ha considerado una forma de predecir la longevidad de un vino. Esto puede
evaluarse mediante diversos métodos, que generalmente consisten en evaluar la capacidad de un vino para atraer
radicales, para reaccionar con diferentes tipos de oxidantes (ensayo DPPH, ABTS, FRAP, analisis Folin Ciocalteu), o
para oxidarse en electrodos de un tipo determinado (voltametria). Se ha demostrado que el contenido antioxidante
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de un vino esta altamente correlacionado con la concentracidon de compuestos fendlicos (Blytktuncel et al. 2014;
Romanet et al. 2019; de Beer et al. 2004, 2006; Kilmartin 2001).

Varios estudios han demostrado que la concentracidn de antioxidantes disminuye a medida que los vinos se oxidan
(Rodrigues et al. 2007, Ugliano 2013 y 2019). En general, los vinos de guarda, contienen menos antioxidantes que
los jovenes (Rodrigues et al. 2007), pero la variabilidad de las afiadas y de los procesos de vinificacion (en particular,
la fase de extraccion de compuestos fendlicos) hace que la edad de un vino no pueda determinarse a partir de su
concentracion de antioxidantes (Romanet et al. 2019). Por ultimo, el bajo contenido en antioxidantes de un vino se
ha correlacionado con la presencia en los perfiles sensoriales de notas asociadas a la evolucién oxidativa de los
vinos (Romanet et al. 2019). Sin embargo, estos estudios no demuestran que el contenido de antioxidantes sea
predictivo de la capacidad de un vino para resistir la oxidacién.

Para establecer un vinculo con las practicas enoldgicas, si el contenido intrinseco de compuestos fendlicos (los
principales contribuyentes al contenido antioxidante) fuera un indicador de la capacidad de un vino para resistir la
aparicion de notas oxidativas, los endlogos utilizarian para ello el indice de Folin o incluso el indice de polifenoles
totales. Sin embargo, actualmente los endlogos evallian esta capacidad empiricamente mediante la cata, antes y
después del contacto con el aire (prueba de resistencia al aire). Se evaltan los cambios en el perfil sensorial del
vino, en particular la aparicién de notas oxidativas.

Este articulo presenta el desarrollo de un método para determinar la sensibilidad de los vinos a la oxidacién. Las
muestras de vino fueron seleccionadas empiricamente por los endlogos y sometidas a una prueba de resistencia al
aire, controlada por voltametria de barrido lineal. Se observé una evolucidn diferente de la sefial voltamétrica para
los vinos clasificados empiricamente como resistentes a la oxidacion y sensibles a la oxidacién. Por ultimo, se
registro la sefal voltametrica de la catequina en solucién hidroalcohdlica en presencia y ausencia de iones Fe(ll) y
Fe(lll) en atmédsfera inerte, lo que nos permitié plantear hipotesis sobre la implicacién de complejos compuestos
fendlicos-ion Fe(ll) o Fe(lll) en los registros obtenidos y los mecanismos subyacentes a este ensayo.

Materiales y métodos

134 muestras de vino (87 tintos, 32 blancos y 15 rosados de diferentes regiones francesas y espafiolas) fueron
seleccionadas al final de la fermentacion alcohdlica o malolactica por endlogos experimentados (maestros de
bodega o asesores con varios afios de experiencia en la zona de produccidn en cuestidn y que suelen incluir la
micro-oxigenacion en algunos de sus métodos). Para cada muestra, el endlogo evalué empiricamente mediante
cata, el riesgo de oxidacién precoz del vino, clasificdndolo como resistente o sensible a la oxidacidn. Las muestras
de vino se tomaron de botellas inertizadas de 750 ml, llenas hasta rebosar y tapadas con rosca. Estos vinos se
sometieron a una prueba de resistencia al aire tomando 50 mL de muestra con una pipeta volumétrica y
colocandola en una botella de 125 mL. Se realizaron mediciones por voltametria de barrido lineal (0-600 mV, 100
mV/s, pasos de 10 mV) al abrir la botella de muestra y después de 2 horas, utilizando un potenciometro (WQS
Polyscan, Vinventions), en electrodos (electrodo de trabajo de carbono, Vinventions). Los potenciales se expresan
en relacion con un electrodo de referencia Ag/AgCl.
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Se prepararon soluciones de catequina (1150,0 mg/L y 1165,0 mg/L), sulfato de hierro (10,3 mg/L) y cloruro de
hierro (10,7 mg/L) en etanol al 13%, que contenian 4,0 g/L de acido tartarico y se ajustaron a pH 3,3 con HCl IN y
0,1N. Estas soluciones madre se desoxigenaron por burbujeo de nitrégeno y se colocaron en una vitrina inertizada
por lavado de nitrégeno. El % de O, en la vitrina del laboratorio, se controlé con un Nomasense O, P300
(Vinventions) y se mantuvo por debajo del 2% durante toda la prueba. Las curvas corriente-potencial de las
soluciones de control recién preparadas y de la mezcla 50/50 v/v de catequina/idn Fe se registraron por triplicado
como se ha descrito previamente utilizando voltametria de barrido lineal.

