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PREFACIO

La redaccién de este Manual de Técnicas Analiticas para Evaluacién de uvas surgio
durante el estudio que un grupo de Instituciones relacionadas con la Vitivinicultura
Argentina, realizaron con el objeto de establecer estandares objetivos de calidad de
uvas. Estas instituciones, la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Cuyo (FCA-UNCuyo), la Estacién Experimental Agropecuaria Mendoza del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA Mendoza. INTA) y la Asociacion Argentina
de Consorcios de Experimentacion Agricola (AACREA), advirtieron la necesidad de
contar con estos estdandares como un medio para dar mayor previsibilidad vy
transparencia a las relaciones que se establecen en la Cadena de Valor. Con estos fines
convergieron en un proyecto, que luego fue auspiciado y financiado por la Corporaciéon
Vitivinicola Argentina (COVIAR), entidad encargada de coordinar el plan estratégico
Argentina Vitivinicola 2020.

Durante el desarrollo de los estudios relativos a la creacion de los estandares, surgié la
necesidad de brindar una herramienta de apoyo al trabajo de los técnicos y
productores, responsables primarios en la calidad del vino. Con este fin, los
investigadores de la EEA Mendoza del INTA y de la FCA-UNCuyo han detallado las
técnicas de analisis que pueden ser utilizadas para la caracterizacion de muestras de
uva.

Este trabajo se ha diagramado en dos secciones. En la seccién 1 se exponen, en forma
tedrica, los conceptos relativos a la composicion fendlica de la uva, la ubicacion de estos
compuestos dentro del grano de uva, los fendmenos de extraccién durante la
vinificacién y las reacciones quimicas vinculadas a estas moléculas. En la seccién 2 se
desarrollan las distintas técnicas analiticas para evaluar la calidad de las uvas. Se
incluyen los distintos métodos de analisis, los materiales y reactivos necesarios, la
preparacion de soluciones, los procedimientos de medicién y las precauciones de
manipulacion.

El manual estd destinado a técnicos agronomos, enélogos y quimicos para su uso en
bodegas o laboratorios de mediana complejidad; los métodos que incluye son los que
pueden abordarse con los aparatos de analisis generalmente disponibles. En cada
analisis se incluyen las citas bibliograficas que indican el desarrollo original.

Es importante destacar que el largo proceso de elaboracién y revisién que encararon los

autores fue guiado por la conviccién de que “la busqueda de una vida mas
humana, debe comenzar por la educacion” (Ernesto Sabato).

Los Autores, noviembre de 2009.
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SECCION 1: COMPUESTOS FENOLICOS DE LA UVA
1.1 INTRODUCCION

Las sustancias fendlicas se encuentran entre los constituyentes fundamentales de las
uvas tintas. En los vinos tintos determinan importantes caracteristicas organolépticas,
relacionadas con el color y el gusto. Dentro de los fenoles, los antocianos son responsa-
bles esenciales del color rojo, mientras los taninos se asocian con sensaciones bucales,
unas veces agradables (estructura, concentracién) y otras desagradables (amargo, aspe-
reza, sequedad, astringencia).

Las sustancias fenélicas provienen de la uva y son extraidas durante la fase de vinifica-
ciéon conocida como maceracion, que involucra los fenémenos de difusiéon y de disolu-
cion. La extraccion y manejo de los antocianos y taninos en los vinos, es vital para de-
terminar la calidad y el estilo del vino tinto. Lamentablemente, los factores que
favorecen la difusiéon y la disoluciéon, como un mayor contacto entre las fases liquida y
sélida o un aumento del tiempo de maceracién, incrementan la cesién de todo tipo de
compuestos (agradables y desagradables).

Las sustancias cedidas a los vinos en la maceraciéon no siguen un modelo simple, donde
se pueda asociar en forma directa la concentracién en el vino con los contenidos en la
uvay la intensidad de la difusién. Esto se debe a que las sustancias extraidas durante la
maceracién sufren una serie de fenédmenos colaterales, tales como la saturacién y la
precipitacion, la adsorcién sobre las partes solidas, la condensacién molecular, la oxida-
cion, la copigmentacion y los fenémenos coloidales. Ademas, muchos de estos fenéme-
nos continlian durante el periodo de conservacion del vino.

Ribérau Gayon (1982) investigé el efecto del tiempo de maceracién sobre el grado de
extraccion de sustancias fendlicas en los vinos y puso en evidencia que, el contenido de
antocianos alcanzaba un maximo en los primeros 5 o 6 dias de maceracion, pero luego
caia paulatinamente. Los taninos, en cambio, crecian constantemente, pero la cesion
pasaba por dos etapas, una de cesion rdpida - hasta el 5° o 6° dia -, correspondiente a
taninos hidrosolubles y otra mas lenta, correspondiente a taninos solubles en alcohol.
Si bien actualmente se conocen los patrones que sigue la extraccién, no es posible ase-
gurar cdmo afectara al color y a la astringencia del vino, el grado de extraccion logra-
do y los distintos tiempos de maceracion. Esto se debe a que muchos fenémenos como
la copigmentacién de los antocianos y las combinaciones entre los taninos y los polisa-
caridos, por citar algunos, han sido esclarecidos recién en los ultimos afios.

Muchas de las reacciones a las que estan sujetos los fenoles en los vinos dependen de
su composicion (variedades quimicas y concentraciones), y ésta esta fuertemente deter-
minada por la variedad de uva. Asi, se sabe que los vinos de Pinot Noir tienen proble-
mas para expresar altos niveles de color debido a la estructura quimica de sus antocia-
nos. Otras variedades, como Cabernet Sauvignon y Malbec, se comportan de manera
opuesta.

En la uva existe una cantidad de compuestos que contienen grupos fenoles altamente
reactivos. Estos compuestos pasan luego al vino, donde participan de sus caracteristicas
organolépticas. El grupo fenol basico es un benceno aromatico unido a un radical hi-
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droxi. La reactividad de estos compuestos es debida tanto a la presencia de la funcién
fenol, que por la movilidad de sus atomos de hidrégeno, presenta un caracter acido; co-
mo al nucleo benzénico que puede sufrir sustituciones electroéfilas. Los tipos de molécu-
las fendlicas en las uvas y vinos pueden ser categorizados en forma amplia en fenoles
flavonoides, con un esqueleto de tipo 2-fenil benzopirona, y no flavonoides, que son
basicamente acidos fendlicos. Los fenoles no flavonoides son importantes en la pulpa
de la uva y en la madera de roble, mientras los fenoles flavonoides no existen en la pul-
pa pero son importantes en los hollejos, escobajos y semillas.

A continuacién se hace una descripcion de los principales fenoles de la uva, de acuerdo
con las revisiones realizadas por Parley (1997) y Cheynier et al. (1998). En la figura 1.1
se muestran esquematicamente los distintos grupos quimicos que componen los princi-
pales fenoles de la uva.

Acidas
hidraxiben-
Foicos

Proantociani-

dinas (taninos
de la uva)

Cateqgui-
nas

Acidos
hidroxicinna-
mic o5

3-Flavanoie

Antocianas

Fenoles de la uva Flavenoides

Figura 1.1: Principales fenoles de la uva
PRINCIPALES FENOLES DE LA UVA:
Fenoles no flavonoides:

Son basicamente acidos fendlicos de dos tipos, los acidos hidroxibenzoicos, formados
por un fenol (C4HsOH; figura 1.2) unido a una funcién acida (-COOH), y los acidos hidro-

xicinndmicos, formados por un fenol que porta una cadena lateral insaturada. Otros de-
rivados no flavonoides son los estilbenos.

OH

Figura 1.2: Representacién de un fenol (CgHs0H)

a) Acidos hidroxicinnamicos: se encuentran en las vacuolas de las células del hollejo y
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de la pulpa de la uva bajo la forma de ésteres’ tartaricos. Los principales son los éste-
res de los acidos cafeico, cumarico y ferulico (figura 1.3). En las concentraciones en-
contradas en los vinos no tienen impacto en las caracteristicas aromaticas.

R Contenido

TU.'I-I Esteres :
R en vino
CH "n'—ﬁ—< acido t-cafeoil tartarico.  |OH 15 mg L
I Q \"'l: - o acido t-p-cumaroil tartarico [H 30 mg L™
“"‘T' HY acido t-feruloil tartarico  |OCH,
CoOH “ )

—

. . Fraccion hidroxicinndmica
Fraccion tartarica

Figura 1.3: Esteres hidroxicinnamicos de la uva

Las cantidades de acidos hidroxicinnamicos son altas en mostos escurridos libremente,
pues ellos son los principales fenoles de la pulpa. El acido cafeico y su éster tartarico
(caftarico) son los principales sustratos de la oxidacion enzimatica de los mostos. Sus
guinonas tienen una alta reactividad y participan en la oxidacién y en el pardeamiento
de los antocianos y de los taninos. Una quinona (o benzoquinona) se produce por oxi-
dacién de un compuesto fendlicos adquiriendo la férmula de CgH,0, (figura 1.4). Gene-
ralmente las quinonas son de color amarillo, pardo o rojo ladrillo, tienen propiedades
oxidantes lo cual las hace inestables, originando un gran namero de productos a partir
de ellas. b

O
Figura 1.4: a-Benzoquinona (a) y f-Benzoquinona (b), férmula C;H,0,

Los acidos p-cumarico y caféico se encuentran muchas veces acilando? los sustitutos glu-
co6sidos de los antocianos. Esto es importante para la estabilidad del color de estos an-
tocianos, pues favorecen la autocopigmentacion (Dangles et al., 1993).

b) Acidos hidroxibenzdicos: las semillas de uva contienen acido galico libre (figura 1.5)
y esterificado con 3-flavanoles. Su contenido en el vino ronda los 10 mg L. El 4cido ga-
lico se oxida muy facilmente para dar quinonas y peréxido de hidrégeno.

(]

O
Figura 1.5: Estructura del acido galico
' Un éster se origina cuando reacciona un acido carboxilico con un alcohol.

? La reaccién de acilacién es aquella en donde se sustituye el hidrogeno del anillo aromatico por un grupo acido (R-
COOH) confiriéndole estabilidad a la molécula.
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Otros acidos hidroxibenzdicos, como el siringico, el vainillico y el p-hidroxibenzoico, se
pueden encontrar en vinos que han estado en contacto con madera de roble. En este
caso provienen de la degradacion de la lignina. Las concentraciones de acidos hidroxi-
benzoicos en el vino, son realmente bajas, sobre todo comparadas con las de los otros
fenoles presentes.

Fenoles flavonoides:

En los vinos tintos son mucho mas importantes los fenoles flavonoides, por la gran can-
tidad extraida de las semillas y hollejos durante la maceracién. Forman una familia de
sustancias en la que todas tienen el mismo esqueleto basico de 15 4&tomos de carbono,
de tipo 2-fenil benzopirona (figura 1.6). Son responsables de muchas de las caracteris-
ticas de los vinos tintos, incluidas el color, muchas sensaciones bucales y las caracteristi-
cas de envejecimiento. No existen en la pulpa de la uva, pero si en las semillas, hollejos
y escobajos.

Figura 1.6: Estructura de la 2 fenil benzopirona (los niumeros indican la identificacion
de cada atomo de carbono)

La familia de los flavonoides esta representada en la uva principalmente por flavono-
les, antocianos y 3-flavanoles (proantocianidinas o taninos de la uva y catequinas). Se
encuentran también otros grupos de menor importancia como los flavononoles y las
flavonas.

a) Flavonoles:

La figura 1.7 muestra los cuatro principales flavonoles de la uva bajo su forma aglicona
(porciéon no azucarada). Los flavonoides se caracterizan por poseer un enlace insatura-
do entre el C2 y C3 y otro enlace insaturado unido a un oxigeno en el C4. Los flavono-
les estan presentes en los hollejos de las uvas blancas y tintas, bajo la forma de glicési-
dos? en la posicion 3 (Cheynier et al., 1998); los mas comunes en la uva son la quercetina
y el kaempferol. Los glicésidos mas frecuentes involucran la presencia de glucosa, ga-
lactosa y acido glucurénico (Price et al., 1995a).

R
OH Flavonoles R R’
= kaempferol H H
quercetol OH H
o miricetol OH OH
OH o \Punto de unioén con el aztcar isoramnetol OCH;, H

Figura 1.7: Flavonoles de la uva bajo su forma aglicona

* Los glicosidos son sustancias caracterizadas quimicamente por estar formadas por un azucar unido a una porcion no azucarada.
9
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Los flavanoles aparecen en los hollejos de las uvas, en los escobajos y en las hojas como
una respuesta de la planta al estimulo de la radiacién UV de la luz solar (Price et al.,
1995a). Los contenidos en flavonoles varian de 10 a 100 mg kg' de bayas. Son facilmen-
te extractables en la vinificacién, aunque no son muy solubles en agua y es preciso que
exista cierta cantidad de alcohol como solvente. Son amargos, tienen un poder de co-
pigmentacion fuerte y pueden estar involucrados en las reacciones de polimerizacion
de los fenoles (Price et al., 1995b).

b) Antocianos:

Los antocianos son pigmentos flavonoides que se encuentran en varios érganos de las
plantas (frutos, flores y hojas), confiriéndoles colores rojo, azul y violeta. En la uva, su
funcioén principal es la de atraer a los pajaros que actian como diseminadores de las se-
millas. Por otro lado, en la planta también cumplen funciones como antioxidantes, fi-
toalexinas y antibacterianos. En el grano de uva se encuentran en las vacuolas celulares
del hollejo de las uvas tintas. También se encuentran en la pulpa de las variedades tin-
toreras (e.g. Alicante Bouchet). Durante el proceso de maceracion, en la vinificacién en
tinto, pasan al vino, donde son responsables del color rojo. Durante el estacionamien-
to del vino estan involucrados en reacciones de polimerizacién con otros fenoles. Qui-
micamente, son glucoésidos? de nucleo flavilium polihidroxilados y/o metoxilados. El nu-
cleo flavilium comprende un anillo A que es un derivado del floroglucinol encadenado
a un anillo pirilo, el cual esta unido a un anillo fendlico B (figura 1.8). Las formas agli-
conas (sin molécula de azucar) que corresponden a la férmula general que aparece en
la figura 1.8, se denominan antocianidinas o antocianidoles (Mazza y Brouillard, 1987)
y no se encuentran en forma libre en uvas y vinos pues son muy inestables. Su acumu-
lacion puede ser inducida por bajas temperaturas, radiacién ultravioleta y ataque de
patoégenos (Kong et al., 2003). Debido a esta caracteristica actian como antioxidantes,
y previenen o detoxifican procesos que conducen a la generacion de radicales libres o
muerte celular (Kong et al., 2003). En la planta, también actian en la proteccién con-
tra excesos de luz o estrés luminico (Neill y Gould, 2003).

Figura 1.8: Estructura quimica de las antocianidinas (forma flavilium)

Los antocianos se diferencian por el nivel de hidroxilacién y/o de metilaciéon de su ani-
llo B; por la naturaleza, el numero y la posicidon de los azlcares unidos a la molécula; y
por el nUmero de los acidos que esterifican los azucares (figura 1.9). Las seis antociani-
dinas mas comunes en la uva son: cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, mal-
vidina y petunidina (Leguizamén et al., 2005).

*Un glucésido o glicésido es una molécula compuesta por un glucido (generalmente monosacaridos) y un compuesto no
glucidico. Las plantas almacenan los productos quimicos importantes en forma de glucésidos inactivos; si estos produc-
tos quimicos son necesarios, se hidrolizan en presencia de agua y una enzima, generando azucares importantes en el
metabolismo de la misma.
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DH Antocianidinas R R
Cianidina OH H
peonidina OCH; H

+
oH u"“-, A delfinidina OH OH
petunidina OCH; OH
malvidina OCH; OCH,
L ON Pelargonidina H H
aH

Figura 1.9: Antocianidinas o antocianinas de la uva (Leguizamoén et al., 2005)

Las antocianidinas tienen al menos un grupo O-glucosa que les otorga estabilidad (Fur-
tado et al., 1993). Las especies americanas del género Vitis, como Vitis labrusca, Vitis ri-
paria, Vitis rupestris y muchos de sus hibridos, contienen 3,5 diglucésidos. En Vitis vini-
fera, la glicosilacion sélo se da en la posicién 3. El grupo glucosa puede estar acilado
con los acidos acético, p-cumarico y cafeico en uvas tales como Cabernet Sauvignon,
aunque otras variedades como Pinot Noir no contienen antocianos acilados (Wulf y Na-
gel, 1978). También es propia de esta especie la presencia mayoritaria de 3-glucésido de
malvidina o sus derivados acilados. En Pinot Noir mas del 90% de los antocianos presen-
tes corresponden a este tipo (Dicey, 1996). El contenido de antocianos en la uva y los ni-
veles relativos de las distintas formas, pueden variar de acuerdo con las variedades, las
condiciones ecoldgicas y el manejo del vifiedo. En Bordeaux, para Merlot, se citan con-
tenidos de antocianos de 900 a 1500 mg kg uva™' (Ribéreau-Gayon, 1982). En los vinos
tintos, al fin de la vinificacion, se han encontrado antocianos en cantidades que van de
100 a 800 mg L' (Ribéreau-Gayon, 1982). El color y la estabilidad de los antocianos es-
tan ligados a la estructura de las moléculas, referida a la cantidad y disposicién de los
grupos hidroxi y metoxi en el nucleo B y a la acilacién del grupo glucésido. El aumento
de la cantidad de hidroxilos en el nucleo B va acompafado de un aumento en la longi-
tud de onda maxima de absorciéon de la luz, esto es conocido como efecto batocromo.
El aumento de los grupos metoxi provoca el mismo fenémeno (figura 1.10).

H aH DCH3

oH oH o
+
OH H &H . H oH DCHA
oo 50 « ghucoea - glucoss
OH oH OH

g pesdeancn el I-ghucbeidc de clonkding Fplucdeida da mahddine

= 520 oolor narania A =53 ook roja Amere =535 color wolsko

Figura 1.10: Efecto batocromo en los antocianos

La cantidad de grupos hidroxi y su vecindad en el anillo fendlico, tiene importantes
efectos sobre la propension de la molécula a oxidarse y pardearse (ver oxidacion de los
polifenoles, capitulo 1.4). La esterificacion de los azucares de la molécula de antociani-
dina con acido cafeico o p-cumarico aumenta su estabilidad y su capacidad colorante,
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debido a efectos de autocopigmentaciéon. Estos efectos se analizan en detalle en el
apartado sobre copigmentacion (capitulo 1.4). El color de un vino tinto joven se debe
principalmente a los antocianos monoméricos (Somers y Evans, 1977), pero debido a la
naturaleza quimica de los antocianos no existe una relacién directa entre la concentra-
cién de antocianos y el color (Somers y Evans, 1974). El pH, el contenido de SO,, la po-
limerizacion y la copigmentacién son factores que afectan la expresion del color. Den-
tro de estos, la copigmentacion esta a su vez influenciada por el pH, por la
concentracién de etanol, por la temperatura y por la cantidad y tipo de otros compues-
tos que actian como copigmentos. Cuando el vino madura y envejece, los pigmentos
poliméricos son cada vez mas responsables del color rojo del vino. Las reacciones de po-
limerizaciéon que involucran a los antocianos estan fuertemente influenciadas por la
temperatura (Somers y Evans, 1986) y el contacto con el oxigeno (Timberlake y Bridle,
1976; Ribéreau-Gayon et al., 1983).

