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obtained from barrique staves, and with the effects of this treatment in terms of protection against the microbial
contamination of wood and interference with the phenol transfer to wine.

The membrane molecular structure was confirmed by solid state NMR. The fermentation kinetic of synthetic
juices by Saccharomyces cerevisiae in presence of treated or untreated wood, the ease of colonization of the
blocks by 15 species of wine spoilage yeasts and bacteria, and the transfer to wine of 21 simple phenols were
studied. :

Fermentation kinetic was unaffected. The membrane reduced the wood roughness, helped along washing
and prevented wood colonization. Membrane hydrophobicity and the presence of Sn could be involved in the
process, the latter by the inhibition of the microbial growth inside the siliceous layer. No significant differences
were observed for the transfer of phenols, with the exception of homovanillic acid. Now, these positive results
obtained in laboratory scale suggest to examine in depth the membrane compatibility with alcohol before any
winery application.

Keywords: oak wood, silica membrane, spoilage microorganisms, phenol extraction
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Summary

Worldwide, winemakers use tannins as clarifying, stabilising and antioxidant agents, texturers and aromatic ad-
juvants. In this last case, the contribute of tannins is usually traced back to their ability of linking sulphur off-flavours
and/or to the supply in vanilla-like, spicy and “oaky"” aroma compounds mainly related to the presence of peculiar
simple phenols and lactones.

In this work we report that two thiol precursors (3-S-cysteinyl hexan-1 -ol and 3-S-glutathionyl hexan-1-ol) were
found for the first time in grape commercial oenological tannin samples, in concentrations as high as 200 and 138
mg/kg, respectively. Differences were found between tannins obtained from grape skin and seeds, in agreement
with the distribution of the precursors in the grape berry reported in the literature.

Technologically speaking, ad hoc additions of selected tannins - after fermentative conversion of the precursors
into the free thiol forms - could theoretically rise 3-mercaptohexan-1-ol over its sensory threshold, favour the forma-
tion of the corresponding acetate during fermentation and, finally, improve the exotic-fruit flavour profile of wine.

Keywords: wine, grape tannin, varietal thiols, aroma precursors
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El tanino enoldgico como posible donante de precursores de tioles varietales
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Resumen

Los taninos enoldgicos se utilizan como clarificantes, agentes estabilizantes y antioxidantes, adyuvantes de textura y aromaticos. El
contributo aromatico de los taninos se reconduce a su capacidad de enlazar off-flavors azufrados y/o por el aporte de compuestos
aromaticos avainillados, especiados y de madera, principalmente relacionados con la presencia de fenoles y lactonas simples. En
este trabajo fueron encontrados por primera vez 2 precursores de tioles varietales (3-S-cisteinil-1-hexanol y 3-S-glutationil-1-
hexanol) en muestras comerciales de tanino enoldgico de uva, en concentraciones de hasta 300 y 206 mg/kg respectivamente. Se
encontraron diferencias entre taninos de piel y de semillas, de acuerdo con la distribucion en las bayas de los precursores.
Tecnoldgicamente hablando, adiciones de tanino enoldgico ad hoc — después de la transformacion fermentativa de los precursores
en tioles libres - podrian tedricamente aumentar el contenido de 3-mercaptohexanol mas alla del umbral sensorial, favoreciendo la
formacion del acetato corresponndiente v, al final, aumentando la nota de fruta exdtica del vino.

Palabras clave: tanino de uva, tioles varietales, precursores aromaticos.

1. Introduccion

Los llamados tioles varietales y sus respectivos precursores no volatiles S-glutationil y S-cisteinil
(Figura 1) son una clase importante de compuestos armaticos que se encuentran en diversas variedades de
uva y/o en sus relativos vinos [1, 2, 3, 4]. Los tioles varietales tienen un umbral sensorial muy bajo [5] y
pueden dar al vino una fuerte nota tropical y aromas citricos. Un mayor conocimiento de la biogénesis de
estas moléculas ha sido el objetivo de multiples investigaciones. Mas aun, el contexto tecnoldgico en el que
se encuentran investigadores y endlogos es cdmo aumentar la cuota de tioles varietales y sus precursores en
bayas y durante el proceso de vinificacion [6].

Los taninos se utilizan en comidas, bebidas y vinos por el aporte que hacen a determinadas
caracteristicas sensoriales como e.g. al color y su estabilidad, estabilidad proteica, sensaciones en boca y
composicién aromatica. Pueden provenir de diversos vegetales y su origen botanico puede establecerse
utilizando la determinacion de los fenoles simples, monosacaridos y polioles, elementos minerales y la
relacion isotdpica 13C/12C [7, 8] cuantificados con técnicas analiticas diferentes (GC-MS, LC-MS/MS, ICP-OES
y IRMS) algunas veces combinados entre ellos.