Resultados

Observacion de los cambios en las sefiales voltamétricas durante las pruebas de resistencia al aire:

Empiricamente, los endlogos sélo realizan la prueba de resistencia al aire en muestras que no hayan estado en
contacto con el oxigeno en los dias anteriores. Para acercarnos mas a estas condiciones, las pruebas de resistencia
al aire sélo se realizaron aqui en muestras que se habian conservado durante 3 semanas antes de la medicion en
ausencia de O, . El 58% de las muestras seleccionadas por los endlogos se clasificaron empiricamente como
resistentes a la oxidacion.

La comparacién de las curvas intensidad/potencial obtenidas en un vino inmediatamente después de abrir la
botella de muestra y las obtenidas tras 2 horas de contacto con el aire reveld varios cambios en las sefiales.

En 47 de los 134 vinos se observd un aumento significativo de la intensidad (superior al 5%, la incertidumbre de
medicién del método) en el intervalo 100-600 mV cuando se midié tras 2 horas de contacto con el aire (Figura 1
(a)). Las 47 muestras de este grupo habian sido caracterizadas como resistentes a la oxidacién por los endlogos.
Ninguna de las muestras "sensibles a la oxidacién" mostrd este comportamiento.
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Figura 1: Curvas de intensidad/potencial de un vino, medidas cuando la muestra se pone en contacto con el aire (T0) y
después de 2 horas de contacto. (a) muestras descritas como resistentes a la oxidacion por los endlogos (b) muestras
descritas como sensibles a la oxidacion por los endlogos. (al) y (b1): vinos tintos. (a2) y (b2): vinos rosados. (a3) y (b3): vinos
blancos.

Por el contrario, en 38 de las 147 muestras se observé una disminucidn significativa de la intensidad (superior al
5%, la incertidumbre de medida del método) en el intervalo 100-600 mV cuando se midio tras 2 horas de contacto
con el aire (Figura 1 (b)). Estos 38 vinos habian sido caracterizados como sensibles a la oxidacidn por los endlogos.
Ninguna de las muestras caracterizadas como "resistentes a la oxidacién" mostrd este comportamiento.

Para los 49 vinos restantes, la variacion de intensidad entre la medicidn inicial y la registrada tras 2 horas de
contacto con el aire, no fue significativa. Estos vinos podrian tener potencialmente un comportamiento de
oxidacion menos marcado que las 2 categorias descritas anteriormente, haciendo que la prueba fuera insensible a
su discriminacion. Ademas, en la categorizacion de los endlogos, no se solicitd ninguna escala de intensidad de
resistencia o sensibilidad a la oxidacidn, por lo que no se pudo distinguir esta categoria de vino, calificada
posteriormente de "intermedia".

La prueba parece ser capaz de clasificar los vinos:
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- Las que muestran un aumento de la sefial entre la medicidn inicial y la realizada tras 2 horas de contacto
con el aire, parecen ser sistematicamente resistentes a la oxidacién,

- Los que muestran una caida de la sefial entre estas dos mediciones, parecen ser sistematicamente sensibles
a la oxidacion.

Impacto de la complejacion de iones Fe(ll) y Fe(lll) por compuestos fendlicos en la sefial voltamétrica

En un intento de explicar el mecanismo quimico subyacente a la prueba, se llevaron a cabo trabajos adicionales en
una solucién modelo, en un medio inerte. A titulo informativo, se ha demostrado (Kilmartin et al. 2002, Ugliano et
al. 2019) que la voltametria de electrodos de carbono puede utilizarse para analizar compuestos fendlicos.

