ES 2 251 308 B1

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@ Numero de publicacién: 2 251 308
@D Namero de solicitud: 200402367

@ Int. Cl.:
A23L 1/025 (2006.01)
C12G 1/00 (2006.01)
A23B 7/148 (2006.01)
A23L 3/3418 (2006.01)

® PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 05.10.2004

Fecha de publicacién de la solicitud: 16.04.2006
Fecha de la concesion: 20.12.2006

Fecha de anuncio de la concesion: 01.02.2007

Fecha de publicacion del folleto de la patente:
01.02.2007

@ Titular/es: Universidad Complutense de Madrid
Rectorado - Avenida de Séneca, 2
28040 Madrid, ES B
BODEGAS VALSARDO DE PENAFIEL S.L.

@ Inventor/es: Gonzalez Urefia, Angel;
Orea Rocha, José Maria;
Jiménez Sanchez, Jorge B.;
Escribano Saez, Paloma;
Lépez de la Osa Escribano, Paloma y
Guadarrama Rodriguez, Alberto

Agente: No consta

Titulo: Método para aumentar el contenido endégeno de trans-resveratrol en el vino.

@ Resumen:

Método para aumentar el contenido enddgeno de trans-
resveratrol en el vino.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para
aumentar el contenido enddgeno de trans-resveratrol en
vinos que consiste en la aplicacion de tratamientos ané-
xicos cortos a la uva, preferentemente con nitrégeno se-
co, previamente al procedimiento de vinificacion. El trans-
resveratrol es una molécula producida de forma natural
por la vid y otras plantas como medio de autodenfensa
frente a las infecciones fungicas, diversos tipos de estrés,
productos quimicos, etc. La aplicacion del tratamiento, ca-
racterizado porque se somete la uva a cortos periodos de
tiempo (inferiores a 24 horas) en atmésfera con muy bajo
contenido en O,, permite aumentar de forma importante
su contenido enddgeno de trans-resveratrol uva. Poste-
riormente, el trans-resveratrol pasa al vino durante el pro-
ceso de vinificacién, produciendo de este modo un vino
enriquecido en trans-resveratrol.
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DESCRIPCION

Meétodo para aumentar el contenido endégeno de
trans-resveratrol en el vino.
Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimien-
to para aumentar el contenido endégeno de trans-res-
veratrol en vinos que consiste en la aplicacién de tra-
tamientos andxicos cortos, preferiblemente con nitrd-
geno seco, a la uva previamente al procedimiento de
vinificacién. El trans-resveratrol es una molécula pro-
ducida de forma natural por la vid y otras plantas
como medio de autodefensa frente a las infecciones
fingicas, diversos tipos de estrés, productos quimi-
cos, etc. La aplicacién del tratamiento, caracterizado
porque se somete la uva a cortos periodos de tiem-
po (inferiores a 24 horas) en atmdsfera con muy ba-
jo contenido en O,, permite aumentar de forma im-
portante su contenido enddgeno de trans-resveratrol.
Posteriormente, el trans-resveratrol pasa al vino du-
rante el proceso de vinificacién, produciendo de este
modo un vino enriquecido en trans-resveratrol.
Antecedentes

En los tltimos afios, el vino ha sido ampliamen-
te estudiado debido a los beneficios que presenta para
la salud, principalmente en lo que respecta a la pre-
vencién de enfermedades cardiovasculares y la reduc-
cién del riesgo de carcinogénesis. Dichas propieda-
des se atribuyen principalmente a su elevado conteni-
do en compuestos fendlicos y, muy especialmente, al
trans-resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) que pre-
senta multiples propiedades beneficiosas para la salud
(Burns, J., et al. J Agric Food Chem. 50 (2002) 3337-
3340; Mehta R.G., et al. Curr. Oncol. Rep. 4 (2002)
478-86; Latruffe, N., et al. Int. J. Mol. Med. 10 (2002)
755-60).