Recientemente, una combinacién de experimentos en espectrometria de masa ha permitido por
primera vez la identificacion de los precursores S-glutationil (GLU-) y S-cisteinil (Cys-) del 3-mercaptohexanol
(3MH) en taninos enoldgicos [9]. Este articulo muestra el contenido de GLU-3MH y Cys-3MH de unos 60
taninos adquiridos en el mercado italiano y agrupados segun las especificaciones declaradas por los
productores o distribuidores.

2. Material y Métodos



La preparacion de los taninos, las condiciones HPLC-MS, y el analisis fueron realizados como
indicado en mayor detalle en Larcher et al. [9] y resumidas a continuacién. Las muestras de tanino (50 mg)
fueron disueltas en 45 mL de una solucién de metanol/agua (70:30) que contenia d3-Cys-3MH y d3-GSH-
3MH como estandar interno, ambos a 12 pg/L, y filtrados a 0.22 pum.

El mddulo cromatografico estaba compuesto por una columna Acquity UPLC HSS T3 C18 (1.8 um,
2.1 mm x 100 mm; Waters) a 40°C. Fueron utilizadas soluciones de acido férmico al 0.1% (solvente A) y &cido
formico en acetonitrilo (solvente B) con caudal de 0.45 mL/min. El gradiente del solvente B era: 5% (2
minutos), hasta el 100% (en 5 minutos), al 100% (1 minuto) y después hasta el 5% (en 0.01 minuto) y al 5%
(2 minutos). La muestra (5 L) fue inyectada utilizando la funcion "partial loop needle overfill".

Se utilizd un espectrémetro de masa Xevo TQ MS, trabajando en modo ién positivo con el voltaje
capilar fijado en 2.5 kV. Argén (0.20 mL/min) y Nitrégeno (1000 L/h) fueron utilizados como gases de colision
y desolvatacion respectivamente. La temperatura de desolvatacion y de la fuente fueron fijadas a 500°C and
150°C, respectivamente. En lo que respecta las condiciones adoptadas para la identificacion de los
precursores aromaticos, el potencial de voltaje del cono y energia de colision fueron fijados en 16V y 10eV
para Cys-3MH, 26V y 12 eV para GSH-3MH, 16 V' y 10 eV para Cys-4AMMP, y 16V y 14 eV para GSH-4MMP,
respectivamente. Analisis en modo MRM fueron realizados utilizando las siguientes transiciones m/z para la
cuantificacion 408.2 — 162.1 para GSH-3MH y 222.2 — 83.2 para Cys-3MH. La linearidad del método fue
verificada entre 0.1y 30 pg/L.

3. Resultados y Conclusiones

En el mundo, los endlogos utilizan taninos como clarificantes, agentes estabilizantes y antioxidantes,
adyuvantes de textura y aromaticos. En el dltimo ejemplo, el contributo de los taninos se reconduce a su
capacidad de enlazar off-flavors azufrados y/o por el aporte de compuestos aromaticos vanillados, especiados
y de madera principalmente relacionados con la presencia de determinados fenoles y lactonas simples.

La figura 2 muestra la distrubucion del contenido de GSH-3MH y Cys-3MH en muestras de taninos de
acacia (n= 2), castafio (3), arboles frutales (5), gala (6) de varias especies botanicas, semillas (7) y piel (9) de
uva, roble (16) de diferentes origines geograficos y niveles de tostado, plantas oficinales (1), quebracho (4),
tara (1), té (2) y en dos muestras de enocianina.

Los taninos de piel de uva mostraron contenidos de precursores tidlicos significativamente mayores
de otros origenes botanicos analizados. Incluso los mayores niveles encontrados en las muestras de acacia
(GSH-3MH = 0.079 mg/kg; Cys-3MH = 0.041), castafio (0.023; 0.004), arboles frutales (0.158; 0.202), gala
(0.018; 0.005), roble (1.858; 0.369), plantas oficinales (0.006; 0.001), quebracho (0.029; 0.025), tara (0.255;
0.001) y té (0.038; 0.005) fueron mucho menores del contenido mediano en los taninos (15.20; 13.59) de las
pieles de las bayas. El contenido de precursores en las muestras de enocianina (0.959; 0.638) fue
generalmente menor del contenido en los taninos de la piel de uva, pero mayor del contenido en taninos de
otros origenes botanicos.

En conclusion, el trabajo prueba cémo algunos taninos enolégicos comerciales de uva pueden
contener concentraciones de GSH-3MH y Cys-3MH con potencial tecnoldgico e interés sensorial. Los
precursores cisteinilados y glutationilados de la 4-metil-4-mercaptopentan-2-ona no fueron encontrados en
ninguna de las muestras de tanino analizadas por encima del LD, fijado en 0.01 mg/Kg para ambos
precursores.
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Figura 1.Tioles varietales y sus relativos precursores.
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Figura 2. Distribucion del contenido de los precursores S-glutationados (GSH-) y S-cisteinilados (Cys-) del 3-mercaptohexanol (3MH) en taninos

enoldgicos y enacianinas comerciales.