¢) 3- Flavanoles: catequinas y proantocianidinas (taninos de la uva):

Este grupo esta presente en la uva como mondémeros y bajo formas mas o menos poli-
merizadas. Los monédmeros se conocen genéricamente como catequinas. Los polimeros
constituyen los taninos de la uva, también llamados taninos condensados o proantocia-
nidinas. Los principales 3-flavanoles monémeros de la uva son la (+)- catequina y su is6-
mero la (-)- epicatequina®, pudiendo encontrarse este ultimo bajo la forma de éster ga-
lico (3-galato de epicatequina). Las formas galocatequina, epigalocatequina y
epigalocatequina galato también existen, aunque en menor cantidad. Todos estos com-
puestos, tienen un esqueleto comun formado por dos anillos benzénicos Ay By un ani-
llo heterociclico C, sin dobles ligaduras, que contiene oxigeno. En la figura 1.11ay b se
presentan las estructuras de estos compuestos.

R3
- Mondmero R1T R2 R3
Catequina H OH H

y Epicatequina OH H H

Galocatequina H OH OH
Epigalocatequina OH H OH

Figura 1.11a: Estructura de los 3-flavanoles monémeros de la uva

Todos los productos de condensacién, a partir de n=2 (dimeros), son considerados como
proantocianidinas. Las proantocianidinas son comunmente denominadas taninos de la
uva, término que hace referencia a su capacidad para precipitar las proteinas. El nom-
bre de proantocianidinas se debe a que estas moléculas tienen la propiedad de liberar
antocianidinas en medio acido y caliente, por la ruptura de uniones intermonomeéricas.
Las proantocianidinas son los flavonoides cuantitativamente mas importantes en la uva
y el vino, donde inciden sobre los caracteres organolépticos y otorgan propiedades be-
neficiosas para la salud humana. La astringencia de los vinos tintos se debe principal-
mente a la presencia de proantocianidinas. Las catequinas son amargas y ligeramente
astringentes, pero no se clasifican como taninos pues no precipitan las proteinas (Bate-
Smith, 1973; Maury et al., 2001).

° La epicatequina difiere de la catequina por la disposicion de los carbonos asimétricos C2 y C3. En la epicatequina las
posiciones de los hidrégenos unidos a C2 y C3 son arriba-arriba con respecto al plano principal de la molécula. En la ca-
tequina son arriba-abajo. En los diagramas de las moléculas esto se ilustra mediante doble linea punteada para arriba-
arriba y linea punteada y linea gruesa para arriba-abajo.
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{-) - Epigalocalequina {1 - Epicalequine galato

Figura 1.11b: Principales 3-flavanoles monémeros de la uva (Waterhouse et al., 2000)

El esqueleto de los polimeros puede estar constituido por diversas formas monémeras.
Teniendo en cuenta estas formas, dos grupos de proantocianidinas estan presentes en
la uva: las procianidinas (formadas por catequina, epicatequina y epicatequina 3-gala-
to) y las prodelfinidinas (formadas por galocatequina y epigalocatequina, las cuales son
isdmeros 6pticost). Por hidrolisis acida y en caliente las procianidinas y las prodelfinidi-
nas derivan hacia las antocianidinas del tipo cianidina y delfinidina respectivamente.

Cuando las catequinas se condensan, las unidades monémeras se unen entre si por
uniones covalentes C-C de dos tipos: la unién 4-6, entre el C4 de una unidad y el C6 de
la otra unidad y la unién 4-8, entre el C4 de una unidad y en el C8 de la otra (figura
1.12).

o

ol

Figura 1.12: Tipos de uniones entre mondémeros presentes en los proantocianidinas
de la uva

¢ Isbmeros 6pticos son aquellos compuestos que tienen igual férmula quimica pero distinta estructura molecular. Todos
sus 4tomos se unen en la misma posicion y manera pero no se pueden superponer, uno es la imagen especular del otro.
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Las caracteristicas quimicas de las proantocianidinas (oligémeros y polimeros) estan da-
das por cuatro factores: a) naturaleza de las unidades constitutivas (catequina, epicate-
quina, galocatequina, epigalocatequina), b) presencia del sustituyente galato (galoila-
ciéon), ) numero de unidades monémeras (grado de polimerizacién) y d) tipo de unién
de las unidades monémeras (4-8 o 4-6). Debido a las distintas posibilidades que se pre-
sentan dentro de cada factor y a las combinaciones posibles, entre factores, existe una
gran diversidad de formas de proantocianidinas que pueden encontrarse. Muchas de
estas formas estan presentes en la uva y pasan al vino, otras se forman durante la evo-
lucién del vino. Las proantocianidinas y catequinas estan presentes en la pelicula y en
la semilla de la baya de uva. Existen ademas en los escobajos y otros 6rganos herbaceos
de la vid. Los de las peliculas y semillas se diferencian tanto en lo que respecta a los con-
tenidos presentes como a su estructura. En la Tabla 1.2 se indican estas caracteristicas
diferenciales.

Tabla 1.2: Caracteristicas diferenciales de las proantocianidinas presentes en hollejos y
semillas de uva (Moutounet et al., 1996)

Hollejo Semilla
Prodelfinidina Presente no hay
Galoilacién 1-14% 22 -47%
Grado medio de polimerizacion 12 — 45 unidades | 8 — 16 unidades
Contenido de oligbmeros < 5 unidades Débil Elevado

En el hollejo, los contenidos de tanino son menores que en la semilla pero éstos estan
mas polimerizados y tienen algo de prodelfinidina; su grado de galoilacion es muy débil
con respecto a la semilla. Aparentemente la proporcion de las diferentes estructuras qui-
micas presentes en la uva depende del patrimonio genético del cepaje. Para un mismo
cepaje el contenido de los diversos constituyentes fendélicos de la uva esta condicionado
por factores agronémicos (tipo de manejo y condiciones climaticas y de suelo). Los tani-
nos son sintetizados durante la primavera (época de crecimiento herbaceo de la baya) y
su sintesis finaliza poco después del envero. A partir del fin del envero los contenidos to-
tales de taninos en la uva ya se han logrado y no cambian durante el proceso de madu-
racion de la uva (Ojeda, 1999). Las diferencias de astringencia que se observan en vinos
gue provienen de uvas con distinto grado de madurez, pueden atribuirse mas a cambios
en la extractabilidad de los taninos que a diferencias en los contenidos totales.

Se citan contenidos de proantocianidinas de 0 a 100 mg L' en vinos blancos y de 1500
a 5000 mg L' en vinos tintos (Cheynier et al., 1998).
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1.2 LOS TANINOS Y ANTOCIANOS EN LA ESTRUCTURA CELULAR DE LA
BAYA

En las uvas tintas, los antocianos se encuentran localizados en las vacuolas de las célu-
las del hollejo, aunque en las variedades tintoreras, también existen en las células de la
pulpa. El hollejo o hipodermis se forma desde el envero, a partir de las células mas ex-
ternas del mesocarpio. Estas células mantienen un tamafo reducido, con paredes grue-
sas y contienen una gran vacuola, que ocupa la mayor parte del volumen celular. La pre-
sencia de antocianos esta generalizada en estas células, pero la forma en que aparecen
estas sustancias varia entre las distintas células. Amrani-Joutie y Glories (1996), aislando
protoplastos del hollejo encontraron que, en algunas vacuolas, los antocianos estaban
dispersos en la solucién vacuolar, presentando colores diversos, desde el rosado claro al
rojo oscuro. Los autores atribuyeron estas diferencias a variaciones en el pH del jugo va-
cuolar (pH medio 2,4), a la concentraciéon y tipo de antocianos y al grado de copigmen-
tacion. También encontraron otros protoplastos, en cuyas vacuolas aparecian los anto-
cianos concentrados en conglomerados mas oscuros, homogéneos y con una superficie
irregular. Estos conglomerados ya habian sido observados por Merlin et al. (1985), quie-
nes los habian identificado como organelas y denominado “antocianoplastos”. En rea-
lidad estos cuerpos carecen de membrana y es mas probable que su ocurrencia esté aso-
ciada a la existencia de guticulas lipidicas dentro de las vacuolas. La rapidez con la que
los antocianos difunden durante la primera etapa de la maceracién apoya la hipoétesis
de considerarlos como solutos quimicos del solvente vacuolar (Amrani-Joutie y Glories,
1994). Desde el punto de vista quimico los antocianos vacuolares se encuentran acila-
dos con glucosa y esterificados con los acidos cafeico, tartarico o acético.

Los taninos estan localizados en el hollejo y en la semilla de la baya de uva. En el holle-
jo, aparecen en las células de la epidermis y de la hipodermis. En esta zona existen cé-
lulas con y sin tanino. Amrani-Joutie et al. (1994) utilizando técnicas de microscopia 6p-
ticay electrénica descubrieron que el tanino del hollejo se encuentra bajo las siguientes
formas:

e Tanino libre dentro del jugo vacuolar: se visualiza al microscopio como granulos,
tanto mas grandes cuanto mas externa es la capa de células. En algunas células, las
vacuolas tienen a la vez tanino y antocianos libres.

e Tanino ligado a la membrana interna de la vacuola (tonoplasto): ligado fuertemen-
te con las proteinas del tonoplasto.

e Tanino ligado a la pared celular: este tipo de tanino estad preferentemente asociado
a los polisacaridos de la pared por uniones con la B-glucosa y B-galactosa. No se ex-
cluye la presencia de pequefas cantidades de moléculas de proantocianidoles libres
dentro de la pared.

En la semilla, los taninos se localizan en las células de la epidermis, de la envoltura ex-
terna y de la envoltura interna. A medida que avanza la maduracién, las semillas se cu-
bren de una capa cada vez mas gruesa de cutina, que limita la extractabilidad de los ta-
ninos (Amrani-Joutie y Glories, 1994).

Existen ademas taninos en los escobajos y en otros érganos herbaceos de la vid.
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1.3 EXTRACCION DE ANTOCIANOS Y TANINOS DURANTE LA
MACERACION

La maceracién es un proceso de extraccién fraccionada de la uva que involucra la difu-
sion de sustancias desde la fase sélida (hollejos, semillas, escobajos) y su disolucién en
el vino (Peynaud, 1984). En el caso de los fenoles, el grado de extraccion define la mag-
nitud y la estabilidad del color, la astringencia, la estructura tanica del vino y el poten-
cial del vino para envejecer (Zoecklein, 1991). En las vinificaciones clasicas, sélo cerca de
la tercera parte del total de fenoles existentes en la uva pasa al vino. El grado de ex-
traccion de las sustancias fendlicas depende de varios factores que inciden en diversa
medida, segun el tipo de sustancia de que se trate. Entre los factores de extracciéon pue-
den citarse la fuerza con que esta retenida la sustancia, la afinidad entre soluto y sol-
vente, el tiempo de extraccién, la temperatura, la presencia de coadyuvantes, como SO,
0 enzimas pectoliticas y la manipulacion de las partes sélidas. Una forma clasica de ex-
presar la extracciéon de una sustancia ha sido mostrar cémo varia su concentracién en el
mosto-vino durante la maceracion y tratar de establecer un patrén. Debe tenerse en
cuenta que, la variacién de la concentracion no sélo depende del grado de extracciéon
0 ganancia, sino también del ritmo de pérdida. Esta pérdida puede producirse por des-
truccion oxidativa, por precipitacién o por adsorcién, y ser mas o menos intensa.

Se ha observado que la extraccion de los fenoles totales, a lo largo del tiempo, sigue un
modelo de curva logaritmica (Ribéreau-Gayon, 1982; figura 1.13). Esto significa que al
principio la extraccién es muy intensa, pero con el tiempo disminuye su velocidad, o sea
gue se pueden distinguir claramente un periodo de extracciéon rapida y otro mucho mas
lenta. La extraccién de taninos se ajusta a un modelo similar (Boulton, 1995); esto es ra-
zonable si se piensa que los taninos constituyen la parte mayoritaria de los fenoles del
vino. Los taninos estan sujetos a destruccion por oxidacién-condensacién-precipitacion,
pero el fendmeno es bastante lento en situaciones normales, y el patréon de cambio de
concentracion durante la maceracion explica sobre todo la extraccion.

Con respecto a los antocianos, muchos autores han determinado que las concentracio-
nes de antocianos durante los primeros dias de maceracién siguen un modelo de creci-
miento parecido al de los taninos, pero luego de alcanzar un valor maximo, disminuyen
paulatinamente (Amrani-Joutei y Glories, 1994; Ribéreau-Gayon, 1982; Somers y Evans,
1979; figura 1.13). Los antocianos son muy reactivos y el patrén de evolucién de la con-
centraciéon durante la maceracion es una combinacion de los fendmenos de ganancia y
de pérdida. La pérdida se debe a la adsorcion sobre las levaduras y sobre las partes so6-
lidas de la uva, a una pequena degradacién y a su inclusién en los cristales de bitartra-
to de potasio, que se forman a medida que aumenta el tenor alcohélico (Parley, 1997).
Los antocianos, toman parte en reacciones de polimerizacién con las proantocianidinas
de la uva y con el acetaldehido formado por las levaduras. Durante la fermentacion, es-
tos polimeros pueden combinarse con las proteinas y volverse insolubles, o con los po-
lisacaridos, que en parte precipitan debido al contenido creciente de alcohol. El aumen-
to en el contenido de alcohol también provoca una pequefa disminucion de los efectos
de copigmentacién y autocopigmentacion; y esto también aporta a la disminucion del
color (Somers y Evans, 1979).
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Figura 1.13: Evolucién del contenido de antocianos y polifenoles totales durante la ma-
ceracion de un vino tinto segun Ribéreau-Gayon (1982)

La rapidez con que los antocianos son extraidos se debe a su alta disponibilidad, pues
estan disueltos en el jugo vacuolar. Su difusion requiere la desorganizacion de las es-
tructuras celulares y la pared celular. La difusion se favorece mediante la homogeneiza-
cion y el regado del sombrero. La falta de alcohol, al principio de la vinificacién, no es
un obstaculo para la extraccién, pues los antocianos son muy hidrosolubles.

En cuanto a los taninos, la primera etapa, de difusiéon rapida, corresponde sobre todo
a los taninos de los hollejos, que estan mas disponibles. Los taninos de las semillas se di-
funden mas lentamente y requieren un mayor contenido de alcohol para asegurar su
disolucién. Una importante extraccion de catequinas y taninos de las semillas es un ras-
go propio de las vinificaciones con una maceracién extendida. Las curvas de extraccion
de semillas solas, en soluciones modelos, se ajustan muy bien con las curvas de extrac-
ciéon de proantocianidinas en el vino, indicando que las semillas son la fuente mas im-
portante de taninos (Amrani Joutei y Glories, 1994; Boulton, 1995). La extractibilidad de
los taninos depende de su estado y localizacién; los taninos ligados en el tonoplasto
(membrana vacuolar) y en la pared celular son dificilmente extractables sin la interven-
cion de enzimas apropiadas (de la uva o agregadas). La utilizaciéon de enzimas pectoli-
ticas durante la maceracion favoreceria la destruccién de las paredes celulares y permi-
tiria la liberacién de taninos ligados a los polisacaridos y a las membranas vacuolares,
asi como de las grandes moléculas de taninos libres intravacuolares, menos agresivos
hacia las proteinas y por los tanto menos astringentes. La extraccion de taninos se ve
favorecida por maceraciones prolongadas, alto contenido de etanol, que solubiliza a es-
tos compuestos, altos niveles de SO,, que permeabiliza las membranas celulares, y alta
temperatura. Durante las primeras fases de la maceracién, son preferentemente extrai-
dos los taninos de la pelicula, ricos en prodelfinidinas y pobremente galoilados’. Si la

7 Galoilado indica la unién del ion galato en la molécula.
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maceracién se prolonga, aumenta la extraccion de taninos de las semillas fuertemente
galoilados.

Amrani-Joutei y Glories (1994) macerando hollejos en soluciones similares al vino, en-
contraron que la extraccion, tanto de antocianos y como de taninos, seguia un patrén
muy parecido al de la extracciéon de antocianos durante la vinificacion clasica. Esto sig-
nifica que se alcanzaba un maximo a las pocas horas de iniciada la maceracién y luego
los contenidos disminuian paulatinamente, por adsorcién sobre las partes sélidas. Las
curvas de extraccion diferian en que, la difusién inicial de antocianos era mas rapida
gue la de taninos y la caida del contenido de taninos era menor que la de antocianos,
cuando en la solucién extractante existia una cantidad apreciable de alcohol. Las canti-
dades extraidas en el pico maximo fueron cercanas al 80% para taninos y antocianos,
respecto de sus reservas tecnoldgicas, valores que indican una muy alta difusibilidad. Es-
tos mismos autores, macerando semillas en similares condiciones, observaron que la ta-
sa de extraccion de los taninos fue mucho mas lenta que la de los taninos de los holle-
jos, pero su concentracion nunca disminuyé. Las cantidades extraidas en soluciones
acuosas no superaron el 50% de la reserva tecnolégica, aunque debe tenerse en cuen-
ta que esta reserva era aproximadamente diez veces mas grande que la de los hollejos.
Las menores tasas de extraccion de los taninos de las semillas demuestran su menor dis-
ponibilidad debido a la barrera contra la difusién que establece la cutina. El alcohol, en
este caso, es indispensable como solvente y extractante. Estos autores también encon-
traron diferencias de extractabilidad en los taninos del hollejo, debidas al grado de ma-
durez de la uva; la cual crecia a medida que avanzaba la maduracién debido a la acti-
vidad pectolitica que se desencadena en el nivel de las paredes celulares.

Numerosos autores han determinado que un mayor tiempo de contacto con los orujos
origina mas color, mas flavonoides, mas taninos, menos antocianos monoméricos y mas
fenoles poliméricos y color polimérico (Scudamore-Smith et al., 1990; Kantz y Singleton,
1991; Kovac et al., 1992, Sims y Bates, 1994; Auw et al., 1996). Los vinos se pueden vol-
ver mas astringentes, con mas intensidad aromatica, luego, con un mayor tiempo de
contacto aun, el aroma se hace menos frutado. La astringencia generalmente no se ha-
ce excesiva a medida que pasa el tiempo, y aun puede decrecer (Schmidt y Noble, 1983;
Scudamore-Smith et al. 1990; Sims y Bates, 1994). La extraccién de fenoles monoméri-
cos y poliméricos generalmente se incrementa con el tiempo de contacto y las cantida-
des extraidas en el vino son proporcionales a los contenidos en las uvas para ambos gru-
pos (Kantz y Singleton, 1991).

