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Vifiedo conducido en espaldera./ @nafardron

Aplicaciones foliares

de riboflavina en el vinedo
como herramienta para
Incrementar el contenido
nitrogenado de la uva

T. Garde-Cerd4n, R. Gonzalez-Santamaria y E. P. Pérez-Alvarez. Instituto de Ciencias
de la Vid y del Vino (Gobierno de La Rioja-CSIC-Universidad de La Rioja)
R. Ruiz-Gonzalez y S. Nonell. Institut Quimic de Sarria. Universitat Ramon Llull

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la influen-
cia de la aplicacion foliar en el viiiedo de riboflavina
(vitamina B2) sobre la composicion nitrogenada de
la uva. Para ello, en el envero y una semana des-
pués, se aplicaron dos disoluciones acuosas de dicha
vitamina sobre las hojas de las plantas de un viie-
do de Tempranillo (Vitis vinifera L.) injertado sobre
Richter-110. Los resultados mostraron que, en los
mostos, la concentracion de la mayoria de los ami-
noacidos fue mas alta cuando se aplicé la dosis mas

baja de riboflavina (100 g/ha), aunque la dosis mas
alta (200 g/ha) también mejoré su composicioén ni-
trogenada. Desde el punto de vista de la mejora del
contenido en aminoacidos de los mostos, estos resul-
tados son prometedores, ya que con las aplicaciones
foliares se contribuye a evitar posibles problemas de
fermentacion a causa de la falta de nitrégeno y se
podria mejorar la composicion volatil de los vinos, ya
que los aminoacidos son precursores de numerosos
compuestos volatiles fermentativos.



El nitrégeno desempefia un papel impor-
tante en muchas de las funciones de la
planta. La fertilizacion nitrogenada del
vifiedo puede influir en la composicién de
la uva, aumentando la concentracion de
aminoéacidos (Garde-Cerdan et al., 2014;
Pérez-Alvarez et al., 2017) y pudiendo
evitar problemas asociados a la falta de
nitrégeno, como fermentaciones lentas o
paradas de fermentacién (Arias-Gil et al.,
2007). Ademas, la composicién nitroge-
nada de la uva esté relacionada con la for-
macién de aromas fermentativos (Garde-
Cerdan y Ancin-Azpilicueta, 2008). Sin
embargo, el uso excesivo de fertilizantes
nitrogenados puede ocasionar problemas
medioambientales. Una alternativa puede
ser la aplicacién foliar de compuestos ni-
trogenados, ya que es una técnica rapida
y eficiente, que reduce costos y contribuye
a una agricultura sostenible.

La riboflavina (vitamina B2) es una vi-
tamina soluble en agua (figura 1), que
esta ampliamente presente en la natura-
leza y en una gran cantidad de alimentos
(Powers, 2003). El papel de lariboflavina

en las plantas no se conoci6 hasta el afio
2000. Esta vitamina aumenta la resisten-
cia a enfermedades en diversas especies
vegetales (Boubakri et al., 2013). Las
vitaminas estan implicadas en el meta-
bolismo nitrogenado de la planta, dado
que los aminoacidos son precursores de la
mayoria de ellas. Por todo ello, el objetivo
de este trabajo fue estudiar la influencia
de la aplicacién foliar de riboflavina en la
composicion nitrogenada de la uva.

Material y métodos

Tratamientos foliares

El estudio se llevd a cabo en 2016 en un
vifiedo de la variedad Tempranillo (Vitis
vinifera L.) injertada sobre Richter-110,
ubicado en La Grajera (Logrofio). Los tra-
tamientos estudiados fueron un control y
la aplicacion foliar de dos dosis diferentes
de riboflavina: 100 g/ha (Rf1) y 200 g/ha
(Rf2). Las plantas control se pulverizaron
con una disolucién acuosa de Tween 80,
usada como agente humectante. Paracada
aplicacién, se pulverizaron 200 mi/planta,

Estructura quimica de
la riboflavina
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llevandose a cabo dos veces, en envero y
una semana después. Todos los tratamien-
tos se hicieron por triplicado.