El resveratrol es un derivado del estilbeno (3, 5,
4’-trihidroxiestilbeno) que presenta dos formas is6-
meras, cis y trans. Se ha descrito su actividad como
fitoalexina producida por la vid como respuesta a las
infecciones fingicas, especialmente a la Botrytis ci-
nerea, (P. Jeandet et al. Am. J. Enol. Vitic. 42 (1991)
41; M. Barlass et al. Am. J. Enol. Vitic. 38 (1987) 65).
Se ha encontrado igualmente en uvas como conse-
cuencia de infeccién o condiciones medioambienta-
les extremas (L.L. Creasy et al. J. Am. Soc. Hortic.
Sci. 113 (1988) 230; P. Langcake et al. Phytochemis-
try 16 (1977) 1193). El resveratrol se encuentra lo-
calizado en la piel de la uva principalmente (Orea,
J.M. and Gonzdlez Urdia, A. Measuring and Impro-
ving the Natural Resistance in Fruits. En: W. Jon-
gen (Ed.) Fruit and Vegetable Processing: Maximi-
sing Quality. Woodhead Publishing Ltd., Cambridge;
pags. 233-266 ) y su concentracion depende de la cli-
matologia, asi como de otros factores ambientales de-
terminados por la variedad de la uva, las sucesivas in-
fecciones sufridas por el vifiedo, etc.

Durante el proceso de vinificacion el trans-resve-
ratrol es extraido de la piel de la uva y pasa a formar
parte de la composicién del vino. Se ha demostrado
que las diferentes técnicas de vinificacién influyen en
el contenido final de trans-resveratrol en el vino, es-
pecialmente el tiempo de maceracion con la piel den-
tro de la cuba (Mattivi et al. J. Agric. Food Chem. 43
(1995) 1820-1823; Romero Pérez et al J. Ag. Food
Chem. 47 (1999) 1533-1536).

En la presente invencién se describe un procedi-
miento para aumentar el contenido endégeno de trans-
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resveratrol en el vino sometiendo a la uva a tratamien-
tos andxicos cortos, preferentemente con nitrégeno
seco e inferiores a 24 horas, inmediatamente antes del
prensado. En la solicitud de patente N° 200400427 (de
los mismos inventores) se describe un método para
aumentar el contenido de trans-resveratrol en la piel
de la uva mediante tratamientos anéxicos cortos. En
la presente invencién se ha demostrado el aumento
del contenido de trans-resveratrol en vinos fabricados
a partir de uvas a las que se ha sometido a tratamiento
andxico previamente al proceso de vinificacion.
Descripcion de la invencion

Meétodo para aumentar el contenido endégeno de
trans-resveratrol en el vino.

Para llevar a cabo la presente invencion se ha uti-
lizado uva de vinificacion de la variedad Tempranillo.
Se han escogido diversos racimos de la vendimia que
han sido seleccionados por presentar uvas con el ho-
llejo mds turgente con el fin de evitar que mosteen
durante el pretratamiento con nitrégeno. Las uvas se
cargaron en un depdsito estanco (véase descripcion de
la Figura 1 a continuacién) del que se evacua el aire,
introduciendo posteriormente un gas inerte a una pre-
sién ligeramente superior a la atmosférica. Las uvas
deben permanecer en el citado depdsito en atmésfera
andxica por un periodo no superior a 24 horas para no
dafiar la calidad de las uvas. En el modo de realiza-
cién de la presente invencion el tiempo del tratamien-
to anéxico ha sido de 24 horas.

Una vez terminado el tratamiento andxico, se ven-
tea el sistema y se extraen las uvas procediéndose
al procesado habitual de la uva para su vinificacién
en tinto: despalillado, estrujado, encubado, fermen-
tacion alcohdlica, remontados, descubado, prensado,
fermentacién maloldctica, trasiego y paso a barrica.
El procesado de la uva debe realizarse lo méds rapida-
mente posible después del tratamiento andxico; pre-
feriblemente, el procesado de la uva debe realizarse
como maximo 18 horas después del tratamiento and-
xico.

El efecto del tratamiento andxico ha sido evalua-
do en primer lugar mediante el andlisis del contenido
polifendlico total (indice de Folin-Ciocalteau) duran-
te la vinificacion. Los resultados obtenidos permiten
concluir que la extraccion de los polifenoles durante
la fermentacién alcohdlica es mucho mds rdapida en el
mosto obtenido a partir de la uva tratada, alcanzédndo-
se valores proximos a 30 puntos en los inicios de la
fermentacién en comparacién con los 10 puntos del
mosto obtenido a partir de las uvas sin tratar.