La temperatura de maceraciéon es un factor que influencia la extraccién. Un incremen-
to de la temperatura tiene el efecto de degradar las paredes celulares, incrementando
la difusién y la accion de enzimas, como las pectoliticas. Se ha observado que la tasa de
extraccion de fenoles de los orujos se incrementa significativamente con el aumento de
la temperatura (Ramey et al., 1986; Merida et al., 1991). Esto también se ha observado
en semillas (Singleton y Draper, 1964; Oszmianski et al., 1986). Lee et al. (1977) encon-
traron un incremento lineal en la extraccién de color con el incremento de la tempera-
tura de fermentacion de 15 a 33° C. Algunos autores consideran que, con temperaturas
menores a 25° C durante la fermentacién se producen vinos bajos en fenoles, pero al-
tos en aromas frutados; con temperaturas mayores a 28° C se producen vinos mas tani-
cos, con menos aromas frutados, aunque posiblemente con mayor complejidad aroma-
tica (Zoecklein, 1991).
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1.4 REACTIVIDAD QUIMICA DE LOS TANINOS Y ANTOCIANOS DE LA UVA
Equilibrio de los antocianos de acuerdo al pH

Los antocianos son solubles en agua y en este medio estan sujetos a transformaciones
estructurales que determinan su color y estabilidad. La porcién aglicona (sin azucar) de
la molécula es muy reactiva, pero los grupos sustituyentes, hidroxi, metoxi y aztcar, mo-
difican su reactividad cambiando la distribucion de electrones de la molécula. En solu-
ciones acuosas levemente acidas a temperatura ambiente, los antocianos existen basi-
camente como cuatro formas que estan en equilibrio. Estas son, la base quinoidal azul
(A), el catioén flavilium rojo (AH*), la base hemiacetal incolora (B) y la forma chalcona in-
colora (C) (Brouillard y Delaporte, 1977; figura 1.14).
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i
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o R2 B3
O-glucosa O-gluzosa
OH OH
Chalcona
Hﬂl{:;idﬁnidll {amarille palido)

Figura 1.14: Equilibrios de los antocianos en soluciones acuosas (Brouillard y
Dalaporte, 1977)

Algunas de estas formas son importantes en las condiciones de pH y temperatura del vi-
no. La base quinoidal existe como una mezcla de tres formas, las cuales estan en equili-
brio con el catién flavilium. Estas formas quinoidales corresponden a la pérdida de un
protén del grupo oxhidrilo en el carbono 4', 5 o 7. Una proporcién apreciable de estas
estructuras quinoidales s6lo se encuentran a pH mucho mas basicos que los encontrados
en los vinos o en las vacuolas de los hollejos. También se encuentra en equilibrio con el
cation flavilium, la base hemiacetal incolora, que se forma por un ataque nucleofilico del
agua sobre el carbono 2. La base hemiacetal, a su vez, se encuentra en equilibrio rapido
con la forma cis-chalcona de anillo abierto (C;). La cis-chalcona se mantiene en un equi-
librio lento con la tras-chalcona (C,). Las reacciones de equilibrio entre las distintas for-
mas se pueden resumir asi (Brouillard y Delaporte, 1977; Brouillard y Lang, 1990):
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AH S A+ H" AH*: cation flavilium rojo
A: base quinoidal azul
+
AH" + Hy0¢ i[ﬂ +El)+F B: hemiacetal incoloro
{B+C,)I L& 4G, C;: cis-chalcona de anillo abierto

C,: tras-chalcona

Los equilibrios de estas reacciones estan influenciados por el pH. En la figura 1.15 se
muestra que en el rango de pH de los vinos (3,2 a 3,9), sélo alrededor del 20% del to-
tal de los antocianos monoméricos estan presentes en la forma flavilium roja y cerca del
75% se encuentra bajo la forma hemiacetal no coloreada. El resto esta casi todo en for-
ma chalcona de anillo abierto (casi incolora), y una muy pequeia cantidad puede estar
presente como forma quinoidal azul. En el pH de la vacuola (alrededor de 2), predomi-
na la forma flavilium roja. La forma chalcona es un poco menos estable que las formas
hemiacetal y flavilium, y su formacion se ve favorecida por pH alto y altas temperatu-
ras, debido a la alta entalpia que requiere la reaccién. La figura 1.15 también muestra
gue las soluciones acuosas de antocianinas pueden actuar como una especie de indica-
dor de pH, cambiando del rojo al azul a medida que el pH se incrementa. Cuanto mas
alto es el pH del vino, el equilibrio se desplaza mas hacia la formaciéon de hemiacetal
primero y de chalcona después. Esto conduce a la pérdida de la glucosa en el C3, con la
consecuente pérdida de estabilidad de la molécula. La forma chalcona se caracteriza
por la apertura del anillo pirilio en el C2. Esto destruye la configuracién planar de la
molécula y permite su rotacién y escisiéon. Este mecanismo, que no es oxidativo, es uno
de los mas frecuentes en la degradaciéon de los antocianos del vino. La distribucién de
los equilibrios en funcién del pH puede observarse en la figura 1.15.
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Figura 1.15: Distribucion de los equilibrios de las principales formas de malvidina-3-mo-
noglucésido en funcién del pH, a 25° C (Brouillard y Delaporte, 1977)

Efecto del dioxido de azufre sobre los antocianos

El SO,, agregado al vino como antiséptico y antioxidante, se liga a los antocianos rapi-
damente dando un compuesto incoloro. La unién se produce entre una molécula de
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metabisulfito y el carbono 4 de una molécula de antociano (figura 1.16).
K

b
oH BOgH

Figura 1.16: Compuesto de adicién bisulfito-antocianina incoloro.
La reaccién es reversible y puede ser escrita como:
AH*+HS(];tJ'—IdH~Sﬂ,H

La constante de equilibrio de esta reaccion es grande, indicando que pequefias cantida-
des de SO, pueden decolorar grandes cantidades de antocianos (Timberlake y Bridle,
1967). El bisulfito reacciona rapidamente con el flavilium y la reaccién inversa es igual
de rapida, si el bisulfito es removido del medio. K, es aparentemente dependiente del
pH. Esto se debe al hecho de que el SO, mismo existe en un equilibrio en el vino y cuan-
do el pH baja, este equilibrio cambia de la forma bisulfito (que reacciona con los anto-
cianos) a la forma molecular SO, (que no reacciona). La forma incolora de adicién con
el bisulfito sélo esta en equilibrio con la forma flavilium (Somers y Verette, 1988). Se ha
observado que la influencia del SO, libre es mucho mas grande que la del pH, en el equi-

librio y decoloraciéon de los antocianos del vino (Somers y Westcombe, 1982).

Copigmentacion y autocopigmentacion de los antocianos:

Los antocianos en soluciones acuosas concentradas, y en presencia de ciertos compues-
tos fendlicos incoloros conocidos como copigmentos, tienden a formar apilamientos la-
biles que producen una intensificacion del color y un aumento de las tonalidades azul
y violeta. Este fendmeno es conocido como copigmentacion (Asen et al., 1972). La in-
tensificacion del color puede ser de entre 2 a 6 veces, con respecto a la de los antocia-
ninos sin copigmentar. Este fenémeno justifica hasta el 40% del color de los vinos jove-
nes, de menos de 6 meses de edad (Boulton, 2001). Los copigmentos son generalmente
compuestos fenélicos monoméricos, como los acidos hidroxicinnamicos, las catequinas
y los flavonoles. No existe evidencia de que los taninos puedan actuar como copigmen-
tos (Boulton, 1999b). El color atribuible a la copigmentacion se pierde con la dilucion.
Esta particularidad, se manifiesta como una violaciéon de la ley de Beer, que establece
una relacién lineal entre las concentraciones de un soluto 6pticamente activo y su ab-
sorbancia luminica. Esta excepcién, que permitié el descubrimiento de la copigmenta-
cion, ha hecho posible su mediciéon en el vino. El aumento en el color debido a la copig-
mentaciéon, o hipercromismo, es acompanado generalmente de un aumento en la
longitud de onda de absorbancia maxima (efecto batocromo), en 20 nm aproximada-
mente. Esto significa la expresién de tonos azules y morados en los vinos tintos, con un
alto nivel de copigmentacién. Existe evidencia que el apilamiento entre antociano y co-
pigmento se produce por interacciones hidrofébicas, como puentes de hidrégeno, y no
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por uniones covalentes. De ahi que estas asociaciones puedan ser perturbadas por la di-
lucién. Durante el primer aio de estacionamiento del vino los antocianos monoméricos
—copigmentados o libres— se polimerizan con los taninos en una alta proporcion. Las
consecuencias de este proceso son la pérdida de la copigmentacién y la caida de la in-
tensidad colorante del vino de hasta un 50%. Parece ser que la formacién de pigmen-
to polimérico rojo estad asociada a la cantidad de copigmentacién inicial. Esto se debe-
ria a que los apilamientos copigmentados protegerian a los antocianos contra la
oxidacion y favorecerian la formacion de uniones covalentes entre taninos y antocianos
(Boulton, 2001). Esta teoria no ha sido aun probada en forma concluyente. También pa-
rece que los antocianos que estan copigmentados son mas resistentes a la degradacion,
evitandose la hidratacion del flavilium a hemiacetal, que es el paso previo a la forma-
cion de chalcona (Mazza y Brouillard, 1990).

Los antocianos (A) y los copigmentos (Cp) estan en un equilibrio facilmente disociable,
como se muestra a continuacién (Brouillard et al., 1989):

AH" +(Cp) = AH{Cp )

Dentro de los copigmentos que aparecen en el vino, las flavonoles quercetina y kaemp-
ferol, tienen un efecto fuerte; las catequinas, un efecto moderado y los acidos hidroxi-
cinnamicos, cafeico y caftarico, y el acido galico, un efecto débil. Si bien las catequinas
tienen un poder moderado como copigmentos comparandolas con los flavonoles, debe
tenerse en cuenta que en el vino existen 10 veces mas catequinas que flavonoles. La es-
tructura y concentracién de los copigmentos, de los antocianos y el pH de la solucién
tienen un efecto notorio sobre el grado de copigmentacién (Davies y Mazza, 1993). Pa-
ra muchos pares antociano-copigmento, el pH de maxima copigmentaciéon se encuen-
tra entre 3,2 y 4,7. Parece que la mayoria de los vinos estan limitados en la formacién
de complejos de copigmentacién, no por la disponibilidad de antocianos o el pH, sino
por la disponibilidad de copigmentos, esto queda evidenciado por la capacidad de au-
mentar el color por el agregado de copigmentos (Boulton, 1999a; Boulton, 1999b).

El color de un vino joven esta dado por la suma de pigmento libre, pigmento copigmen-
tado y pigmento polimérico. Debido a la débil unién que otorga la copigmentacién,
cuando se provoca una dilucion de a 25 veces con un buffer de pH y alcohol constante,
se rompe la copigmentacién y el color sélo se debe al pigmento libre poliméricoy a las
antocianinas totales. Boulton (1999a) utilizando esta propiedad determiné que, en vi-
nos Pinot Noir jévenes, el color debido a la copigmentacion era cercano al 30% del co-
lor total, en promedio. También encontré que las variaciones en el porcentaje de copig-
mentacién eran altas (>50%) y se debian a las diferencias de zona de origen de la uva,
portainjerto y manejo del vifiedo.

Un fenémeno relacionado con la copigmentacién, que también se da en soluciones
acuosas concentradas, es el de la autoasociacion o autocopigmentacion, en donde los
pigmentos forman agregados o apilamientos con ellos mismos. En estudios sobre los
equilibrios de los antocianos Asen et al. (1972), trabajando con soluciones de cianidina-
3,5-diglucésido, sin la presencia de copigmentos, habia notado que estos no obedecian
la ley de Beer salvo a muy altas diluciones. Esto demostré que el color de los antocianos
no sélo era dependiente del pH del medio acuoso, sino de la propia concentracion del
pigmento. Este efecto fue atribuido a la autoasociacién por Asen et al. (1972). Estudios
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posteriores demostraron que tanto el flavilium como la base quinoidal, coloreados, po-
dian formar apilamientos entre la parte croméfora de la molécula y la porcién glicosi-
dica (figura 1.17). Esta disposicién es hidréfoba y evita la hidrataciéon y consecuente pér-
dida de color del anillo pirilio (Hoshino, 1991; 1992). La autoasociacién ha sido
encontrada en soluciones modelo conteniendo etanol, pero en menor medida que en
soluciones acuosas (Mazza, 1995) por lo que su rol en el vino ha recibido poca atencién.
Algunas variedades de uva como Pinot Noir, carecen antocianos acilados y tienen una
menor capacidad para formar compuestos de autoasociacion.

Figura 1.17: Autoasociacion de malvidina-3-glucosa cumarato

Condensacion de antocianos y taninos

Durante la fermentacién alcohélica y luego, durante el envejecimiento del vino, los ta-
ninos reaccionan con los antocianos, para dar compuestos coloreados, rojos, que son
menos afectados por el pH y los sulfitos, que los antocianos libres. En los vinos de un
ano, se estima que un 50% del color puede deberse a estos agregados. En vinos mas
viejos esta proporcion aumenta (Ribéreau-Gayon, 1982). El color rojo teja de los vinos
muy viejos se debe en parte, a la existencia de estos compuestos y en parte, al color que
toman los taninos al oxidarse. Los taninos también pueden condensarse con otros 3-fla-
vanoles presentes en el vino, como catequinas monémeras u otras proantocianidinas.
Este tipo de condensacién entre antocianos y taninos o entre taninos y taninos es de ti-
po no oxidativo y conduce a un aumento en el tamafio de las moléculas.

Existen distintas posibilidades bajo las que se pueden asociar los antocianos y los tani-
nos. Entre las principales se encuentran las adiciones antociano-tanino, las adiciones ta-
nino-antociano y tanino-tanino y las uniones por intermedio de un puente etanal.

Adicion antociano-tanino (A - T): en la figura 1.18 se muestra un esquema de esta reac-
cion. La adicion ocurre entre el catidn flavilium, que juega un papel electréfilo (en el
C4 del su anillo heterociclico) y el tanino, que actua como nucleéfilo en el C6 o el C8 del
anillo A. El compuesto de adicion formado toma una coloracién rojo anaranjada luego
de oxidarse. El aumento del color que ocurre luego del primer trasiego en presencia de
oxigeno podria deberse en parte a este fenémeno.
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Figura 1.18: Adiciéon antociano-tanino y compuestos formados

Adicion tanino-antociano (T — A) o tanino-tanino (T — T): la figura 1.19 muestra el es-
guema de esta reaccion. En este caso el electréfilo es un carbocation, con la carga po-
sitiva situada en el C4 del nucleo heterociclico, liberado por la ruptura de uniones in-
terflavanicas de los taninos. Este carbocation puede reaccionar con el nucleéfilo (C6 o
el C8 del anillo A) de un antociano o de otra molécula de 3-flavanol. Los compuestos
formados con los antocianos, también son de color rojo anaranjado y contribuyen al co-
lor de los vinos viejos. Las adiciones T — T conducen a la formacién de nuevas proanto-
cianidinas. Los procesos de ruptura y recombinacién pueden conducir en algunos casos
a un aumento del grado de polimerizaciéon de los taninos. También se ha citado que
cuando en el vino hay un exceso de 3-flavanoles mondmeros esta via de reacciones pue-
de conducir a una disminucién del grado de polimerizaciéon (Cheynier et al., 1998).

H Hz0
T4 ADH —>—5— T-&
H* i

Figura 1.19: Reaccion de adicién tanino - antociano y compuesto formado
(Haslam, 1980)

Condensacion antociano-tanino por intermedio de un puente etanal: las reacciones
precedentes son lentas en formarse, pero se hacen mas rapidas en presencia de etanal.

24

IMIANUAL DE TECNICAS ANALITICAS PARA LA EVALUACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y OTROS COMPONENTES DE LA UVA

El compuesto formado (T — etanal — A) tiene una coloracién rojo violeta intensa. Se cree
que este color puede deberse a fendmenos de copigmentacién intramolecular, pues la
molécula es lo suficientemente larga como para poder plegarse sobre si misma y formar
un paquete, similar al que se forma durante la copigmentacién propiamente dicha. La
figura 1.20 muestra el compuesto formado en esta reaccion.
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Figura 1.20: Condensacién tanino-antociano mediante un puente etanal
(Timberlake y Bridle, 1976)

Oxidacion de antocianos y taninos:

Los antocianos y las proantocianidinas tienen propension a oxidarse, debido a la facili-
dad con que los anillos ortodifenoles, presentes en el ciclo B o en el anillo del galato,
se transforman en quinonas o semiquinonas. En general, las oxidaciones de los taninos
son promovidas por la presencia de enzimas polifenoloxidasas. La oxidacion es favore-
cida por la presencia de acidos hidroxicinnamicos, metales catalizadores (Fe, Cu), oxige-
no disuelto, altas temperaturas y pH elevado (>3,6). Los productos de la oxidacién son
de color pardo y son muy propensos a condensarse y precipitar.

La presencia de polifenoloxidasas provenientes del ataque de Botrytis (lacasa) o propias
de la uva (tirosinasa) esta estrechamente asociada con estos fendmenos de oxidacion.
La oxidacion puede realizarse aun sin estas enzimas aunque, en general, en una forma
mas lenta. La presencia de acidos hidroxicindmicos, como caftarico y cafeoil tartarico,
juega un rol importante en estas reacciones, pues actian como un motor de la oxida-
cion de los fenoles, oxidandose y reduciéndose alternativamente durante todo el pro-
ceso, sin consumirse ellos mismos. El pH elevado permite una mayor concentracién de
sustrato oxidable, que es la forma fenolato del dihidroxifenol (el equilibrio dihidroxife-
nol/fenato tiene un pK entre 9y 10). Los cationes metalicos como Fe*2intervienen reac-
cionando con el O, para producir el radical superéxido que actia como oxidante.

En la figura 1.21 se presenta un esquema abreviado del proceso de oxidacién de las
proantocianidinas, segun Moutounet (2000).
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Figura 1.21 Esquema de la oxidacién de las proantocianidinas

Interacciones de los taninos con las proteinas y los polisacaridos. Astringen-
cia de los taninos

La capacidad de los taninos para precipitar las proteinas salivares es causante de la sen-
sacion de astringencia que producen los vinos tintos. Esta sensacién se define como una
impresion de sequedad en el interior de la boca (Noble, 1990). Numerosos autores han
encontrado una asociacion positiva entre el contenido global de taninos y la intensidad
de la sensacién astringente (Cravero, 1996; Brossaud, 1999; Brossaud et al., 2001). Por
otro lado, cuanto mayor es el grado de polimerizaciéon de las proantocianidinas mayor
es la sensacién de astringencia (Peleg et al., 1999). Esto se explica por el comportamien-
to quimico de los taninos. Se ha observado que los taninos de peso molecular muy alto
y muy galoilados precipitan las proteinas de la saliva, mientras los taninos menos poli-
merizados no lo hacen (Sarni-Manchado et al., 1999a). Este tipo de taninos tienen tam-
bién la capacidad especifica de precipitar otras proteinas globulares como la gelatina
(Sarni-Manchado et al., 1999b). Cuando se agrega gelatina a un vino, debido a la pér-
dida de éste tipo de taninos, disminuye perceptiblemente la astringencia. Si se analizan
los precipitados formados por los taninos y las proteinas del clarificante, se advierte que
se trata de los taninos de mayor peso molecular y mas galoilados (Maury et al., 2001).

Actualmente, el modelo explicativo sobre las propiedades de los taninos en el vino in-
dica que estos, luego de sufrir distintos procesos de polimerizacién y condensacion, se
reunen en agregados cada vez mas grandes mediante uniones hidréfobas, hasta formar
particulas con propiedades coloidales. Estos agregados coloidales eventualmente sequi-
ran creciendo y terminaran precipitando. Si los agregados coloidales toman contacto
con proteinas, son capaces de formar agregados mas grandes que también precipitan.
Las uniones entre taninos y proteinas se explican por la facilidad que tienen para for-
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mar puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas y uniones iénicas (Saucier, 1997).
La cantidad de o-difenoles y o-trifenoles accesibles en los taninos parece tener un rol
preponderante en este tipo de reacciones (Maury et al., 2001).