Muestreo de uva y analisis

de parametros enolégicos

Las uvas se recogieron en su momento
optimo de madurez tecnolégica y, poste-
riormente, se despalillaron y estrujaron.
Los mostos obtenidos se caracterizaron
fisico-quimicamente, determinandose:
alcohol probable, pH, acidez total, inten-
sidad colorante (IC), tonalidad e indice de
polifenoles totales (IPT) seglin los métodos
oficiales de la Organizacion Internacional
de la Vifia y el Vino (OIV). El 4cido mélico
y el nitrégeno facilmente asimilable (NFA)
se analizaron utilizando un multianalizador
Miura one (Tecnologia Difusion Ibérica,
Barcelona, Espafia). Los tratamientos se
realizaron por triplicado, por lo que los
resultados para estos pardmetros corres-
ponden a la media de tres analisis (n=3).

Determinacion de

aminoacidos por HPLC

El analisis de aminoacidos se llevé a
cabo por cromatografia liquida (HPLC)
(Agilent, Palo Alto, EE. UU.), empleando
el método descrito por Garde-Cerdan et al.
(2014). A 5 ml de muestra, previamente
centrifugada, se adicionaron 100 pL de
norvalina 'y 100 pL de sarcosina, como
estandares internos. Esta mezcla se filtré
y se sometié a una reaccién de derivati-
zacion con o-ftaldehido (OPA, Agilent) y
con 9-fluorenmetilcloroformato (FMOC,
Agilent). La cantidad de muestra inyecta-
da fue de 10 pL. Todas las separaciones
se realizaron en una columna Hypersil

Los ensayos se realizaron en la época de envero./ Ch. Diez
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ODS (250 x 4,0 mm, 5 pm; Agilent) ter-
mostatizada a 40 °C. Como fases moviles
se usaron dos eluyentes: A, acetato de
sodio 75 mM, trietilamina al 0,018% (pH
6,9) y tetrahidrofurano al 0,3%; B, agua,
metanol y acetonitrilo (10:45:45, v/v/v).
La determinacion de los aminoéacidos se
realizd empleando un detector de fluores-
cencia (FLD) y un detector de diodo array
(DAD). La identificacion de los compues-
tos se realizd comparando sus tiempos de
retencién con los patrones de referencia
puros. Los tratamientos se realizaron por
triplicado, por lo que los resultados de
aminoéacidos libres corresponden a la me-
dia de tres analisis (n=3).

Analisis estadistico

Los datos de las diferentes determinacio-
nes se procesaron usando el analisis de
varianza (ANOVA). Los tratamientos y el
control se compararon mediante la prueba
post hoc Duncan con un nivel de signi-
ficacion menor o igual al 5% (p<0,05),
empleando el paquete estadistico SPSS
(Chicago, EE. UU.).

Resultados y discusion

Efecto sobre los parametros
enolégicos

En la tabla 1 se muestran los parametros
fisico-quimicos y el NFA del mosto control
y del mosto procedente de los dos trata-
mientos con riboflavina (Rfl y Rf2). Las
muestras control y Rf1 presentaron mayor
alcohol probable que las muestras Rf2. El
contenido de acido malico fue mayor en

el mosto procedente del tratamiento con
Rf2 que en las muestras control y Rfl. La
intensidad colorante (IC) fue mayor en las
muestras Rfl que en el control.

Por el contrario, el mosto de Rf2 tenia
mayor tonalidad que el control, ambos sin
diferencias significativas con respectoalas
muestras Rfl. El resto de los parametros
enolégicos no mostraron diferencias entre
el control y los dos tratamientos con ribo-
flavina. EI contenido de NFA en los mostos
procedentes de ambas aplicaciones con
riboflavina (Rf1 y Rf2) no mostré dife-
rencias significativas respecto al control
(tabla 1).

Influencia sobre la
concentraciéon de aminoacidos
El contenido de aminoéacidos totales y
de aminodcidos totales sin prolina en los
mostos aument6 debido a las aplicaciones
foliares de riboflavina. Fue la dosis mas
baja de riboflavina (Rf1) el tratamiento
mas efectivo (figura 2A). El aminoacido
mayoritario en los mostos fue la arginina
(Arg), observandose que ambos trata-
mientos favorecieron su sintesis por la
planta, aunque en mayor medida cuando
se aplic6 la dosis méas baja de dicha vi-
tamina (figura 2B). En el caso de prolina
(Pro) y glutamina (GIn), compuestos que
se encontraron también en altas concen-
traciones, su contenido en las muestras
fue mayor con el tratamiento Rf1 que con
los tratamientos control y Rf2 (figura 2B).
Una tendencia similar se observé para
GABA, histidina (His), triptéfano (Trp) y
leucina (Leu) (figura 2C). El contenido

Tabla 1. Parametros enoldgicos y nitrégeno facilmente asimilable (NFA) de los

mostos control y de los procedentes de las aplicaciones foliares con
riboflavina, 100 g/ha (Rf1) y 200 g/ha (Rf2).