También se ha sugerido que el mecanismo de oxidacion en los vinos (Figura 2) estd sustentado por el ciclo redox
del par Fe(Il)/Fe(lll) (Ribereau Gayon 1931, Danilewicz 2018, du Toit et al. 2006, Waterhouse y Laurie 2006).
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Figura 2: Mecanismo de oxidacidn del vino, adaptado de Danilewicz (2007)

Ademas, se sabe que estos mismos iones Fe(ll) y Fe(lll) forman complejos con compuestos fendlicos, en particular
estructuras con un anillo B di- o tri-hidroxilado (Amorim Porfirio et al 2014). 2***Recientemente, varios estudios (Le
Nest et al. 2004, Amorim Porfirio et al 2014) han puesto de relieve que los complejos entre compuestos fendlicos
y ciertos iones metalicos (Zn, Fe ) pueden presentar curvas de intensidad/potencial diferentes de la del compuesto
fendlico en ausencia de iones metalicos. La sefial del complejo es frecuentemente mas alta. En estos estudios se
examinaron varios compuestos fenélicos modelo (morina, quercetina, fisetina, catequina, crisina, taxifolina, etc.)
mostrando diferentes impactos de la complejacidn en sus respectivas sefiales voltamétricas. Sin embargo, estos
estudios se realizaron a pH neutro para reproducir las condiciones fisioldgicas, y no muestran la sefial del complejo
compuesto fendlico-Fe(lll). Dado que el vino tiene un pH acido y que se sabe que los acidos orgdanicos, en particular
el acido tartarico, forman complejos de iones Fe(ll) y Fe(lll), la sefial voltamétrica de la catequina, elegida como
compuesto fendlico modelo para este estudio, se registré en una solucién modelo de vino (solucién hidroalcohélica
al 13%, 4 g/L de acido tartérico, pH 3.5) antes y después de la adicion independiente de iones Fe(ll) y Fe(lll), en
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atmdsfera inerte para evitar la puesta en marcha del mecanismo de oxidacién (realizado en una vitrina inertizada
por barrido continuo de nitrégeno, soluciones desoxigenadas previamente). La adicion independiente de iones
Fe(ll) y Fe(lll) a la solucién de catequina produjo cambios en la curva de intensidad de potencial registrada para la
catequina sola (Figura 3), sugiriendo que la complejaciéon catequina - iones Fe(ll) y Fe(lll) habia tenido lugar
efectivamente en las condiciones del vino modelo y tenia un impacto en la sefial voltamétrica. Se observé que la
sefial voltamétrica del complejo catequina - Fe(ll) era proxima a la de la catequina (Figura 3 (b)), como observaron
Porfirio et al (2014), o incluso ligeramente inferior entre 450 y 500 mV. Por el contrario, la sefial del complejo
catequina - Fe(lll) fue significativamente mayor que la de la catequina sola entre 450 y 600 mV (Figura 3 (a)).
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Figura 3: Curvas de intensidad de potencial para : (a) catequina (1150mg/L, solucién hidroalcohdlica al 13%, pH 3.3, 4g/L de
acido tartarico) en ausencia o presencia de iones Fe(lll) (5 mg/L) (b) catequina (1165mg/L, solucién hidroalcohélica al 13%,
pH 3.3, 4g/L de acido tartarico) en ausencia o presencia de iones Fe(ll) (5 mg/L)

La complejacion de los iones Fe(ll) los hace menos disponibles para participar en la reaccién de Fenton.

En consecuencia, se propusieron las siguientes hipdtesis para explicar la evolucidon de las curvas intensidad-
potencial de un vino determinado tras 2 horas de contacto con el aire.

La primera medicidn, se realiza inmediatamente después de abrir la muestra, que se ha mantenido durante un
minimo de 3 semanas en condiciones anodxicas tras ser recogida en condiciones inertes. En estas condiciones, los
iones de hierro se encuentran a priori principalmente en la forma Fe(ll) (Danilewicz, 2016 y 2018, Nguyen &
Waterhouse 2019). Por lo tanto, la sefial voltamétrica corresponde, a priori, a la de compuestos fendlicos o
complejos compuestos fendlicos-Fe(ll), en funcién de la capacidad de los compuestos fendlicos presentes para
complejar iones Fe.
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Tras 2 h de contacto con el aire, se inicié el mecanismo de oxidacidn (Figura 3), que dio lugar a la oxidacidn de Fe(ll)
a Fe(lll) y a la reduccion de oxigeno a perdxido de hidrégeno (Ribereau Gayon 1931, Danilewicz 2018, du Toit et al.
2006, Waterhouse y Laurie 2006). Cuando se observa un aumento de la sefal, esto podria atribuirse a la
contribucidn de los complejos de compuestos fendlicos-Fe(lll), cuya sefial aparece mas alta que la de los complejos
de compuestos fendlicos-Fe(ll), segln los registros realizados en soluciones de catequina. Esto significaria que los
vinos clasificados como resistentes a la oxidacién por esta prueba poseen un grupo de compuestos fendlicos
capaces de formar complejos con iones Fe en las condiciones ambientales de estos vinos. El efecto de quelantes
metalicos exdgenos para estabilizar los vinos frente a la oxidacidn fue considerado por Kreitman et al. (2013) tras
un estudio en solucién modelo. Ademas, en un contexto fisioldgico, Lopes et al (1999) sugirieron que el acido tanico
limita la oxidacion de la 2-desoxirribosa, un componente del ADN, a través de su capacidad para quelar iones Fe,
haciendo que los iones Fe(ll) no estén disponibles para participar en la reaccién de Fenton y, por lo tanto, limitando
la formacidn de radicales HO® hidroxilo. En el caso de los vinos resistentes, podria ser que los iones Fe(ll) (Figura 4)
permanezcan complejos a la semi-quinona (Perron et al. 2009 y 2010), la forma oxidada del compuesto fenélico
gue ha reducido un ion Fe(lll) a un ion Fe(ll). El mecanismo no continda hacia una forma quinona que ha reducido
2 iones Fe(lll), y los iones Fe(ll) permanecen complejos a los compuestos fendlicos. Perron et al (2010) también
sugirieron que la estabilidad del complejo compuesto fendlico-Fe(lll) favoreceria la auto oxidacion del Fe(ll)
complejo. Los iones Fe(ll) podrian asi estar menos disponibles para reaccionar con el peréxido de hidrégeno y dar
lugar a la reaccion de Fenton, lo que explicaria la menor aparicién de notas descritas como oxidativas cuando estos
vinos estan en contacto con el oxigeno.