Por otro lado, los polisacaridos tienen la capacidad de formar uniones con los taninos
mas pequefos e impiden que crezcan los agregados de taninos, a la vez que bloquean
los puntos activos que precipitan las proteinas y causan la sensacion astringente (Sau-
cier, 1997; Saucier et al., 2000). Los polisacaridos del vino son macromoléculas que pro-
vienen de las disgregaciones de la pared de la levadura (manoproteinas) y de la pecti-
na de la pared celular de la baya (arabino-galactanos, arabinogalactano-proteinas y
ramno-galagturonanos | y Il; Doco et al., 2000). Estas sustancias cumplen una funcién
protectora al evitar la precipitacién de los taninos y de las uniones de taninos y anto-
cianos. También tienen un efecto suavizante frente a la astringencia de los taninos. El
agregado de goma arabiga al vino, cumple una funcién similar. La figura 1.22 presenta
un esquema de este modelo del comportamiento coloidal de los taninos (Saucier et al.,
2000).
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Figura 1.22 Modelo del comportamiento coloidal de los taninos.
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SECCION 2: TECNICAS ANALITICAS PARA LA EVALUACION DE
UVA

2.1. MUESTREO DE UVA A CAMPO Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

Para obtener muestras de uva representativas del vifiedo, es necesario seguir una me-
todologia, que tenga en cuenta la pertenencia a parcelas homogéneas en cuanto a ma-
nejo, vigor, sistemas de conduccién y productividad; como también el tamafio de la
muestra y la forma de obtenerla.

En el campo se extrae una muestra de 200 bayas como minimo, por cada unidad de
muestreo homogénea de hasta 4 ha. Deben ser tomadas a partir de las distintas situa-
ciones de insolacion que presenten los racimos. Para lo cual, se necesita observar pre-
viamente la disposicion de los racimos en la canopia, a fin de extraer bayas sombreadas
y expuestas en una proporcién similar a la que se presenta en el cultivo. Se extraen ba-
yas con sus pedicelos (figura 2.1) de todas las exposiciones (i.e., cara oeste y cara este)
y en forma alternativa de los distintos sectores del racimo (apice, parte central, y parte
basal); utilizando una pequefa tijera. En caso de variedades con racimos muy compac-
tos, en vez de bayas individuales se extraen raquillas con 3 6 4 bayas. Es importante que
el recorrido realizado para sacar los granos atraviese la totalidad de la parcela, evitan-
do sacar del primer claro como del ultimo. En el caso de parrales, el recorrido se hace
por las diagonales, dibujando una V o W. En espalderos, al no poder realizar diagona-
les, se recorren varias hileras en la totalidad de su longitud elegidas al azar (eliminan-
do hileras del borde de la parcela). Se pueden recorrer dos a cuatro hileras bien distri-
buidas por cada 2 ha de vifiedo.

La muestra extraida debe ser mantenida en bolsas de polietileno (figura 2.2) dentro de
conservadoras térmicas con frio, evitando encimar muchas muestras, ya que este peso
produce rotura de granos y emisién de jugos a la bolsa como se observa en figura 2.5.
Debe evitarse que las uvas sufran temperaturas altas y pérdidas de humedad, hasta su
ingreso al laboratorio de analisis. Es necesario identificar las muestras y registrar los da-
tos de la parcela, ya que estos tienen mucha importancia en el momento de procesar,
evaluar y comparar resultados. Al ingresar la muestra en el laboratorio, debe ser regis-
trada en un libro de ingresos, identificando variedad, fecha de recepcion, fecha de ex-
traccién, parcela, ubicacién geografica del vifiedo, y responsable del muestreo. En caso
de no realizar las determinaciones dentro de un periodo de tiempo corto, deben llevar-
se a freezer (-21° C) para ser congeladas rapidamente, con la precaucién de que no se
rompa la cadena de frio hasta su utilizacion en los distintos analisis.

TR R AT

Figura 2.1: Muestra de bayas extraidas correctamente. Cada baya con su pedicelo,
para evitar emisién de jugo previo a su analisis
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; BRI S |
Figura 2.2: Forma correcta de identificaciéon de muestras de bayas en laboratorio

Es importante recalcar que la extraccién de las bayas en el campo, debe ser siempre con
sus pedicelos, ya que si no es de esta manera, se produce pérdida de jugos de los gra-
nos como se observa en figura 2.3. También en figura 2.4 y 2.5 se observan muestras
mal extraidas y mal conservadas por aplastamiento de granos y pérdida de la cadena de
frio.

Figura 2.3: Muestra de bayas mal extraidas, sin su pedicelo, en donde se observa
pérdida de jugos fuera de la misma
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Figura 2.4: Muestra de bayas sacadas correctamente con sus pedicelos, sin embargo mal
conservadas con rotura de cadena de frio, provocando desintegracion de los hollejos al
intentar pelarlos

Figura 2.5: Muestras de bayas mal conservadas por aplastamiento de las bayas
con emisidon de jugos al exterior y rotura de la cadena de frio una vez congeladas
las muestras
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2.2 DETEMINACION DE CLASE MODAL, DIAMETRO Y PESO PROMEDIO
DEL GRANO

Una de las variables tenidas en cuentas muchas veces en la evaluacion de calidad de
uvas es el diametro de las mismas. El trabajo de Matthews y Anderson (1988) reporté el
rol importante del diametro de la baya en la extracciéon de fenoles en la vinificacion. Sin
embargo, en otros trabajos mas recientes se ha encontrado que el didmetro de las ba-
yas no es el factor con mayor impacto en la calidad del vino (Walker et al., 2005). En en-
sayos de calidad realizados en el Laboratorio de Viticultura del INTA Mendoza, duran-
te las cosechas 2005, 2006 y 2007, no se encontré relacién entre el didmetro de las bayas
y la composicién fendlica de los vinos Malbec (e.g. indice de polifenoles totales, anto-
cianos, taninos y catequinas).

Es importante tener en cuenta que existe una gran heterogeneidad en el tamafo y pe-
so de las bayas dentro de un mismo racimo, asi como en racimos diferentes dentro del
vifedo. Esto hace que las muestras obtenidas en el campo también sean heterogéneas.
Por este motivo es necesario calcular los parametros medios de la muestra y obtener
submuestras representativas para utilizarlas en los distintos analisis. Sobre todo en
aquellos que utilizan un tamafo muy reducido de muestra (e.g., taninos, catequinas,
antocianos y polifenoles totales).

En el laboratorio, a partir de la muestra de 200 bayas, se obtiene como submuestra re-
presentativa, la clase diametral mas frecuente en la poblacién. Esta submuestra se de-
nomina clase modal y se obtiene por medio del tamizado y clasificado de la muestra.

Materiales:
e Balanza analitica

e Serie de cinco tamices, ubicados de mayor a menor malla (figura 2.6). En la tabla 2.1,
se presentan las medidas de los tamices a utilizar

Figura 2.6: Juego de tamices de madera, para tamanar bayas de uva
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Tabla 2.1: Dimensiones de los tamices para clasificar bayas.

NUmero de tamiz

Clase de bayas que

Punto medio de
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Tabla 2.3: Ejemplo de determinacién de clase modal, calculo de peso y diametro medio

(ubicados de arriba Malla retiene cada tamiz clase considerado
hacia abajo) (mm) (mm) considerado (mm)

1 16 mayor de 16 17

2 14 16 -14 15

3 12 14 -12 13

4 10 10-12 11

5 8 8-10 9

6 Fondo de tamiz menor de 8 7

Método:

Las bayas de la muestra representativa de la parcela se hacen pasar por el juego de ta-
mices, para clasificarlas e identificar la clase modal. En cada clase obtenida luego del ta-
mizado, se cuentan el niUmero de bayas y se pesa el total de las mismas, para poder cal-
cular didmetro y peso medio de bayas (tabla 2.2 y 2.3). La clase con mayor nimero de
bayas, clase modal, es colocada en una bolsa de polietileno rotulada, para su posterior
conservacion en freezer a -21° C, hasta el momento de su utilizacién en los posteriores
analisis. El rétulo siempre debe llevar el niumero de identificacion de muestra del labo-
ratorio, como asi también la variedad de uva y la parcela a la cual pertenece la mues-
tra. El resto de las clases obtenidas en los otros tamices, se junta nuevamente para ser
usado de manera inmediata en la determinaciéon de pH y Brix.

Calculo de resultados:

Tabla 2.2: Calculo de peso medio y didmetro medio de baya

Numero Clase Punto Cantidad Peso Clase modal Peso Diametro
tamiz de medio de total de  (punto medio medio medio
baya clase bayas laclase de laclase 1 1
(mm) (9) con mas baya baya
bayas) (9) (mm)
6 menor 8 mm 7 14 1,83
5 8a 10 mm 9 31 7,86
4 10a12 mm 11 90 109,97 11 1,13 11,33
3 12a 14 mm 13 46 65,66
2 14 a 16 mm 15 11 23,28
1 mas 16 mm 17 8 17,50
TOTAL 200 226,10

En la tabla 2.4y 2.5 se presentan valores de pesos y diametros promedios para distintas
variedades obtenidos en el Laboratorio de Viticultura del INTA Mendoza.

Tabla 2.4: Valores promedios de pesos de bayas obtenidos al momento
de cosecha en el ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de
determinaciones

Peso de bayas (g)

Variables medidas Variables calculadas

Numero Clase Punto Cantidad Peso Peso Diametro medio baya

Media Intervalo confianza
95% *
Bonarda 15 2,628 2,523 2,733
Cabernet Sauvignon 58 1,054 1,016 1,093
Malbec 379 1,706 1,679 1,734
Merlot 48 1,219 1,192 1,246
Syrah 246 1,426 1,403 1,448

tamiz de medio de total de medio (mm)
baya clase bayas de la clase baya
(mm) (9) (9)

6 menor8mm 7 Ag Bs

> 8aldmm 9 As 5 Dividir [(A*7)+(A*9)+

4 10a12mm 11 A, B, B/A : (Ai11)+(;*13)+
3 12al14mm 13 A, B, (A;‘*15)+ 3

2 14a16 mm 15 A, B, A1)/ A

1 mayor 16 mm 17 A B,

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la media en la
poblacién para el nivel de confianza indicado.

Tabla 2.5: Valores promedios de diametro de baya obtenidos al momento
de cosecha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de
determinaciones

Diametro de bayas (cm)

A: Suma B: Suma
bayas pesos

32

Media Intervalo confianza
95% *
Bonarda 15 1, s ,
Cabernet Sauvignon 58 1, s ,
Malbec 379 1,26 1,25 1,27
Merlot 48 1, s ,
Syrah 246 1, s ,

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar
la media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.
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2.3 METODO ALTERNATIVO PARA DETERMINACION DE PESO, VOLUMEN
Y DIAMETRO PROMEDIO DE BAYAS, MEDIANTE PROBETA Y BALANZA

Una variante para la evaluacion del diametro de las bayas es el método de la probeta.
Este método consiste en introducir un nimero de bayas conocido en una probeta gra-
duada de tamafo grande con un volumen de agua ya conocido. La diferencia entre el
volumen del liquido en la probeta al agregar las bayas es el espacio ocupado por las
mismas o lo que es lo mismo el volumen total de ellas. Con esta informacién se calcula
de una manera rapida, el volumen medio de los granos y su didmetro, considerando
gue las bayas son esféricas.

Materiales:

e Balanza analitica
e Probeta graduadade 16 2L (A)

Método:

La muestra obtenida en el campo, se divide en dos submuestras de aproximadamente
100 bayas cada una, una para esta determinacién y la otra para los posteriores analisis
a realizar. La muestra que utilizaremos en este momento, se debe pesar en balanza ana-
litica y luego contar el nimero de bayas pesadas (n). Estas bayas se introducen en la
probeta graduada A (1 L 6 2 L, figura 2.7) con un volumen de liquido conocido. La di-
ferencia entre el volumen anterior y posterior al agregado de las bayas es el volumen
de las bayas contenidas en la probeta A.

Figura 2.7: Se observa el volumen final en la probeta A, luego del agregado de
un numero conocido de bayas (previo al agregado de las mismas se midio
un determinado volumen de agua, e.g. 100 mL)
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Calculo de resultados:

A partir del peso total de las bayas y su cantidad, se calcula el peso promedio de las mis-
mas como se observa a continuaciéon. Posteriormente con el volumen total de la mues-
tra de uva medido en probeta se calcula para la baya su volumen, radio, didmetro y su-
perficie promedio.

Peso total de la muestra de bayas (g)

Peso promedio de la baya (g) =
numero de bayas contadas (n)

Volumen total de bayas (mL) = Vol. probeta A final (mL) - Vol. probeta A inicial (mL)

Vol. probeta A inicial: es el volumen de agua agregado en probeta antes de la incorporacién de
las bayas.
Vol. probeta A final: es el volumen obtenido al agregar un niumero conocido de bayas.

Volumen promedio por baya (mL o cm?) = Volumen total de bayas (mL)
numero de bayas contadas (n)

Conociendo la férmula para calcular el volumen de una esfera, se puede deducir el ra-
dio y diametro equivalente de la misma (considerando bayas esféricas), con las siguien-
tes formulas.

Volumen de una esfera (cm3) * 3
4x

r=3

d=2*r

r: radio de la baya
d: diametro de la baya

La superficie del hollejo del grano de uva se calcula por medio de la férmula del area
de una esfera, presentada a continuacion:

Superficie del hollejo (cm? por baya) = 4* & * r?
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2.4 DETERMINACION DE LAS RELACIONES HOLLEJO/BAYA Y SEMILLA/BAYA

Las proporciones de hollejo y de semilla con respecto al peso total de la baya son valo-
res a tener en cuenta para la evaluacion de calidad en uva de vinificar.

Materiales:

e Balanza analitica
e Bisturi
e Papel absorbente

Método:

Tomar al azar y pesar en balanza 10 bayas de la clase modal conservada en freezer. A
estas bayas se les extrae el hollejo con bisturi, raspando delicadamente los mismos, pa-
ra evitar que queden restos de pulpa. Con ayuda de papel absorbente se secan los ho-
llejos y luego se pesan en balanza analitica (figura 2.8). También se separan, cuentan y
pesan las semillas totales de las 10 bayas. Estas semillas se limpian para evitar que que-
den restos de pulpa antes de pesarlas en balanza. Las semillas y los hollejos se guardan
identificados en freezer, para realizar en el futuro la extraccién de los compuestos fe-
nolicos mediante el uso de solventes adecuados.

i
Jeit L
Figura 2.8: Operacién de extracciéon de hollejos y semillas

Calculo de resultados (importante: tener en cuenta que estos resultados seran
utilizados en posteriores determinaciones de fenoles en uva): a partir del peso
de hollejo, bayas, semillas, y nUmero de semillas de estas diez bayas se calcula:

A: Peso medio baya (g) = peso 10 bayas (g) / 10

B: Peso medio hollejo por baya (g) = peso hollejo 10 bayas (g) / 10

C: Peso medio semilla por baya (g) = peso semilla 10 bayas (g) / 10

D: Cantidad de semillas por baya = cantidad de semillas 10 bayas/ 10
E: Relaciéon hollejo/uva (g kg' uva) = (B x 1000) / A

F: Relacién semilla/uva (g kg uva)= (C x 1000) / A

G: Relaciéon cantidad de bayas por kg -uva = 1000/ A
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2.5. CONTENIDO DE AZUCAR POR MEDIOS FiSICOS, REFRACTOMETRO,
DENSIMETRO O AEROMETRO

a) SOLIDOS SOLUBLES

Esta determinacién se basa en el indice de refraccion de la luz cuando atraviesa un li-
quido como es el jugo de uva. Es necesario tener en cuenta que no sélo mide azucares,
sino todos los sélidos solubles en suspension de la muestra. El valor de sélidos solubles
varia notablemente con la temperatura, por lo que su determinaciéon debe realizarse a
20° C, si no es asi se corrige mediante tablas. Actualmente existen refractémetros auto-
compensados por temperatura, que no requieren correccion. La escala de este aparato
expresa % de solidos solubles (% SS) y mediante férmulas empiricas se puede calcular
los gramos de azucar por litro (g L).

En vitivinicultura vulgarmente se expresa grado Brix (° Brix) como equivalente al % SS.
Un grado Brix se define como 1 g de sacarosa cada 100 g de solucién. Si bien en el ju-
go de uva los azucares son los compuestos mas abundantes, también se encuentran en
solucion acidos, polifenoles, proteinas, minerales, polisacaridos, que intervienen en el
indice de refraccion. Por esta razén la expresion correcta es sélidos solubles y no ° Brix
(apropiado para expresar la concentracion de un almibar, que solo contiene sacarosa y
agua).

A partir del contenido de azucar del jugo de uva, se puede obtener por célculo los gra-
mos de azucar por baya. Esto es importante debido a que nos permite identificar el mo-
mento de maxima ganancia de azucar en el fruto. Este momento no coincide con el del
maximo de % de ss. En efecto, desde el momento en que no ingresa mas azucar a las
bayas, el % de ss sigue aumentando por deshidratacién de las mismas. En la figura 2.9,
se muestran los valores de % de ss, tamafo de baya y azucar en funcion del tiempo de
maduracién, en un proceso tipico de maduraciéon de uvas. Alli se puede observar, en la
ultima etapa, el aumento de % ss por deshidratacion sin aumento de la acumulacién de
azucares.

% SS

Figura 2.9: Evolucion de % sélidos solubles (SS), azucar/baya, y tamafio de baya
durante la maduracién de las uvas
Materiales:

e Refractémetro (figura 2.10)
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e Termdmetro (en caso de no tener refractdbmetro compensado por temperatura)
e Agua destilada y papel tissue, para limpieza del refractémetro

Figura 2.10: Refractémetro

Método:

Calibrar el refractémetro a 0 con agua destilada. Prensar una muestra de bayas no in-
ferior a 50 granos y separar el jugo. El prensado debe ser lo mas exhaustivo posible ya
gue la concentracién de azucar en el centro de las bayas es inferior a la de la periferia.
Medir la temperatura del jugo en caso de no utilizar refractébmetros autocompensados,
para corregir el valor en funcién de la misma. En el refractémetro limpio y seco, se co-
locan unas gotas de jugo, se cierra y se ve a través de la escala orientando el aparato
hacia una fuente de luz y haciendo foco en la escala, mediante el ajuste del ocular. La
lectura se realiza como se observa en figura 2.11, obteniendo de esta manera el % de
solidos solubles. Recordar siempre que la limpieza de este aparato debe realizarse con
agua destilada y secandolo suavemente con papel tissue.

Lectura 11% SS

Figura 2.11: Lectura realizada en ocular de refractémetro.