Control
Peso de 100 bayas (g) 200+ 10a
Alcohol probable (%, v/v) 120+04b
pH 3,48 +0,08a
Acidez total (g/1)* 56+006a
Acido malico (g/1) 24+02a
NFA (mg N/I) 228 +33 a
Intensidad colorante (IC) 26+03a
Tonalidad 0,53+0,09a
{ndice de polifenoles totales (IPT) 116 +02a

Rfl Rf2
209+10a 215+28a
122 +04b 11+0a
3,54 + 0,06 a 3,520,022
52+03a 59+02a
24+03a 30+02b
197+17a 208+11a
33x04b 3,08 +0,08 ab

0,60 + 0,06 ab 0,68 + 0,08 b
124+09a 120+08a

Todos los pardmetros se muestran con su desviacion estandar (n=3). Para cada pardmetro, letras diferentes indican que hubo diferencias

significativas entre las muestras (p<0,05).
*En g/l de 4cido tartarico.

Cromatdgrafo de liquidos (HPLC), equipo utilizado para el
andlisis de aminoacidos./ Michel Lopez de Dicastillo

de acido glutamico (Glu), alanina (Ala)
y acido aspartico (Asp) present6 valores
mas altos en los mostos con ambos tra-
tamientos de riboflavina (Rf1 y Rf2) que
con el control (figura 2C), mientras que
la dosis més baja de riboflavina (Rf1) fue
el tratamiento que provocé el mayor in-
cremento en los niveles de treonina (Thr),
serina (Ser) y valina (Val), aunque el tra-
tamiento con Rf2 también favorecié la
concentracién de estos aminoacidos con
respecto al control (figura 2C).

En el caso de los aminoacidos mino-
ritarios, citrulina (Cit), fenilalanina (Phe),
isoleucina (lle), tirosina (Tyr), metionina
(Met), cisteina (Cys), ornitina (Orn) y glici-
na (Gly), aumentaron su concentracion en
el mosto con la aplicacién de Rf1 (figura
2D). El contenido de asparagina (Asn) en
las muestras aumento tras la aplicacion
de ambas dosis de riboflavina, aunque la
dosis Rf1 fue més efectiva que la Rf2. Con
respecto a la lisina (Lys), su contenido en
el mosto con el tratamiento Rf1 fue mayor
que en las muestras control y no mostré
diferencias significativas con la aplicacion
de Rf2 (figura 2D).
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Figura 2. Concentracion de aminodcidos (mg/l) en los mostos control y

en los procedentes de las aplicaciones foliares con las dos
dosis de riboflavina, 100 g/ha (Rf1) y 200 g/ha (Rf2)
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incluso cuando se utilizé un elicitor co-
D mo tratamiento foliar (Garde-Cerdén et
al., 2016). Cabe destacar que con los
tratamientos foliares con riboflavina, el
nimero de aminoacidos que aumenté su
concentracién respecto al control fue ma-
yor. En esta misma linea, junto con el au-
mento de la concentracién individual de
aminoacidos, la acumulacién de Arg fue
superior a la de Pro, mejorando el conte-
nido en el mosto de nitrégeno asimilable,
ya que la Pro es un aminoéacido que las
levaduras no son capaces de metabolizar
en condiciones normales de fermentacion
(Bell y Henschke, 2005). Ademas, His,
Trp, Tyr, Phe y Met son precursores, res-
pectivamente, de histaminol, triptofol y
tirosol, estos dos Gltimos con importante
actividad antioxidante, 2-feniletanol, res-
ponsable de un agradable aroma a rosas

y metionol, que confiere al vino notas a
Control [N Rf1 I Rf2 patata cocida.
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