Por otro lado, cuando la sefial del vino disminuyd tras 2 h de contacto con el aire, es probable que el mecanismo
de oxidacidn diera lugar a la formacién de quinonas, formas oxidadas de compuestos fendlicos que no pueden
contribuir a la sefial voltamétrica en la zona de potencial considerada. El conjunto de compuestos fendlicos en las
condiciones ambientales de estos vinos no seria capaz de mantener los iones Fe complejos (Figura 4). Los iones
Fe(ll) podrian, por tanto, reaccionar con el peréxido de hidrégeno parainiciar la reaccion de Fenton (Singleton 1987)
y dar lugar a radicales de muy alta energia, los radicales HO® hidroxilo que oxidan el etanol a etanal, por ejemplo.
Sin animo de ser exhaustivos, también se ha previsto que los radicales hidroxilo den lugar a la aparicién de
pigmentos marrones/amarillos/naranjas ligados a reacciones de condensacién de flavan-3-oles (taninos) en
presencia de etanal o de acido pirdvico (Oszmianski 1996, Fulcrand 1996, Guyot 1996) o al ataque de compuestos
con funciones alcohdlicas que conducen a la formacién de los llamados aldehidos de oxidacion (metional,
fenilacetaldehido) (Nikolantonaki y Waterhouse 2012).
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Figura 4: Mecanismo de oxidacidon de un catecol en el anillo B de un flavonoide y reduccion de Fe(lll) a Fe(ll). Arriba: Los
iones Fe permanecen complejos, con el Fe(ll) menos disponible para generar la reaccion de Fenton. Mecanismo propuesto
para los vinos resistentes a la oxidacion. Abajo: los iones Fe no estan en forma complejo y es probable que el Fe(ll) genere
la reaccion de Fenton. Mecanismo propuesto para vinos sensibles a la oxidacién. R: Nucleos A y C de un flavonoide.

En conclusion, determinar la susceptibilidad de un vino a la oxidacidn es de gran interés para los endlogos, con el
fin de adaptar mejor el método de vinificacidn y las condiciones de almacenamiento al perfil deseado de cada
producto. La prueba de resistencia al aire es un método empirico para evaluar de forma sencilla esta resistencia.
Cuando esta prueba se monitoriza utilizando voltametria de barrido lineal, el cambio en la sefial entre el momento
de contacto con el aire y las 2 horas de contacto puede utilizarse para identificar los vinos que son resistentes a la
oxidacion, mostrando un aumento en la sefial voltamétrica, y los que son sensibles a la oxidacion, mostrando una
disminucién. Estos cambios en las sefiales podrian estar relacionados con la mayor o menor capacidad de los
compuestos fendlicos del vino para formar complejos con iones Fe, con la complejacidn, dando lugar a una mayor
sefial voltamétrica para el complejo compuesto fendlico -Fe(lll) y haciendo que los iones Fe(ll) estén menos
disponibles para generar la reaccién de Fenton. Ademds de la relacién entre los resultados de las mediciones
voltamétricas y la clasificacion empirica de los vinos por los endlogos, se sometieron a esta prueba vinos blancos y
tintos, embotellados después de forma controlada y conservados con el fin de comprobar el caracter predictivo de
la prueba. Estos estudios, que confirman la posibilidad de evaluar la sensibilidad de los vinos a la oxidacion, se
publicardn en un préximo articulo.
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