Calculo de resultados:
La mayoria de los refractometros actuales son autocompensados y no necesitan correc-

ciéon por temperatura, por lo que se considera la lectura directa. Para los no autocom-
pensados, la lectura debe corregirse por la tabla 2.6 para llevar los valores a 20° C.
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Tabla 2.6: Correcciones necesarias de % de soélidos solubles (SS), cuando no se realiza a
la temperatura de 20° C (para refractémetros no autocompensados)

Temperatura LECTURA EN REFRACTOMETRO
°C 0 5 10 15 20 25 30
RESTAR AL VALOR LEIDO
10 0,500 0,540 0,580 0,610 0,640 0,660 0,680
11 0,460 0,490 0,530 0,550 0,580 0,600 0,620
12 0,420 0,450 0,480 0,500 0,520 0,540 0,560
13 0,370 0,400 0,420 0,440 0,460 0,480 0,490
14 0,330 0,350 0,370 0,390 0,400 0,410 0,420
15 0,270 0,290 0,310 0,330 0,340 0,340 0,350
16 0,220 0,240 0,250 0,260 0,270 0,280 0,280
17 0,770 0,180 0,190 0,200 0,210 0,210 0,210
18 0,720 0,130 0,130 0,140 0,140 0,140 0,140
19 0,060 0,060 0,060 0,070 0,070 0,070 0,070
20 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SUMAR AL VALOR LEIDO

21 0,060 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,080
22 0,130 0,130 0,140 0,140 0,150 0,150 0,150
23 0,790 0,200 0,210 0,220 0,220 0,230 0,230
24 0,260 0,270 0,280 0,290 0,300 0,300 0,310
25 0,330 0,350 0,360 0,370 0,380 0,380 0,390
26 0,400 0,420 0,430 0,440 0,450 0,460 0,470
27 0,480 0,500 0,520 0,530 0,540 0,550 0,550
28 0,560 0,570 0,600 0,610 0,620 0,630 0,630
29 0,640 0,660 0,680 0,690 0,710 0,720 0,720
30 0,720 0,740 0,770 0,780 0,790 0,800 0,800

A partir del valor de sélidos solubles, se puede determinar aproximadamente la canti-
dad de azucar presente en el mosto utilizando la correccién expresada en la siguiente
férmula empirica (Frigerio, 1986):

Azucar (g L' mosto) = (11,142 x Lectura % SS) — 27,367

Una forma aproximada de conocer la concentracién de azucar en g L, es multiplicar
por 10 la lectura del refractémetro (e.g. 15%, corresponde aproximadamente a 150 g
L).

También se pueden calcular aproximadamente los gramos de azucar por baya median-
te el valor de % de solidos solubles y el peso medio de baya (ver capitulo 1) como se ob-
serva a continuacion:

Azucar (g baya') = Azucar (g L' mosto) / (Bayas kg’ uva x D kg L")

D (densidad del mosto de uva kg L") = [(0,0046 x %SS) + 0,9927]

Bayas kg' uva = 1000 (g kg') / Peso medio baya (g)
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Ejemplo:
Lectura: 25 % so6lidos solubles (% ss)
Temperatura: 22° C
Peso baya: 1,7 g
Correccion: +0,15
Lectura corregida por temperatura: 25% + 0,15% = 25,15 % sélidos solubles
Azucar (g L' mosto): 252,85 g L
Azucar (g baya'): 0,388 g baya'

En la tabla 2.7 se muestran valores promedios de % de SS obtenidos en muestras de uva
recolectadas en el momento de cosecha de distintas variedades en el Laboratorio de Vi-
ticultura del INTA Mendoza.

Tabla 2.7: Valores promedios de % de sélidos solubles (SS) obtenidos al momento de co-
secha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de % SS
= 8 (1]
determinaciones
media Intervalo confianza
95%*

Bonarda 15 23,41 22,84 23,99
Cabernet Sauvignon 58 25,24 24,84 25,65
Malbec 379 24,69 24,55 24,83
Merlot 48 25,28 25,02 25,55
Syrah 246 24,68 24,49 24,87

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la
media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.

b) DENSIDAD Y GRADO BAUME

Otra forma de medir sélidos solubles totales en la uva, es mediante la determinacién de
la densidad del mosto. Esto se puede hacer con aerémetros que miden densidad o gra-
dos Baumé. El método se basa en que el aerbmetro o densimetro, cuando es sumergi-
do en una probeta con liquido, desplaza un volumen de liquido equivalente a su pro-
pio peso (principio de Arquimedes). Es importante tener en cuenta que la medida de la
densidad depende de la temperatura.

En enologia se expresa la densidad como relativa a la del agua, por lo que es un valor
adimensional, y no como densidad absoluta (expresada en g mL"). La densidad de un
mosto sera mas elevada cuanto mayor sea su concentracion azucarina. Dado que en
mostos o vinos el principal componente es el agua, sus valores de densidad se encuen-
tran muy cercanos a ella. El mosto tiene una densidad levemente superior al agua (e.g.
1,098) debido a la influencia de los azucares. La densidad del vino, en cambio, es infe-
rior a la del agua (e.g. 0,997) por la presencia de alcohol. Por esta razoén, la densidad es
util tanto para evaluar la concentracion de azucar del mosto como para controlar la
evolucién de la fermentacién alcohdlica. La lectura de densidad se refiere a 15° C, en
caso de trabajar a temperatura diferente la correccién se realiza por medio de tablas
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(ver tabla 2.8). Si la temperatura es superior a 15° C, el factor de correccién se suma a
la lectura de densidad y si es inferior se resta.

Tabla 2.8: Correcciones necesarias en densidad, cuando no se realiza la lectura a 15° C

Temperatura

°C 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Correccion * 0,4 0,3 0,200 0,1 03050,7 09 1,1 13 16 1,8 20 23 26 28 3,1

*Si la temperatura es mayor a 15° C, la correccién se suma a la lectura de densidad.
Si la temperatura es inferior a 15° C, la correccién se resta.

La escala Baumé proviene de la industria alimentaria, donde se utilizaba para medir la
concentracién de la salmuera. Un valor de 0° Bé corresponde al agua destilada y 15° Bé
a una solucion al 15% de CINa en agua, por lo tanto es una escala arbitraria. Se usa en
enologia porque se observé que, cuando se vinificaba un mosto de 10° Bé, se obtenia
un vino de aproximadamente 10% (v/v) de alcohol. Por ello, 1° Baumé en el mosto pro-
duce aproximadamente 1% (v/v) de alcohol en el vino generado a partir de él. Debido
a esto, también se puede establecer la siguiente equivalencia: 1° Bé = 17,5 g azucar L'
(cantidad de azucar necesaria para que las levaduras produzcan 1% v/v de alcohol). La
lectura de ° Bé se refiere a 15° C, y en caso de trabajar a temperatura diferente, debe
realizarse una correccion. Cada 2° C por encima de 15° C, se le suma 0,1° Bé a la lectu-
ra realizada. Cada 2° C por debajo de 15° C se le resta 0,1° Bé.

Materiales:

e Densimetro o aerometro Baumé

e Termdmetro

® Probeta lisa sin graduaciéon (con un didametro minimo que permita flotar libremen-
te al densimetro sin tocar las paredes, aproximadamente 3 cm)

Método:

Prensar una muestra de bayas no inferior a 50 granos y separar el jugo. El prensado de-
be ser lo mas exhaustivo posible, ya que la concentracién de azucar en el centro de las
bayas es inferior a la de la periferia. En probeta limpia y seca, agregar el jugo a medir
hasta unas 3/2 partes de la misma. Tomar temperatura del mismo, para luego realizar las
correcciones necesarias, si la misma fuera diferente a 15° C. Introducir el densimetro o
aerometro Baumé provocando un pequeio movimiento de rotacién. Una vez estable,
leer tangencialmente en la parte inferior del menisco. Si bien esta es la manera correc-
ta de efectuar la lectura, no se puede realizar tangente al menisco en los mostos debi-
do a que no son limpidos y se realiza en el borde superior del menisco.

Precaucién: debe evitarse la presencia de restos vegetales en suspensién porque po-
drian depositarse sobre los hombros del densimetro y dar una lectura por defecto. Pa-
ra evitarlo, se puede llenar la probeta permitiendo rebalsar el jugo, de modo de elimi-
nar por volcado la espuma, hollejos y semillas que se encuentran en la parte superior.
Otra forma es emplear los escobajos como filtro de hollejos y semilla; para evitar la for-
macién de espuma volcar lentamente el jugo sobre la pared interna de la probeta.
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2.6. MEDICION DE pH

La acidez en un jugo de uva se puede evaluar de distintas formas. Aqui se proponen
dos. Una es la cuantificacion de la acidez total, representada por acidos disociados o no,
y sales acidas presentes en la muestra (se expresa en g acido tartarico L"). La otra es el
pH, el cual esta relacionado con el grado de disociacién de los acidos, reflejado en la
cantidad de iones hidrégenos (H*) que liberan. Este valor varia para cada acido presen-
te. Por ejemplo, el acido tartarico es un acido mas fuerte que el malico y libera mayor
cantidad de iones H* en solucién. El pH es el logaritmo negativo (base 10) de la concen-
tracion de H+, como se muestra en la siguiente férmula:

pH = - log [H*]

Esta formula nos muestra que, a medida que hay mas acidos disociados o mayor con-
centraciéon de iones H* en la muestra, disminuye su pH.

La medida de este valor en la uva, es muy importante debido a que influye en los as-
pectos sanitarios y organolépticos del vino. Valores bajos de pH son deseables para una
o6ptima fermentacién y conservacion de los vinos.

Materiales:

Potenciémetro calibrado (peachimetro; figura 2.12)
Termdémetro

Agua destilada

Soluciones buffer pH 4y pH 7 (para calibracion)

Figura 2.12: peachimetro
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Método:

Prensar una muestra de bayas no inferior a 50 granos y separar el jugo. El prensado de-
be ser lo mas exhaustivo posible. Calibrar el peachimetro, con las soluciones buffer, te-
niendo la precaucion de enjuagar bien el electrodo con agua destilada y secarlo con pa-
pel tissue por fuera. Posteriormente se introduce el electrodo en el jugo a medir, el cual
debe estar a una temperatura de 20° C. Si la lectura no se realiza a esta temperatura
debe corregirse el valor, observando las tablas de correccién del peachimetro, en caso
de que el mismo no sea autocompensado por temperatura.

Interpretacion de resultados:

El valor se obtiene por lectura directa en el visor del peachimetro. Este analisis debe rea-
lizarse en uvas frescas. Si se realiza en muestras congeladas puede aplicarse la siguien-
te correccién, debida a precipitaciones de tartaro (tartrato acido de potasio) por bajas
temperaturas (figura 2.13):

y= 0,772 x + 0,597

x: pH uva congelada
y: pH uva fresco
R2= 85,92; n=98 “

pH uva en fresco
[
2

' 13 L] iz [ ) x4 [ L] W iz

pH uva congelada

Figura 2.13: Grafico de pH uva congelada (x) vs. pH uva en fresco (y)

En la tabla 2.9 se presentan, a modo ilustrativo, valores medios de pH e intervalos de
confianza de muestras de uva a cosecha de distintas variedades, obtenidas en el Labo-
ratorio de Viticultura (INTA).

Tabla 2.9: Valores promedios de pH (uva fresco) obtenidos al momento de cosecha en
el ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de

determinaciones PH
Media Intervalo confianza
95%*

Bonarda 15 3,82 3,79 3,85
Cabernet Sauvignon 58 3,72 3,69 3,75
Malbec 379 3,58 3,56 3,60
Merlot 48 3,73 3,71 3,75
Syrah 246 3,69 3,67 3,72

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar
la media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.
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2.7. ACIDEZ TOTAL TITULABLE

La acidez total es la suma de los acidos volatiles y fijos, valorables por alcalimetria-aci-
dimetria. El jugo de uva es mas acido que el vino que origina, ya que durante la fer-
mentacién y la conservacién del vino, una cierta cantidad de tartrato acido de potasio
se insolubiliza y precipita. Esto produce una pérdida de acidez. La fermentacién malo-
lactica también reduce la acidez total del vino. La zona, la variedad, el manejo de cano-
pia, la fecha de cosecha, la presencia o no de algunas enfermedades, provocan una va-
riacion de los valores de acidez. El método de determinacién es una volumetria liquida,
es decir una titulacion con una solucion alcalina de normalidad conocida, usando como
indicador fenoftaleina o azul de bromotimol.

Materiales:

e Pipeta de doble aforo de 10 mL
e Erlenmeyer 250 mL

e Bureta de 25 mL + Soporte

e Reactivos:

a) Solucién de Hidréxido de sodio (NaOH) N/10
b) Indicador fenoftaleina (para mostos blancos) o azul de bromotimol
(para mostos blancos y coloreados)

Método:

Prensar una muestra de bayas, no inferior a 50 granos, y separar el jugo. El prensado
debe ser lo mas exhaustivo posible. Tomar 10 mL de mosto con pipeta de doble aforoy
colocarlo en un erlenmeyer. Agregar aproximadamente 50 mL de agua destiladay 2 6
3 gotas del indicador elegido (fenoftaleina o azul de bromotimol). Si el mosto es colo-
reado, es preferible usar azul de bromotimol, ya que no se puede apreciar el viraje de
la fenolftaleina. Llenar y enrasar la bureta con la solucién de NaOH N/10. Titular hasta
viraje del indicador, registrando el volumen utilizado de NaOH N/10. En el caso de usar
fenoftaleina, se agrega esta solucion hasta viraje del incoloro (medio acido) al rosado
(en medio alcalino). Si se utiliza como indicador azul de bromotimol, vira de un color
amarillo anaranjado en medio acido a un color verde azulado. Cerca del viraje, se va
agregando de a 2 gotas el NaOH, si pasa a color azul, se le resta 0,1 mL a la lectura
efectuada.

Calculo de resultados:

A partir de la siguiente férmula, se calcula la acidez como acido tartarico:

Acidez total (g acido tartarico L") = [Gﬂ'.!‘.ﬁ? mL NaOOH Nfl0x ﬂ,"}"ﬁ]

Preparacion de soluciones:
Solucion de NaOH N/10:

Una solucién N/10 6 0,1 N, se debe preparar con 0,1 equivalente por litro de HONa. El
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equivalente del HONa pesa 40,01 g, por lo tanto la décima parte es 4,001 g. Para pre-
parar esta solucion se debe pesar 4,001 g de HONa para andlisis (p.a.) en balanza ana-
litica. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipitaciéon de 1000 mL que con-
tiene unos 500 mL de agua destilada, revolviendo para su disolucién con una varilla de
vidrio. Tener en cuenta que es una reaccién exotérmica. Una vez que se enfrie, trasva-
sar al matraz de 1000 mL y enrasar con agua destilada. Esta soluciéon debe valorarse pa-
ra calcular el factor de correccion mediante el uso de CIH 0, 1N.

Advertencia: esta solucion debe conservarse en frascos tapados ya que reacciona con el
diéxido de carbono del aire y ser titulada con frecuencia para el control de su normali-
dad (determinando el factor de correccién).

Precauciones en la manipulacion:

Hidréxido de sodio (NaOH): es corrosivo, produce quemaduras severas. Manejar con
guantes y proteger los ojos.
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2.8. ANTOCIANOS TOTALES EN HOLLEJOS, A PARTIR DE METODO RIOU-ASSELIN

Para la determinacién de antocianos totales, se utiliza la técnica generada por el Labo-
ratorio de Viticultura a partir de Riou y Asselin, 1996. En ésta se realiza una maceracion
de los hollejos con una solucién hidroalcohélica (solucion de extraccién de Angers: eta-
nol 12%, SO, 100 mg L, pH 3,5) en caliente (70° C) durante 3 horas. Al liquido obteni-
do por extraccion, se le agrega acido clorhidrico sélo para generar un pH fuertemente
acido y transformar la totalidad de los antocianos mondmeros, a la forma roja flavilium.
Este pigmento rojo se mide con espectrofotémetro de luz visible a una longitud de on-
da de 520 nm.

Materiales:

e Espectrofotometro de luz visible, las lecturas se realizaran a 520 nm de longitud de
onda
Balanza de precisién
Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico
Tubo de ensayo con tapa a rosca, de aproximadamente 15 mL
Pipeta de doble aforo de 10 mL
Micropipeta de 10-1000 pL
Matraz de 5 6 10 mL
Reactivos:
a) Acido CIH 1%
b) Acido CIH 2%
¢) Solucién de extracciéon de Angers

Método:

Blanco: lectura con agua destilada en cubeta del espectrofotémetro de 1 cm de paso
optico.

Pesar en balanza de precisiéon aproximadamente 10 gramos de bayas enteras de la cla-
se modal, anotar el valor exacto del peso (“P") y contar la cantidad de bayas correspon-
diente. Registrar estos datos. El hollejo separado de estas bayas (ver capitulo 2.4 “De-
terminacion de las relaciones hollejo/baya y semilla/baya”) se debe colocar en tubo de
ensayo con tapa a rosca, identificandolo con el nUmero de muestra. Agregar 10 mL de
solucién de extraccion de Angers, medido con pipeta de doble aforo, y tapar el tubo.
Llevar a bafilo maria a 70° C durante 3 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, retirar el tubo y enfriarlo rdpidamente. Al liquido so-
brenadante diluirlo 1:100 con CIH 1%. Esta dilucién se realiza en matraz de 5 mL 6 10
mL. En caso de usar el de 5 mL, colocar 50 yL de extracto y enrasar el matraz con CIH
1%. Esta solucién diluida es trasvasada a la cubeta de 1 cm de paso éptico. Leer y regis-
trar valores de absorbancia en espectrofotémetro de luz visible, a una longitud de on-
da de 520 nm, llevando el aparato a cero con el blanco.

Calculo de resultados:

La concentracion de antocianos de la solucién evaluada en cubeta (extracto de hollejo
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diluido), se calcula a partir de la siguiente férmula definida en trabajo de Riou y Asse-
lin (1996).

Antocianos (mg L) = [22,76 x DOsy x Dilucién] + 0,05

DO ,,: Lectura de densidad 6ptica
Dilucién: es de 1:100, es decir el valor a colocar en formula es 100

Para determinar los valores de antocianos en mg kg uva' o en mg baya-!, utilizamos las
siguientes féormulas:

i -1
Antocianos = Antocianos en mg L' x Volumen extractante (10mL)

mg kg uva- “P" (peso muestra, g)

Antocianos = Antocianos mg kg uva' x Peso medio baya (g) / 1000
mg baya-'
Inversa relacion bayas kg uva

En la tabla 2.10 y 2.11 se indican valores medios de antocianos e intervalos de confian-
za, de uvas a cosecha de distintas variedades, obtenidos por el Laboratorio de Viticul-
tura del INTA Mendoza

Tabla 2.10: Contenidos de antocianos en mg kg uva' en distintas variedades
(cosechas 2005-06 y 2006-07)

Variedad Canti_dad'de AntocianO_s

determinaciones mg kg uva’

Media Intervalo confianza
95% *

Bonarda 15 1374 1273 1474
Cabernet Sauvignon 58 836 748 924
Malbec 379 1061 1022 1099
Merlot 48 457 436 479
Syrah 246 738 716 759

* El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la
media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.

Tabla 2.11: Contenidos de antocianos en mg baya' en distintas variedades
(cosechas 2005-06 y 2006-07)

Verfedae Canti_dad_de Antociano_s

determinaciones mg kg uva’

media Intervalo confianza
95%*

Bonarda 15 3,60 3,28 3,91
Cabernet Sauvignon 58 1,02 0.91 1,13
Malbec 379 1,79 1,72 1,85
Merlot 48 0,61 0,58 0,64
Syrah 246 1,11 1,07 1,14

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la

media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.
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Preparacion de soluciones:

Solucidn de extraccion de Angers:

Preparar una soluciéon de etanol al 12%, colocando en un matraz de 500 mL, 60 mL de
etanol p.a. y enrasar con agua destilada.

Para obtener 100 mg L' de SO,, pesar 85,5 mg de metabisulfito de sodio (Na,S,0:) y
trasvasar cuantitativamente a un matraz de 500 mL. Llevar a volumen y enrasar el ma-
traz con la solucion de etanol al 12% anteriormente preparada. Agregar a esta solucion
suficiente cantidad de tartrato acido de potasio, hasta saturacion. Llevar la solucién a
pH 3,5 con una solucién de acido clorhidrico al 2%.