El efecto del tratamiento andxico en la calidad
del vino ha sido estudiado mediante diversos andlisis
comparativos del vino vinificado a partir de uvas tra-
tadas y del vino de control que ha sido elaborado con
uvas de la misma vendimia y ha seguido el mismo
proceso de vinificacion, pero sin ningin tratamiento
anoxico. El andlisis de los espectros de absorcién UV-
visible de ambos vinos, permite comprobar la existen-
cia de una mayor absorbancia en la regién entre 200 y
400 nm, que es la zona caracteristica de absorcién de
los diversos polifenoles presentes en el vino.

Por otra parte se ha realizado el andlisis del conte-
nido de trans-resveratrol en el vino obtenido a partir
de las uvas tratadas en comparacién con los valores
obtenidos en el vino de referencia. La técnica em-
pleada para dicho andlisis es la desarrollada para el
andlisis de trans-resveratrol mediante la combinacién
de la desorcion laser con la ionizacién multifoténica
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resonante (generalmente denominada REMPI por sus
iniciales en inglés: Resonant Multiphoton Ionization)
y posterior deteccion por espectrometria de masas de
tiempo de vuelo (generalmente denominada TOFMS
por sus iniciales en inglés: Time-of-Flight Mass
Spectrometry). (ES2137896;W09957748; C. Monte-
ro et al. Appl. Phys. B (2000) 601-605; y J.M. Orea
et al. Anal. Chem. (2001) 5921-5929). El andlisis del
contenido de trans-resveratrol en ambos vinos, permi-
te concluir (véase figura 2 mds adelante) que un trata-
miento andxico de 24 horas permite aumentar dicho
contenido de forma importante.

Por ultimo, es de destacar, que no se han apre-
ciado diferencias significativas en cuanto a las prin-
cipales propiedades fisico-quimicas y organolépticas
entre ambos vinos, teniendo en cuenta el analisis de
los pardmetros enoldgicos estudiados, principalmen-
te: densidad, pH, acidez, graduacién alcohdlica, color,
SO,, antocianos, etc.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un esquema del sistema des-
arrollado para la realizacion de los tratamientos ané-
xicos objeto de la presente invencién. La uva se depo-
sita entera en un depdsito siempre-lleno (a) cuya tapa
hermética (b) dispone de una junta de goma que se
puede hinchar y permite el cierre estanco del dep6si-
to con el exterior. La vélvula de teflén convencional
que presentan las tapas de este tipo es reemplazada
por un racor, al cual se acopla una vélvula de inflado
(c). Este dispositivo, completamente estanco, permite
provocar una sobrepresion en el interior del depdsito
que se mantiene con el tiempo. Tras cerrar el depdsito
con la tapa, comienza su llenado con nitrégeno por la
véalvula acoplada a la bombona de nitrégeno seco (e).
La presion de nitrégeno introducido en el depdsito se
controla con el manémetro (d). Para extraer el aire
acumulado entre los racimos, se realiza un purgado
con nitrégeno introduciendo nitrégeno por la valvula
superior y sacando el aire por el grifo de la parte in-
ferior del depésito (f). Tras varios minutos purgando
con nitrégeno, se cierra el grifo de la parte inferior y
se comienza a producir una sobrepresion de nitroge-
no en el interior del depdsito, ajustdndola a 1 bar. Esta
sobrepresion se mantiene durante 24 horas.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos en
los andlisis del contenido de trans-resveratrol en el vi-
no de referencia obtenido a partir de la uva sin tratar
(arriba) y en el vino elaborado segtn la presente in-
vencion (abajo). Los andlisis han sido realizados me-
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diante la combinacién de la desorcién por ldser con
REMPI y posterior deteccion por TOFMS. Al repre-
sentar la intensidad de la sefial (I) frente a 1a masa (M)
se puede observar que en el vino obtenido a partir de
las uvas sometidas a anoxia durante 24 horas se pro-
duce un aumento en el contenido de trans-resveratrol
en este vino es mas de 3 veces el contenido en trans-
resveratrol en el vino de referencia, sin tratar.
Modo de realizacién de la invencion
La presente invencion se ilustra mediante el si-
guiente ejemplo operativo que no pretende ser en nin-
glin caso limitativo de su alcance, el cual viene defini-
do exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas.
Las uvas se introducen en un recipiente estanco,
de 700 litros de capacidad, similar al mostrado esque-
maticamente en la Figura 1, o cualquier otro recipien-
te de volumen adecuado a la cantidad de uva que se
quiera tratar y provisto de las conexiones adecuadas
para extraccion del aire e introduccidn de nitrégeno.
Una vez introducidas las uvas en el recipiente, se
extrae el aire de forma suave, mediante purgado con
nitrégeno. A continuacion, sin que entre aire en el re-
cipiente, se rellena dicho recipiente con un gas iner-
te, por ejemplo: nitrégeno seco, hasta que la presién
en el interior del recipiente sea ligeramente superior
a la presién atmosférica, por ejemplo 1 bar aproxi-
madamente. Las uvas se mantienen en estas condicio-
nes durante un periodo de aproximadamente 24 horas,
controlando que durante dicho tiempo se mantenga la
sobrepresion de nitrégeno en el interior la cimara.
Transcurrido dicho periodo de anoxia, se ventea
el sistema, y se extraen las uvas. El procesado de las
uvas debe realizarse de la forma mas rdpidamente po-
sible después del tratamiento andxico; asi de forma
rdpida se procede al despalillado y estrujado de las
uvas, bombedndose la pasta resultante al depdsito de
fermentacién. Tras esperar 48 horas se realiza una
siembra de levaduras, lo que origina el arranque de
la fermentacion alcohdlica. Se establece un programa
diario de remontados con el fui de extraer el mayor
contenido de compuestos polifendlicos de los holle-
jos de las uvas, consistiendo en un bazuqueo a primera
hora de la mafiana (rotura y hundimiento del sombre-
ro) junto con un remontado de 15 minutos de dura-
cién. Concluida la fermentacion alcohdlica se proce-
de al descubado y prensado de los orujos, juntando el
vino de sangrado con el vino prensa y dejando el de-
poésito convenientemente cerrado para que realice la
fermentacion malolactica de manera espontinea.
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REIVINDICACIONES

1. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino caracterizado porque
se realiza mediante la aplicacién de un tratamiento
anodxico a las uvas, previo al procedimiento de vini-
ficacion.

2. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segin la reivindica-
cion 1, caracterizado porque consta de las siguientes
etapas.

i. - Introducir las uvas en un recipiente es-
tanco provisto de las conexiones adecua-
das para extraccién de aire e introduccion
de un gas inerte adecuado.

ii. - Extraer el aire de dicho recipiente me-
diante purgado con nitrégeno o emplean-
do una bomba rotatoria de poca potencia,
hasta una presion inferior a 1 mbar.

iii. - Insuflar un gas inerte en el interior de di-
cho recipiente estanco hasta que la presién
en su interior sea ligeramente superior a la
atmosférica.

iv. - Mantener las uvas en el interior de dicho
recipiente durante un tiempo comprendido
entre 6 y 24 horas, controlando que duran-
te dicho tiempo se mantiene la sobrepre-
sién de gas inerte en el interior de dicho
recipiente.
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v. - Ventear el recipiente y extraer las uvas.

vi. - Procesar la uva lo mds rdpidamente posi-
ble después del tratamiento anéxico, vini-
ficando en tinto por el procedimiento habi-
tual.

3. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segin la reivindica-
cién 2, caracterizado porque el gas inerte utilizado
para obtener una atmdsfera con un contenido muy ba-
jo en oxigeno es N,, un gas noble, o cualquier gas no
reactivo que no afecte a la calidad y propiedades or-
ganolépticas de las uvas.

4. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segiin reivindicacién
3, caracterizado porque dicho gas inerte es nitrége-
no seco.

5. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segin reivindicacio-
nes anteriores, caracterizado porque la presién del
gas inerte en el interior de la cdmara durante el perio-
do de anoxia es de 1,1 bares.

6. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segiin reivindicacién
2, caracterizado porque el periodo de anoxia es de
24 horas.

7. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en el vino, segin reivindicacio-
nes anteriores, caracterizado porque le procesado de
la uva ser realiza como maximo en el plazo de 18 ho-
ras después del tratamiento andxico.
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