Para preparar otros voliUmenes de solucion ver tabla 2.12

Tabla 2.12: Cantidades a agregar para preparar distintos volimenes de solucién de
Angers

Volumen a preparar Agua Etanol Metabisulfito de Na
(mL) (mL) (mL) (mg)

200 176 24 34,188

250 240 30 42,735

500 440 60 85,470

Precaucion: Tener en cuenta que el metabisulfito de sodio debe conservarse en luga-
res frescos y ademas con el tiempo pierde por volatilizacion SO,. Por esta razén es con-
veniente usar drogas nuevas y no almacenarlas por largos periodos. Nunca calentar es-
ta solucion para mejorar disolucion porque el sulfuroso es volatil y se pierde
concentracion.

CIH 1% plv (en peso):

Para preparar 100 mL de esta solucién se debe tener en cuenta la densidad del CIH (1,18
g mL") y su pureza o concentracion (37%). Un gramo de CIH necesario para preparar
esta solucién al 1%, se encuentra en 2,3 mL de CIH con una pureza del 37%, como se
observa en los calculos presentados a continuacion.

Si 1,18 g de CIH se encuentran en 1 mL
1,0 g de CIH X=(1,0gx1mL)/1,18 g=0,85mL

necesitariamos 0,85 mL de CIH
necesitamos 2,3 mL de CIH 37%

Si tuviera una pureza de 100%
Como tiene pureza de 37%
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2.9. POLIFENOLES TOTALES EN HOLLEJOS, A PARTIR DE METODO RIOU-ASSELIN

La técnica de determinacién de polifenoles totales de Riou and Asselin (1996) se basa
en la actividad 6ptica especifica del anillo fendlico en el sector ultravioleta del espec-
tro. Se utiliza el extracto de los hollejos realizado para la determinacion de antocianos
(capitulo 2.8) en el cual se macera los hollejos con una solucién hidroalcohélica (etanol
12%, SO, 100 mg L, pH 3,5) en caliente (70° C) durante 3 horas. A partir de una por-
cion del extracto se diluye con agua destilada y se mide con espectofotémetro UV.

Materiales:

e Espectrofotémetro que opere en luz UV, las lecturas se realizaran a 280 nm de lon-
gitud de onda.

e Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico

e Extracto de hollejo con solucién Angers (obtenido en capitulo 2.8)
e Micropipeta automatica de 100 a 1000 pL

e Matraz 5 mL (puede ser remplazado con el uso de micropipeta)
Método:

Blanco: lectura con agua destilada en cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

A partir del extracto de hollejo realizado en la determinacién de antocianos totales (ca-
pitulo 2.8) realizar una diluciéon 1:100 de extracto con agua destilada usando un matraz
aforado de 5 mL. Para lo cual se miden con micropipeta automatica 50 yL de muestra,
se vuelcan en un matraz de 5 mL y se enrasa con agua destilada.

Prender el espectrofotometro UV-VIS a 280 nm, 30 minutos antes de la lectura para es-
tabilizar la lampara de deuterio8. Leer en espectrofotémetro colocando la muestra di-

luida en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, llevando el aparato a cero con el
blanco.

Calculo de resultado:

IPT hollejo = (DO 280 x Dilucion)
Dilucién: 100
En tabla 2.13 se indican valores medios e intervalos de confianza de IPT en hollejos de

uva a cosecha de distintas variedades, obtenidos por el Laboratorio de Viticultura del
INTA Mendoza.

¢ Las lamparas de Xenon para medicion a 280 nm en general no necesitan ser precalentadas antes de la lectura.
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Tabla 2.13: Valores de IPT en hollejos (extracto Angers) en distintas variedades (cosechas
2005-06 y 2006-07)

Variedad Cantl_dad_de IPT
determinaciones
Media Intervalo confianza
95%*

Bonarda 15 65 61 69
Cabernet Sauvignon 58 45 42 49
Malbec 379 59 58 61
Merlot 48 33 32 34
Syrah 246 45 43 46

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar
la media en la poblacién para el nivel de confianza indicado.
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2.10. ANTOCIANOS TOTALES EN MUESTRAS DE UVA (HOLLEJO Y SEMILLA) A PAR-
TIR DE METODO GLORIES

Otro método para estudiar el potencial polifendlico en uvas, es el propuesto por Glo-
ries y Agustin (Glories, 1999). Se puede seguir el protocolo que para este método ela-
bor6 Gonzéalez Neves (2005; 2007). Primero, se realiza la trituraciéon de la muestra de
uva entera (semillas, pulpa y hollejos) para luego realizar sendas maceraciones con so-
luciones a pH diferente (pH 1y pH 3,2). La extraccion a pH 1 degrada las membranas
celulares y favorece la liberacién del contenido de las vacuolas. La extraccion a pH 3,2
es comparable con la que se realiza en una vinificacién. La diferencia entre el conteni-
do de antocianos a ambos pH, muestra el grado de fragilidad de las membranas de las
células de los hollejos y por lo tanto su estado de madurez. En las maceraciones a estos
dos pH, luego de ser filtradas y centrifugadas, se realiza mediciéon de antocianos tota-
les por el método de Ribereau-Gayén and Stonestreet (1965), utilizando un espectrofé-
metro a una longitud de onda de 520 nm. En el extracto macerado a pH 3,2 también
puede hacerse una medicién en espectrofotémetro a 280 nm, por medio de la cual se
determina el indice de polifenoles totales (capitulo 2.11).

En este método, como se observa en diagrama presentado en figura 2.14, la muestra se
divide en dos submuestras; una se tritura y la otra se prensa manualmente. Esta ultima
es para determinaciones de % de sélidos solubles, pH, acidez en el jugo y determina-
cion por pesos de % de pulpa y de semilla + hollejo.

2.10.a PREPARACION DE MACERACIONES pH 1y pH 3,2
Materiales:

Balanza de precisién
Agitador orbital o rotativo para maceracién
Centrifuga
Mixer o licuadora
Erlenmeyer (250 mL)
Portafiltro con papel de filtro
Reactivos:
a) Solucién pH 1- CIH 0,1N
b) Solucién pH 3,2

Método:

A una muestra de uva representativa de la parcela (125 bayas), se la debe triturar con
ayuda de un mixer o licuadora (hollejo, semilla y pulpa). En dos erlenmeyers colocar 50
g de esta muestra triturada en cada uno de ellos. A uno se le agrega 50 mL de solucién
pH 1 (CIH 0,1N), y al otro 50 mL de solucién pH 3,2. Ambos son llevados a un agitador
orbital por un tiempo de 4 horas. Posteriormente estos macerados son filtrados con pa-
pel de filtro y centrifugados 3 minutos a 3000 rpm.
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2.10.b DETERMINACION DE ANTOCIANOS TOTALES EN MACERACIONES pH 1Y
pH 3,2; POR METODO RIBEREAU-GAYON Y STONESTREET

Para la determinacién de antocianas totales en los macerados de pH 1y 3,2 se utiliza el
blanqueo con bisulfito de sodio (SO;HNa) por accion del diéxido de azufre (Ribéreau-
Gayon y Stonestreet, 1965). Es decir, se hace un andlisis de antocianos para el macera-
do de pH 1y otro para el de pH 3,2.

El método Ribéreau-Gayon y Stonestreet se basa en que los cambios de pH producen
grandes cambios en el color de los pigmentos antocianicos. De modo similar, las adicio-
nes de didxido de azufre (SO,) producen decoloracion de los pigmentos monoméricos,
mientras que los pigmentos poliméricos son resistentes a dicha decoloraciéon. La dife-
rencia entre los valores de absorbancia correspondientes a la muestra tratada con y sin
SO, provee una medida del contenido de antocianos coloreados (forma flavilium).
Cuanto mayor es la diferencia de color, mayor es la concentraciéon de antocianos.

En esta determinacién, la muestra se lleva a un medio fuertemente acido para que los
antocianos se manifiesten en su forma coloreada. Con el agregado del bisulfito de so-
dio se blanquean los antocianos no polimerizados, los que luego son estimados, dedu-
ciéndolos de la medicion de color rojo de una muestra de jugo no sometida a blanqueo.

Materiales:

e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda para lectura: 520 nm)
e Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para espectrofotémetro

e Micropipetas automaticas ( 200 pL, 1000 pL y 5000 yL de volumen maximo)
e Tubos de ensayo con tapa de 5 mL

e Reactivos:

a) Solucién de CIH 0,1% en etanol
b) Solucién de CIH 2% en agua
¢) Sulfito acido de sodio o bisulfito de sodio 15% (SO;HNa)

Método:

Blanco:

Asignamos el cero del espectrofotémetro con agua destilada para este método.
Muestra:

Tomar 200 pL de la maceracién (pH 1 o pH 3,2) y colocarlos en un tubo de ensayo. Agre-
gar 200 pyL de CIH 0,1% en etanol y 4 mL de CIH 2% en agua. Tapar y homogeneizar el
contenido.

Esta solucion se divide en dos partes, una de las cuales sera blanqueada con bisulfito de

sodio (SO;HNa), y la otra no. Se procede asi: tomar dos tubos de ensayo de 5 mL, en uno
de ellos (tubo A) agregar 2 mL de la solucién anterior, agregar 800 uL de solucién de
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bisulfito de sodio al 15%, homogeneizar y dejar reposar 20 minutos. Leer en espectro-
fotoémetro a 520 nm de longitud de onda. En el otro tubo (tubo B), agregar 2 mL de la
solucién y 800 uL de agua destilada (remplazando el bisulfito de sodio), homogeneizar
y leer inmediatamente en espectrofotémetro a la misma longitud de onda. El aparato
se lleva a cero con el blanco indicado mas arriba.

Calculo de resultados:
Los valores de antocianos del extracto utilizando el método de Ribéreau-Gayon y Sto-
nestreet, se calculan a partir de la férmula presentada a continuacién:

Antocianos (mg L' extracto macerado)= [Lectura TuboA - Lectura TuboB]x 875

Con los valores de antocianos y las medidas de % de pulpa, densidad y factores de di-
lucién del jugo de uva, se pueden calcular los antocianos por litro de jugo de uva me-
diante las siguientes féormulas:

Antocianos (mg L' jugo uva)= Antocianos (mg L' extracto macerado) x F
F: factor de dilucién

[50 (mL de sol pH1 6 pH 3,2) + VM]
VM

F (factor de dilucion) =

VM: volumen del mosto (el mismo se debe calcular ya que se utilizaron 50 g de muestra)

_ [50 (g.uva triturada) x % PULPA]
D

VM (volumen de mosto, mL)

D: densidad del mosto. Es calculada a partir de % de solidos solubles medidos con refractémetro.

D=[ 0,0046 x % solidos solubles] +0,9927
% PULPA — [Peso bayas (g) - Peso hollejos y semillas (g)] x 100

Peso bayas (g)

% HOLLEJO Y SEMILLA — [Peso hollejos y semillas (g) x 100]
Peso bayas (g)

A partir de estos valores Glories propone el calculo de los siguientes indices presenta-
dos a continuacion:
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a) indice de extractibilidad de antocianos (E,)

Ea( extrabilidad de antocianos) = ((A1 - A3,2) / A1) x 100

A1: Antocianos mg L' en maceracién a pH 1
A3,2: Antocianos mg L"en maceracion a pH 3,2

b) indice de polifenoles totales (IPT), intensidad colorante (IC), y tonalidad en macera-
ciones a pH 3,2

IPT = DO 280 * 100 (dilucién)
IC =DO,,, + DOy, + DOy,

Tonalidad = PO 420
DO 520

Preparacion de soluciones:
Solucion de pH 1- CIH 0,1N:

Una solucién N/10 6 0,1 N, se debe preparar con 0,1 equivalente por litro de CIH. El
equivalente del CIH pesa 36,46 g, por lo tanto la décima parte es 3,646 g. Para prepa-
rar esta solucién, como es un liquido con una pureza del 37% y una densidad de 1,18 g
mL-1, se debe medir un volumen tal que contenga los 3,646 g de CIH puro. Este volu-
men corresponde a 8,3 mL, como se calcula a continuacién:

Si 1,18 g de CIH se encuentran en 1 mL
3,646 g de CIH X= (3,646 g x 1 mL) /1,18 g = 3,0898 mL

Si la pureza fuera de 100% necesitariamos 3,0898 mL de CIH
Con pureza de 37% necesitamos 8,3509 mL de CIH 37%

Estos 8,3 mL de CIH comercial 37% se deben medir con pipeta mediante el uso de pro-
pipeta (no se debe pipetear directamente), agregarlo en un matraz aforado de 1000
mL. Enrasar el matraz con agua destilada, tapar y homogeneizar.

Solucion de pH 3,2

Pesar 5 g de acido tartérico. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipitacion
agregando agua destilada y revolver para su disolucion, con una varilla de vidrio. Lue-
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go trasvasar a un matraz de 1000 mL, agregar 2,5 mL de HONa 32% (*) y enrasar con
agua destilada.

(*) Para preparar la solucion de HONa 32%, se debe pesar 32 g de HONa. Trasvasar en
forma cuantitativa a un vaso de precipitacién, agregar agua destilada y revolver para
su disolucién con una varilla de vidrio. Tener en cuenta que es una reaccion exotérmi-
ca. Una vez que se enfrie trasvasar cuantitativamente al matraz de 100 mLy enrasar con
agua destilada.

Solucion de CIH 0,1% plv en etanol:

Medir 0,057 mL de CLH comercial 37% con micropipeta automatica, agregarlo en un
matraz aforado de 25 mL. Enrasar el matraz con etanol absoluto p.a., tapar y homoge-
neizar.

Nota: Para preparar esta solucién, se debe tener en cuenta la densidad del acido CIH
(1,18 g mL-") y la pureza del mismo (37%). Es decir para preparar 25 mL de esta solucién
al 0,1% (en un matraz), se debe agregar 0,025 g de acido clorhidrico puro, teniendo en
cuenta su pureza y densidad esto corresponde a 0,057 mL de CIH comercial 37% (6
0,0675 g).

Para preparar otros volUumenes de esta solucion utilizar tabla 2.14.

Tabla 2.14: Cantidades a agregar para preparar otros volimenes de CIH 0,1%

Volumen a preparar ( matraz) Volumen a agregar de CIH 37%
(mL) (mL)
25 0,057
50 0,115
200 0,458

Solucién de CIH 2% plv en agua:

Medir 1,145 mL de CLH comercial 37% con micropipeta automatica, agregarlo en un
matraz aforado de 25 mL. Enrasar el matraz con agua destilada, tapar y homogeneizar.
Para preparar otros volimenes de esta solucién utilizar tabla 2.15.

Tabla 2.15: Cantidades a agregar para preparar diferentes volimenes de CIH 2%

Volumen a preparar ( matraz) Bisulfito de sodio a agregar
(mL) (9)
25 1,145
50 2,290
200 9,162
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Solucidn de Bisulfito de sodio 15% (SOs;HNa)

Pesar 15 g de bisulfito de sodio. Trasvasar en forma cuantitativa a un vaso de precipita-
cion y disolverlo con una pequena cantidad de agua destilada, agitando con varilla de
vidrio. Luego trasvasar este liquido en forma cuantitativa a un matraz de 100 mL (vol-
cando al matraz los dos o tres enjuagues del vaso) y enrasarlo con agua destilada. Para
preparar otros volUmenes de esta solucion utilizar tabla 2.16.

Tabla 2.16: Cantidades a agregar para preparar diferentes volimenes de SO;HNa al
15%

Volumen a preparar ( matraz) Bisulfito de sodio a agregar
(mL) (9
25 3,75
50 7,50
200 30,00

Precauciones en la manipulacion:

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tensiéon de va-
por y evitar contacto con la piel ya que es sumamente corrosivo (con guantes de latex).
Nunca pipetear directamente, sino utilizar propipeta.

Bisulfito de sodio (SOsHNa): es irritante para piel y ojos. Debe conservarse en lugares
frios. Desprende gases toxicos, sobre todo en contacto con acidos.

/ 200 bayas \
125 bayas 125 bayas
Determinacién de peso medio de baya Trituraciéon con mixer

Prensar manualmente para
obtener jugo de uva.

Lavar con agua los hollejos y semillas, para disolver
azUcares residuales, secar con papel de filtro y pesar.
Peso pulpa: Peso baya — (peso semilla+ hollejo)

JUGO v
Analisis de ruting MEDICION DE ANTOCIANOS

Determinacién de pH, acidez, Brix y densidad‘/ \

Mezclar 50 g de muestra triturada + Mezclar 50 g de muestra triturada +
50 mL de soI$H1 (CIH N/10) 50 mL de sol pH3,2

Macerar durante 4 horas con agitacion Macerar durante 4 horas con agitacion
Filtrary Iueg! centrifugar Filtrar y luego centrifugar

3 minutos a 3000 rpm 3 minutos a 3000 rpm

/

ApH 1, medicién para antocianos A1 ApH 3,2, medicién para antocianos A3,2

ApH 3,2, medicién de DO280nm

Figura 2.14: Esquema método Glories
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2.11. POLIFENOLES TOTALES EN MUESTRAS TRITURADAS DE HOLLEJO Y
SEMILLA, A PARTIR DE METODO GLORIES

Esta determinacion se realiza sobre el extracto macerado a pH 3,2 del método de Glo-
ries (capitulo 2.10) basado en la actividad 6ptica especifica del anillo fendlico en el sec-
tor ultravioleta del espectro. Al extracto (pH 3,2), se le realiza una dilucién 1:100 antes
de la lectura en espectrofotémetro (UV) a una longitud de onda de 280 nm, en cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. Los polifenoles totales se estiman como indice de po-
lifenoles totales (IPT).

Materiales:

e Espectrofotdmetro que opere en luz UV, las lecturas se realizaran a 280 nm de lon-
gitud de onda

e Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico

e Extracto macerado a pH 3,2 del método Glories (obtenido en capitulo 2.10.a (Prepa-
racion de maceraciones pH1y pH 3,2)

e Micropipeta automatica de 100 a 1000 pL

e Matraz 5 mL (puede ser remplazado con el uso de micropipeta)

Método:

Blanco:

Lectura con agua destilada en cubeta del espectrofotémetro de 1 cm de paso éptico.
Muestra:

A partir del extracto macerado a pH 3,2 del método Glories. Realizar una dilucién 1:100
del mismo con agua destilada usando un matraz aforado de 5 mL. Para lo cual se mi-
den con micropipeta automatica 50 pL de muestra, se vuelcan en un matraz de 5 mLy
se enrasa con agua destilada.

Prender el espectrofotometro UV-VIS a 280 nm, 30 minutos antes de la lectura para es-
tabilizar la lampara de deuterio®. Leer en espectrofotémetro colocando la muestra di-
luida en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, llevando el aparato a cero con el

blanco.

Calculo de resultado:
IPT hollejo = (DO,g, x Dilucion)

Dilucion: 100

°Las lamparas de Xenon para mediciéon a 280 nm en general no necesitan ser precalentadas antes de la lectura.
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2.12. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS PARA DETERMINACION
DE TANINOS Y CATEQUINAS EN HOLLEJOS Y DE TANINOS, CATEQUINAS
Y FENOLES TOTALES EN SEMILLAS

Para la determinaciéon de los distintos compuestos fendlicos, éstos deben ser extraidos
del hollejo y semillas de las uvas de la clase modal. Las uvas de la clase modal se obtie-
nen como se indica en el capitulo 2.2. Con esta clase también se calculan las relaciones
hollejo/uva y semilla/uva como se indica en capitulo 2.4. A partir de los hollejos y semi-
llas se realiza la extraccion mediante el uso de solventes como acetona 70% para deter-
minacién de catequinas y acetona-metanol (50%-50%) para taninos. La metodologia
usada es la propuesta por (Ojeda, 1999) y adaptada por el Laboratorio de polifenoles
INTA-EEA Mendoza.

Materiales:

Balanza analitica de precision (0,1 mg)
Agitador de plataforma rotativo (figura 2.15)
Bano ultrasoénico (figura 2.15)
Centrifuga para microtubos (10000 rpm 6 7,2 g de aceleracion) (figura 2.15)
Moledora para semillas (figura 2.16)
Micropipetas automaticas 100-1000 pL, 1000 a 5000 pL (figura 2.15)
Microtubos plasticos con tapa de 2 mL (figura 2.15)
Mortero y pilén
Termo de nitrégeno liquido
Reactivos:

a) Solucién de acetona 70%

b) Soluciéon 50% de acetona (80%) mas 50% metanol (80%)
C

Figura 2.15: Agitador de plataforma rotativo (A), bafo ultrasénico (B), centrifuga
para microtubos (C), micropipeta automatica de 1000 a 5000 pL (D), gradilla con
microtubos plasticos con tapa, de 2 mL (E)
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Figura 2.16: Molinillo para molienda de semilla abierto para observar parte interna (A),
molinillo de semilla cerrado listo para funcionar (B)

Método:
Para hollejos:

Los hollejos separados de las bayas (ver apartado 2.4) son colocados en mortero donde
se muele hasta obtener un polvo, con la ayuda de nitrégeno liquido (Ojeda, 1999). Pe-
sar rapidamente para que no se descongele 30 a 40 mg de este polvo en un microtubo
plastico de 2 mL previamente tarado. Este valor pesado en mg debe quedar registrado
en planillas para las posteriores determinaciones de taninos y catequinas en uva. A ca-
da microtubo identificado, se le agrega la solucién extractante (1,5 mL) en funcién de
la determinacion a realizar posteriormente. Para los andlisis de catequinas se usa una
solucién de acetona al 70% v/v y para taninos una solucién 50% de acetona (80%) +
50% metanol (80%; Tabla 2.17).

Tabla 2.17: Tipo de solvente y volumen usado en diferentes extracciones de
polifenoles

Tipo analisis Solucién extractante Volumen de extractante
(mL)

Catequinas Acetona 70% v/v 1,5

Taninos Sol 50% v/v de Acetona 80% 15

IPT de semillas + 50% metanol 80% !

Los microtubos con el polvo de hollejo y el extractante son llevados 15 minutos al agi-
tador de plataforma rotativo, luego 30 minutos al bafio ultrasénico, y finalmente 10 mi-
nutos a centrifuga a 10000 rpm (equivalente a 7,2 g de aceleracién). El liquido sobrena-
dante, se extrae de los tubos y se coloca en nuevos microtubos limpios correctamente
identificados para las posteriores determinaciones analiticas.

Para semillas:

Las semillas obtenidas como se indica en el capitulo 2.4, se muelen en un molinillo de
paletas (figura 2.16) usando un tamiz de 1 mm hasta obtener una molienda gruesa co-
mo se observa en figura 2.17.
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Figura 2.17: Granulometria observada luego de la molienda de las semillas de la clase
modal

Pesar entre 25 a 30 mg de semillas molidas en un microtubo plastico de 2 mL previa-
mente tarado. Este valor pesado en mg debe quedar registrado en planillas para las
posteriores determinaciones de taninos, catequinas e IPT en semilla. A cada microtubo
identificado, se le agrega la solucién extractante adecuada (1,5 mL) segun la determi-
nacion a realizar posteriormente (tabla 2.17). Todos los microtubos son llevados 15 mi-
nutos al agitador de plataforma rotativo, luego 30 minutos al bafio ultrasénico, y final-
mente 10 minutos a centrifuga a 10000 rpm (equivalente a 7,2 g de aceleracién). El
liquido sobrenadante, se extrae de los tubos y se coloca en nuevos microtubos limpios
correctamente identificados para las posteriores determinaciones analiticas.

Valores necesarios para posteriores calculos de fenoles en uva:
Mh: Peso de la muestra de hollejo polvo usada para extracciéon (mg)
Ms: Peso de semillas molidas usada para extraccion (mg)

REH: Relacion extracciéon hollejo (mg hollejo / mL extractante) =H /1,5

RES: Relacién extraccion semilla (mg semilla / mL extractante) =S/ 1,5

Preparacion de soluciones:
Solucion de acetona 70%:

Medir 700 mL de acetona con la ayuda de una probeta. Trasvasar a matraz aforado de
1000 mL. Lavar repetidas veces con agua destilada volcando el producto del enjuague
en el matraz. Agregar agua destilada para enrasar el matraz, tapar y mezclar suave-
mente.

Nota: Esta soluciéon debe ser colocada en envases de color caramelo en lugar oscuro y
fresco.
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Solucion 50% acetona (80%) + 50% metanol (80%):

Medir 400 mL de acetona, con probeta. Trasvasar a matraz aforado de 500 mL. Lavar re-
petidas veces con agua destilada volcando el producto del enjuague en el matraz. Agre-
gar agua destilada para enrasar el matraz, tapar y mezclar suavemente (solucién A).

Medir 400 mL de metanol p.a., con probeta. Trasvasar a matraz aforado de 500 mL. La-
var repetidas veces con agua destilada volcando el producto del enjuague en el matraz.
Agregar agua destilada para enrasar el matraz, tapar y mezclar suavemente (solucién
B).

Mezclar estas dos soluciones preparadas (A y B) en partes iguales y llevar a pH 3,5 con
ClIH. Volcar en un frasco color caramelo y guardar en lugar fresco y oscuro.

Precauciones en la manipulacion:

Acetona: es toxico e inflamable, no inhalar vapores, por ello se debe trabajar bajo cam-
pana. Conservar en lugar bien ventilado y lejos de fuentes de calor.

Metanol: es toxico tanto su inhalaciéon, como su ingestion; e inflamable. Debe trabajar-
se bajo campana, con guantes y barbijo.
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2.13. TANINOS CONDENSADOS O PROANTOCIANIDINAS. METODO DEL BUTANOL
ACIDO (EN HOLLEJOS Y SEMILLAS)

Los taninos condensados o proantocianidinas son los fenoles flavonoides cuantitativa-
mente mas importantes en la uva. No solo intervienen en caracteristicas organolépticas
del vino como la astringencia y la concentracién, sino que también son antioxidantes
con propiedades beneficiosas para la salud humana. Las proantocianidinas estan forma-
das por polimeros mas o menos grandes de unidades 3-flavanoles y se denominan tani-
nos debido a su capacidad de precipitar las proteinas. Los monémeros (3-flavanoles) se
conocen genéricamente como catequinas y tienen un esqueleto comun formado por
dos anillos bencénicos y un anillo heterociclico sin dobles ligaduras que contiene oxige-
no (ver Parte 1: compuestos fendlicos de la uva). También son conocidos como proan-
tocianidinas, por la propiedad de liberar antocianidinas en medio acido y en caliente
por la ruptura de sus uniones intermonomeéricas.

Para realizar la determinacién de taninos, se somete a los extractos de hollejos y semi-
llas a una hidrélisis acida, en caliente y en presencia de una sal de hierro (Fe) como ca-
talizador. El método utilizado es el propuesto por Porter (1986) con algunas modifica-
ciones presentadas por Ojeda (1999), mediante el uso de butanol acido, basado en la
reaccion de Bate-Smith (1954). Esta hidrélisis transforma las proantocianidinas en anto-
cianidinas. Las antocianidinas desarrolladas se miden con espectrofotometria VIS, pre-
via deduccién de las que poseia la muestra antes de la hidrdlisis acida (i.e., se cuantifi-
can restando a un blanco sin hidrdlisis acida ni calor). La medicién de absorbancia 6ptica
se realiza a una longitud de onda de 550 nm. A partir de esta lectura, mediante calcu-
los se determina la cantidad de taninos o proantocianidinas en mg kg'. La escala pa-
trén se realiza con una solucién de distintas concentraciones de cianidina (Ojeda, 1999).

Tanto el extracto de hollejo, como el de semilla, utilizan como solvente una solucién
50% v/v de acetona 80% y metanol 80% (consulte determinacion 2.12).

Los taninos en el hollejo y la semilla alcanzan valores maximos cerca del envero y lue-
go disminuyen entre envero y cosecha en funciéon de las caracteristicas del ciclo (Har-
bertson et al., 2002; Downey et al., 2003). Los taninos de las semillas, ademas, disminu-
yen su extractabilidad durante la maduracién (Bogs et al., 2005), debido a los cambios
de la cuticula que limitan su extraccion en la vinificaciéon. Ademas, en la maduracion las
semillas se van deshidratando, oxidando y los taninos aumentan su grado de polimeri-
zacion lo cual va acompanado con una disminucién de amargor (Keller, 2009).

Materiales:

Extracto de hollejo (obtenido en determinacién 2.12)

Extracto de semillas (obtenido en determinacion 2.12)

Microtubos plasticos con tapa de 2 mL (tipo eppendorf)

Tubos de vidrio con tapa a rosca hermética (aproximadamente 10 mL; figura 2.18)
Micropipetas de 100 a 1000 pL y 1000 a 5000 pL

Cubetas de vidrio, de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 550 nm)
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e Bafo maria a ebullicién
e Reactivos:
¢) Solucién de sulfato de hierro y amonio, en butanol acidificado con acido
clorhidrico (ver preparacion mas adelante)
a) Butanol p.a.

Figura 2.18: Gradilla con tubos de vidrio con tapa a rosca

Método:
Blanco:

En un tubo se agrega 400 pL de butanol p.a. y 3,6 mL de solucién de sulfato de hierro
y amonio, se tapa y agita. Con este blanco asignamos el cero al espectrofotémetro pa-
ra este método.

Para hollejos:

Se diluye al extracto de hollejos con una dilucién 1:6 con butanol p.a. Para realizar es-
ta dilucién, en un microtubo plastico de 2 mL se agrega 200 pL de este extracto con
1000 pL de butanol p.a. mediante el uso de micropipetas. Tapar y agitar.

En dos tubos de vidrio con tapa a rosca se colocan 400 pL del extracto diluido con bu-
tanol y 3,6 mL solucion de sulfato de hierro y amonio acidificada, se tapan y agitan.

Uno de los tubos se lleva a baio maria en ebullicién (95 + 0.2° C) por 30 o 40 minutos
para transformar las proantocianidinas. Se saca el tubo y se enfria un instante en agua
con hielo. Se realiza la lectura en espectrofotémetro inmediatamente. Es importante
que la lectura no se prolongue mas alla de unos pocos minutos después de haber saca-
do el microtubo del bafio hirviendo, ya que las antocianidinas generadas son muy ines-
tables y se oxidan rapidamente. Luego de enfriados y mientras se realizan las lecturas,
los tubos que estan a la espera, cuando se hacen una tanda de varias muestras, deben
cubrirse con papel aluminio para evitar la foto-oxidacion.

El otro tubo no se lleva a ebulliciéon, sino se lee directamente con espectrofotémetro.

Cada tubo (el que ha sido sometido a hidrélisis caliente y el que no) se vuelca en una
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cubeta del espectrofotometro VIS (1 cm de paso 6ptico). Se hace la lectura y registro de
la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm llevando a cero con el blanco prepa-
rado anteriormente.

Nota: Cuando se analiza mas de una muestra, se realiza primero una tanda de lecturas
con los tubos que no van a ebullicion. Cuando los tubos que van a ebullicién han ter-
minado, se leen en una segunda tanda.

Para semillas:

Diluir el extracto de semilla con butanol p.a. en una dilucién 1:6. Para esto se coloca en
un tubo plastico con tapa de 2 mL, 200 pL del extracto de semillas y 1000 pyL de buta-
nol p.a. Luego tapar y agitar.

En dos tubos de vidrio con tapa a rosca se colocan 400 pL del extracto de semillas dilui-
do con butanol y 3,6 mL solucién de sulfato de hierro y amonio, se tapan y agitan.

A partir de este punto proceder de la misma manera que para hollejos.

Calculos de resultados:

Ademas de los valores de absorbancia, se necesitan los valores obtenidos en las deter-
minaciones 2.4y 2.12, tales como peso medio baya, peso medio hollejo baya!, numero
de semillas baya', peso medio semilla baya' y peso de muestra usada en extraccion
(mg).

A la lectura de absorbancia de los tubos con hidrélisis caliente, debe descontarse la lec-
tura realizada con el extracto sin hidrdlisis, para deducir los antocianos presentes en el
vino previos a ella.

Lectura DO ;5= L2- L1

L1: Lectura DO 550 nm extracto diluido (de hollejos o semilla) sin bafio maria
L2: Lectura DO 550 nm extracto diluido (de hollejos o semilla) con bafio maria

La concentracion de taninos, se calcula en mg L' de la solucién evaluada en cubeta a
partir de la ultima curva de calibracién. La misma se realiza registrando las distintas DO
a 550 nm obtenidas por diferentes concentraciones de cianidina (Ojeda, 1999).

En la ultima curva de calibraciéon realizada en el Laboratorio de Viticultura, se determi-
né la siguiente ecuaciéon, que puede ser utilizada si no se dispone de un patrén de
cianidina.

Taninos (mg L' solucién evaluada) = [Lectura DOy, x 441]

Teniendo en cuenta la dilucién del extracto con butanol y con la solucién extractante
realizada en capitulo 2.12, podemos determinar los valores de taninos o proantociani-
dinas en hollejos o semillas expresados en mg kg uva' o en mg baya. Las férmulas se
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presentan a continuacién, teniendo en cuenta que también es necesario contar con las
relaciones de hollejo y semillas obtenidas en capitulo 2.4:

Taninos holl. (mg kg uva') = Tan. mg L' x D x (V / Mh) x (PHoll x 1000 / PBaya)
¢ Relacion hollejo/uva (g kg uva)
Inversa relacion extraccion hollejo (REH)

Taninos holl. (mg baya') = Taninos holl. (mg kg uva) x (PBaya / 1000 )
%r_J

Inversa relaciéon bayas kg uva-

Tan.: taninos mg L' en solucién evaluada (resultado de férmula vista anteriormente)
D: Dilucién previa a la determinacion en este caso 6

V: Volumen usado de polvo de hollejos en extractante acetona + metanol, 1,5 mL; de
acuerdo al apartado 2.12

Mh: mg de hollejos usados en extraccion, de acuerdo al apartado 2.12

PHoll: Peso medio hollejo por baya (g), de acuerdo al apartado 2.4

PBaya: Peso medio baya (g), de acuerdo al apartado 2.4

Taninos semilla (mg kg uva-') = Tan. mg L X (V/ Mh) xj(fSem x 1000 / PBayJa )

N
¢ Relacion semilla/uva (g kg-' uva)
Inversa relacidon extraccion semilla (RES)

Taninos semilla (mg baya-) = Taninos semilla (mg kg uva-") x (PBaya / 1000)

h'd

7

Inversa relaciéon bayas kg uva-

Tan: taninos mg L-! en solucion evaluada (resultado de férmula vista anteriormente)
D: Dilucién previa a la determinacion, se debe colocar 6

V: Volumen usado de extractante acetona + metanol en semillas molidas; 1,5 mL
Ms: mg de semillas usados en extraccién

PSem: Peso medio semilla por baya (g)

PBaya: Peso medio baya (g)

En la tabla 2.18 y 2.19 se presentan valores medios e intervalos de confianza, de conte-
nidos de taninos de hollejos en muestras de uva de distintas variedades recolectadas a
cosecha (Laboratorio de Viticultura del INTA Mendoza).
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Tabla 2.18: Valores promedios de taninos en hollejo mg Kg uva' obtenidos al momen-
to de cosecha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de Proantocianidinas
determinaciones mg kg uva-
. Intervalo confianza
media 950, *

Bonarda 27 3211 2957 3464
Cabernet Sauvignon 75 3981 3679 4283
Malbec 402 4930 4797 5064
Merlot 48 3432 3287 3578
Syrah 246 3186 3017 3354

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la media en la
poblacién para el nivel de confianza indicado.

Tabla 2.19: Valores promedios de taninos en hollejo mg baya!, obtenidos al momento
de cosecha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de Proantocianidinas
determinaciones mg kg uva-
media Intervalo confianza
95%*

Bonarda 27 8,19 7,39 8,99
Cabernet Sauvignon 75 4,82 4,46 517
Malbec 402 8,02 7,76 8,29
Merlot 48 4,52 4,32 4,72
Syrah 246 4,80 4,53 5,06

*E| intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la media en la
poblacién para el nivel de confianza indicado.

Preparacion de soluciones:
Preparacion de solucion de sulfato de hierro y amonio acidificada con CIH:

Pesar 181 mg de Sulfato de hierro y amonio dodecahidratado, (5O,),NH, Fe + 12 H,0O,
conservado en heladera. Trasvasar en forma cuantitativa la droga pesada a un matraz
de 200 mL. Agregar al matraz un pequeno volumen de butanol p.a., para disolucién del
solido. Agregar 20 mL de acido clorhidrico 37%. Llevar a volumen y enrasar el matraz
con butanol p.a. En caso de preparar otro volumen de solucién, utilizar tabla 2.20.
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Tabla 2.20: Cantidades a agregar para preparacion de solucion de sulfato de hierro y
amonio acidificada

Volumen matraz (SO,),NH, Fe + 12 H,O CIH 37%
(mL) (9) (mL)
50 0,0453 5
100 0,0905 10
250 0,2262 25
500 0,4530 50

Precauciones en la manipulacion:

Butanol: trabajar con cuidado bajo campana, es nocivo para la salud.

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tension de va-
por y evitar contacto con la piel (con guantes de latex) ya que es sumamente corrosivo.

Nunca pipetear directamente, sino utilizar propipeta.

Metanol: es tdxico tanto su inhalacion como su ingestion y inflamable. Debe trabajarse
bajo campana, con guantes y barbijo.

Acetona: es toxico e inflamable, no inhalar vapores por ello se debe trabajar bajo cam-
pana. Conservar en lugar bien ventilado y lejos de fuentes de calor.
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2.14. CATEQUINAS O 3-FLAVANOLES MONOMEROS (EN HOLLEJOS Y SEMILLAS)

Dentro de los fenoles flavonoides de la uva, se conoce genéricamente como catequinas
a los monémeros de los 3-flavanoles. Estos compuestos tienen una estructura comun
formada por dos anillos bencénicos (A y B) y un anillo heterociclico (C) sin dobles liga-
duras y contiene oxigeno (ver capitulo 1.1, tema 3-flavanoles). Los principales 3-flava-
noles mondémeros encontrados en la uva son la (+)-catequina y su isémero la (-)-epica-
tequina, pudiéndo encontrarse este ultimo bajo la forma de éster galico (galato). En
menor cantidad existen las formas galocatequina, epigalocatequina y epigalocatequina
galato. Las catequinas son amargas y ligeramente astringentes, pero no precipitan con
las proteinas, como lo hacen sus polimeros.

La determinacién de catequinas se basa en la utilizacién de un método colorimétrico
rapido utilizando p-dimetilamino cinamaldehido (DMCA) en condiciones de fuerte aci-
dez (McMurrough y McDowell, 1978). Este método fue comparado con otros alternati-
vos en el trabajo de Zironi et al. (1992). Los resultados obtenidos con este método con
respecto al de sulphuric vanillin, son muy similares; siendo las diferencias no significati-
vas, segun el trabajo citado anteriormente. La reacciéon no es especifica para las cate-
quinas, pues otros fenoles como 3-flavanoles oligdmeros y antocianos pueden interfe-
rir en la reaccién. Este método no puede ser considerado como especifico de
catequinas, sino tan sé6lo como un indice de control de su contenido. La reaccién obte-
nida con este reactivo es muy rapida, desarrollando una coloraciéon azulada la cual es
cuantificada con espectrofotémetro VIS, a 640 nm. El aparato debe ser calibrado con
una solucién patrén de (+)-catequina a distintas concentraciones.

Para realizar esta determinacién se utilizan los extractos de hollejos y semillas obteni-
dos en determinacién 2.12, usando como solvente acetona 70% v/v.

Materiales:
e Espectrofotometro de luz visible (Longitud de onda 640 nm)
e Cubetas de vidrio de 1 cm de paso 6ptico, para lectura en espectrofotémetro
e Extracto de hollejo (obtenido en determinacién 2.12)
e Extracto de semillas (obtenido en determinaciéon 2.12)
e Microtubos plasticos con tapa de 2 mL (tipo eppendorf)
e Tubos plasticos con tapa de 5 mL
e Micropipeta automatica de 100 a 1000 pL
e Micropipeta automatica de 1000 a 5000 pL
e Reactivos:
a) DMCA o p-dimetilamino cinamaldehido
b) Metanol absoluto p.a.
d) CIH concentrado (37% 6 12N)
Método:
Blanco:

En un tubo se agrega 600 pL de metanol, con 3 mL de solucion de DMCA, tapar y ho-
mogeneizar. Dejar transcurrir 10 minutos luego de la adicién del DMCA, leer en espec-
trofotébmetro para asignarle el cero para este método.
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Para hollejos:

Diluir 1:10 el extracto de hollejo'® en el cual se utilizé como solvente una solucién de
acetona 70% v/v. Para realizar esta diluciéon se debe medir en una micropipeta 100 pL
del extracto de hollejo y 900 pL de metanol, colocarlos en un tubo plastico de 2 mL, ta-
par y agitar.

Posteriormente en un tubo plastico, se debe agregar 600 pL de este extracto de holle-
jo diluido con metanol, luego 3 mL de solucién de DMCA, tapar y homogeneizar. A par-
tir del momento de agregado de la solucién de DMCA, se deja reposar 10 minutos pa-
ra desarrollo del color de la reaccién. Colocar en cubeta de espectrofotémetro de 1 cm
de paso 6ptico, el contenido del tubo plastico. Realizar y registrar lectura de absorban-
cia de la muestra, en espectrofotémetro VIS a una longitud de onda de 640 nm, llevan-
do a cero el aparato con el blanco de reactivo.

Para semillas:

Diluir 1:50 el extracto de semilla con metanol absoluto p.a.. Esta dilucion se realiza en
un tubo plastico con tapa de 2 mL, agregando con micropipeta automatica 20 pL de ex-
tracto y 980 uL de metanol. Tapar y agitar.

En tubo plastico de 5 mL, se agrega 600 pL de este extracto de semilla diluido con me-
tanol, luego 3 mL de solucion de DMCA. A partir de este momento se procede igual que
en hollejos.

Calculo de resultados:

Ademas de los valores de absorbancia, se necesitan los valores obtenidos en las deter-
minaciones 2.4y 2.12, tales como peso medio baya, peso medio hollejo baya, peso me-
dio semilla baya'y peso de muestra (mg) usada en la extraccion.

La concentracion de catequinas, se calcula en mg L' de la solucién evaluada en cubeta
(extracto + metanol), a partir de una curva de calibracién. La misma se obtiene regis-
trando las distintas DO a 640 nm producidas por concentraciones crecientes de (+)-ca-
tequina en una solucién de etanol 10% (Zironi, 1992).

Obtencion de curva calibracion:

Se preparan soluciones estandares de (+)-catequinas con concentraciones semejantes a
la de la solucién que se evaluara tales como: 1, 5, 10, 15, 20, 25y 30 mg L'; en etanol
10% (v/v).

En tubo plastico de 5 mL, se agrega 600 pL de cada concentracion del estandar, luego 3 mL
de solucion de DMCA. A partir de este momento se procede igual que en hollejos y semillas.

' En el caso de hollejos de uvas obtenidas previo al envero, se trabaja con dilucién 1:20, debido a los altos contenidos
de catequina en esta etapa.
69



HERNAN F. VILA / SiLvia C. PALADINO / JORGE F. B. NAZRALA / CLAUDIA C. LUCERO

La lectura en cada concentracion de (+)-catequinas debe ser registrada como figura en
tabla 2.21 y graficada (figura 2.19) para la obtencién de la curva de calibracién en el
rango de las concentraciones a cuantificar.

Tabla 2.21: Ejemplo de lecturas de DOy, a distintas concentraciones de catequinas para
obtencién de una curva de calibracién

Concentracién (+)-catequina Leciui ol B

mg L-!
1 0,11
5 0,27
10 0,46
15 0,66
20 0,85
25 1,04

140+
1204 y= 00308 +0.074
100+
0801
0.80 1
0.40 1
0201
00

DOsao

0 5 10 15 20 22 s M
Ealecuinesmg LY
Figura 2.19: Curva calibracién con soluciones de (+)- catequinas

Si la ecuacion es DO, = a + b x catequinas mg L'; o sea: DO ¢,,= 0,074 + 0,0388 x catequina

a: 0,074
b: 0,0388

Entonces: Catequinas mg L'= (DO ,,—a) /b

Nota: El coeficiente de determinacién del modelo lineal (R?) debe dar mayor a 0.98; si
no repetir la calibracién.

Teniendo en cuenta las diluciones, podemos determinar los valores de catequinas en
hollejo y semilla en mg kg uva' o en mg baya'; mediante las siguientes férmulas:

Cat. hollejo (mg kg uva') = Cat mg L' x D x (V/ Mh) x (PHoll x 1000 / PBaya

J . -7

v '

¢ Relacion hollejo/uva (g kg uva)

Inversa relacion extraccion hollejo (REH)
Cat. hollejo (mg baya') = Cat. hollejo (mg kg uva') x (PBaya / 1000)
\—ﬂ/_J

Inversa relacion bayas kg uva
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Cat: Catequinas mg L' en solucién evaluada (hollejos)

D: Dilucién previa a la determinacion, se debe colocar 10

V: Volumen usado de extractante acetona 70% en polvo de hollejos; 1,5 mL, de acuer-
do al apartado 2.12

Mh: Peso de hollejos usados en extraccién con acetona 70% en mg, de acuerdo al apar-
tado 2.12

PHoll: Peso medio hollejo por baya (g) de acuerdo al apartado 2.4

PBaya: Peso medio baya (g) de acuerdo al apartado 2.4

~"

Cat. semilla (mg kg uva-’) = Cat mg L-" x D x (V / Ms) x &PS X 1000 / PBayaJ)

+ Relacion semilla/uva (g kg-' uva)
Inversa relaciéon extraccion semilla (RES)

Cat. semilla (mg baya-1)= Cat. semilla (mg kg uva') x (PBaya / 1000)
- Y
Inversa relaciéon bayas kg uva’

7

Cat: Catequinas mg L' en solucién evaluada (semillas)

D: Dilucién previa a la determinacioén, se debe colocar 50

V: Volumen usado de extractante acetona 70% en semillas molidas; 1,5 mL, de acuerdo
al apartado 2.12

Ms: mg de semillas usados en extracciéon con acetona 70%, de acuerdo al apartado 2.12
PS: Peso medio semilla por baya (g), de acuerdo al apartado 2.4

PBaya: Peso medio baya (g), de acuerdo al apartado 2.4

En las tablas 2.22 y 2.23 se presentan los valores medios y los intervalos de confianza de
contenidos de catequinas en hollejos de muestras de uva de distintas variedades reco-
lectadas a cosecha (Laboratorio de Viticultura del INTA Mendoza).

Tabla 2.22: Valores promedios de catequinas en mg kg uva!, obtenidos al momento de
cosecha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de Catequinas 6 flavan-3-oles
determinaciones mg kg uva-!
media Intervalo confianza 95%*
Bonarda 27 355 328 381
Cabernet Sauvignon 75 408 388 429
Malbec 402 559 546 572
Merlot 48 402 288 517
Syrah 246 345 335 355

*El intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la media en la
poblacién para el nivel de confianza indicado.
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Tabla 2.23: Valores promedios de catequinas en mg baya-!, obtenidos al momento de
cosecha del ciclo 2005-06 y 2006-07, en distintas variedades

Variedad Cantidad de Catequinas 6 flavan-3-oles
determinaciones mg baya'
media Intervalo confianza 95%*
Bonarda 27 0,90 0,83 0,97
Cabernet Sauvignon 75 0,59 0,47 0,53
Malbec 402 0,90 0,88 0,93
Merlot 48 0,3 0,38 0,67
Syrah 246 0,52 0,50 0,53

*E| intervalo de confianza indica el rango de valores que puede tomar la media en la
poblacién para el nivel de confianza indicado.

Preparacion de soluciones:

Preparacion de solucion de DMCA (dimetilamino cinamaldehido)

Pesar 0,1 g de DMCA en balanza de precisién. Trasvasar esta droga pesada a un matraz
de 100 mL en forma cuantitativa. Agregar 10 mL de CIH concentrado (12 N o al 37%).
Llevar a volumen y enrasar con metanol absoluto p.a. Para preparar otros volUmenes,

usar valores de tabla 2.24.

Tabla 2.24: Cantidades a agregar para preparacion de solucién de DMCA

Volumen a preparar DMCA Volumen CIH 37%
(mL) (9) (mL)
25 0,025 2,5
50 0,05 5,0
250 0,25 25,0

Advertencia: Esta solucién puede ser conservada por una semana en heladera y tapan-
do frasco con film aluminio para evitar su foto-oxidacion. De todas maneras conviene
preparar la solucién cada vez que se realicen determinaciones.

Precauciones en la manipulacion:

Acido clorhidrico (CIH): debe trabajarse bajo campana debido a su alta tension de va-
por y evitar contacto con la piel (guantes latex) ya que es sumamente corrosivo.

Dimetilamino cinamaldehido (DMCA): es irritante para piel y ojos. Durante toda la téc-
nica se debe trabajar con guantes de latex y evitar el contacto con los ojos.

Metanol: es téxico tanto su inhalacion como su ingestién y inflamable. Debe trabajarse
bajo campana, con guantes y barbijo.
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2.15. POLIFENOLES TOTALES EN SEMILLAS

La técnica se basa en la actividad 6ptica especifica del anillo fendlico en el sector ultra-
violeta del espectro (Ribéreau-Gayon et al., 2002). Los polifenoles totales se estiman co-
mo indice de polifenoles totales (IPT) a través de la mediciéon espectrofotométrica a una
longitud de onda de 280 nm en extractos de semillas.

Materiales:

e Extracto de semillas (obtenido en capitulo 2.12)

e Espectrofotdmetro que opere en luz UV, las lecturas se realizaran a 280 nm de lon-
gitud de onda.

e Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico

e Micropipeta automatica de 100 a 1000 pL

e Matraz 5 mL (puede ser remplazado con el uso de micropipeta)

Método:

Blanco:
Lectura con agua destilada en cubeta del espectrofotémetro de 1 cm de paso éptico.

Para semilla:
Realizar una diluciéon 1:100 del extracto de semilla, con agua destilada, usando un ma-
traz aforado de 5 mL. Para lo cual se miden con micropipeta automatica 50 yL de ex-
tracto de semilla, se vuelcan en un matraz de 5 mL y se enrasa con agua destilada.
Prender el espectrofotometro UV-VIS a 280 nm, 30 minutos antes de la lectura para es-
tabilizar la ldmpara de deuterio'. Leer en espectrofotémetro colocando la muestra di-
luida en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, llevando el aparato a cero con el
blanco.
Calculo de resultado:
IPT extracto= (DO, - 4) x 100

IPT semilla= IPT extracto x (26 / Ms)
Ms: Peso de semillas usados en realizacion del extracto con acetona+metanol en mg, de
acuerdo a apartado 2.12.
26: Es un peso promedio de semillas en mg en este tipo de analisis.

IPT semilla referido a kg de uva= IPT semilla x (F/ 30)

F: Relaciéon semilla/uva (g kg uva), calculado de acuerdo al apartado 2.4.
30: valor promedio de la relacién semilla/uva en este tipo de andlisis (g kg uva).

" Las [dmparas de Xenon para medicién a 280 nm en general no necesitan ser precalentadas antes de la lectura.
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2.16. DEGUSTACION DE BAYAS PARA MONITOREAR MADURACION

La madurez de la uva, puede considerarse desde distintos puntos de vista. La madurez
tecnolégica o madurez de la pulpa corresponde al estado en el cual la acumulacién de
azucares en la pulpa es la adecuada a determinado tipo de vino. También puede hablar-
se de la madurez fendlica. Esta es alcanzada cuando las paredes celulares estan suficien-
temente degradadas para permitir una buena extraccion de los mismos, el potencial an-
tocianas es maximo y la contribucién de los taninos de las semillas a la concentracién
total de taninos es baja, ya que su epidermis esta lignificada. Tanta importancia ha ad-
quirido el concepto de madurez fenélica, que la semilla ha pasado a ser un factor prin-
cipal en el control de la madurez de la uva. La busqueda de semillas maduras sin resto
alguno de otro color que no sea el marrén oscuro, es muchas veces el objetivo a lograr.
En muchos casos esta busqueda lleva a cosechas con muy altas concentraciones de azu-
car y con riesgos de alteraciones microbiolégicas.

La calidad de un vino esta determinada en parte por la calidad de la uva vinificada. Por
lo tanto, llevar un seguimiento de la composicién de las bayas durante la maduraciény
tomar una correcta decision del momento de cosecha es fundamental para obtener la
composicién deseada. Esto es valido no sélo para el azucar, la acidez y el pH, sino que
también para los polifenoles, compuestos determinantes de color y astringencia en tin-
tos y también para los aromas, igualmente importantes en blancos y tintos.

Si bien existe una tendencia a cosechar uvas sobremaduras, en busca de madurez de ta-
ninos, concentracion y aromas de frutas madura y mermelada, en muchas zonas, las
condiciones climaticas del otofio, en particular las lluvias, marcan el limite posible a
alcanzar.

Los esfuerzos deben dirigirse en la busqueda del equilibrio. Debe buscarse una madu-
rez conducente a vinos mas naturales, que no requieran los altos niveles de correccién
de la materia prima necesarios con una madurez pobre o exagerada.

Sin embargo, a pesar de su gran utilidad, los analisis quimicos y fisico-quimicos permi-
ten s6lo una vision parcial de la madurez. Al igual que en los vinos, el andlisis sensorial
descriptivo y cuantificado constituye una herramienta Gtil de caracterizacion, con la
condicién de utilizarlo siempre en condiciones adecuadas y con descriptores precisos y
bien definidos. El analisis sensorial se convierte en una herramienta, que complementa
(no reemplaza) a los andlisis quimicos.

A partir de la experiencia adquirida en los vinos, el I.C.V. (Instituto Cooperativo del Vi-
no) de Francia, elaboré un método estandar para el analisis sensorial de la uva segun
las reglas de medicién sensorial (norma ISO 11035)

El siguiente protocolo se apoya en la metodologia del I.C.V., con algunas modificacio-
nes basadas en la experiencia de enélogos argentinos.

El fundamento del método es la segmentacién del analisis segun los tres principales
componentes de la baya: la pulpa, la piel y las semillas como se muestra en la figura
2.20. Utilizando una lista de descriptores, los degustadores pueden hacer una evalua-
cion sensorial de la calidad enolégica potencial de la uva.

74

IMIANUAL DE TECNICAS ANALITICAS PARA LA EVALUACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y OTROS COMPONENTES DE LA UVA

PULPA
(madurez tecnoldgica) _RODETE Y_PINCEL .
Acumulacion de azUcares Agostamiento. Aptitud creciente al

desgrane. Disminuye el tamaino y
aumenta la coloracion del pincel

Disminucion de acidez (malica sobre todo)
Acumulacion de potasio, solubilizacién de
polisacaridos, tenor de nitrogeno débil al
centro
HOLLEJO
Acumulacién de aromas y antocianos.
Disminuye astringencia y sequedad de
los taninos. Hidrdlisis de paredes
celulares, aumenta extractabilidad

ZONAS DE MADUREZ RETARDADA
menos azucar, mas acidez, mas adherencia

SEMILLA
Coloracion marrén y/o amarillenta. Aromas
tostados, disminucion de la astringencia

Figura 2.20: Partes de la baya. Principales componentes, su evolucion

Método:

Lo primero es un correcto muestreo de bayas a campo y su posterior. La madurez de la
uva estd caracterizada por su asincronia. En la misma hilera, los racimos de la cabecera,
los del centro y los de los pies no maduran a la misma velocidad. Lo mismo ocurre con
los racimos del lado del Este o del Oeste. Mas aun los granos del hombro, del medio o
del extremo distal del racimo, tampoco maduran simultdneamente. Por lo tanto la
muestra debe representar a todas esas situaciones. Primero debe recorrerse el vifiedo y
determinar los sectores de los que se extraerd la muestra. Se sacaran tantas muestras
como situaciones diferentes se encuentren. Cada muestra esta constituida por 200 ba-
yas. Los granos se cortan con su pedicelo. En las variedades donde resulte dificil sacar
los granos enteros por ser sus racimos muy apretados, se cortan gajos. Los granos o los
gajos, se colocan en bolsas plasticas bien identificadas y con su identificacion y cerradas
se colocan en una heladerita de camping. Si las muestras se analizan en un plazo de 2
6 3 horas no hace falta colocar hielo. Llegadas al laboratorio, las muestras se separan
en platos o bandejas plasticas bien identificadas. El analisis sensorial se realiza en lotes
de tres bayas, probadas simultaneamente separando el analisis: examen visual y tactil
de las bayas (A), analisis gustativo de la pulpa y de la piel (B), examen visual y analisis
gustativo de las semillas (C y D).

Cada uno de los descriptores es evaluado utilizando una escala de 1 a 4 puntos corres-
pondientes a una gradacién de madurez creciente en la mayoria de los descriptores.

A. Examen visual y tactil de las bayas

Antes de separar las bayas de su pedicelo, prensar ligeramente los granos ejerciendo la
misma presion cada vez y evaluar la facilidad de aplastamiento (descriptor 1). Después
separar la baya del pedicelo evaluando la facilidad de desgranado (descriptor 2). Final-
mente, examinar la pelicula, sobretodo en el punto de insercién del pedicelo, y evaluar
su color (descriptor 3).
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Descriptor 1- Facilidad de aplastamiento de la baya:

Aumenta con la madurez del grano. Puntuar con ayuda de la escala siguiente, la sensa-
cion percibida cuando se prensa el grano entre los dedos.

O 1: la baya dura s6lo rompe bajo fuerte presion.
O 2: la baya se deforma ligeramente entre los dedos, muy elastica, retoma su forma

inicial.

O 3: la baya se deforma facilmente, ligeramente plastica, tarda en retomar su forma
inicial.

O 4: baya blanda, se aplasta con una ligera presién y casi no recupera su forma origi-
nal.

Descriptor 2: Facilidad de desgranado

Aumenta con la madurez. Se debe evaluar la facilidad con la que la baya se separa del
pedicelo con la escala siguiente:

O 1: baya fuertemente adherida, el pedicelo se separa con gran dificultad desgarran-
do la pelicula.

O 2: baya adherida, el pedicelo se separa con dificultad y queda adherida a él gran
parte de la pulpa.

O 3:la baya se despega con facilidad, al pedicelo queda adherido a un poco de pulpa
sin color.

O 4: la baya se separa muy facilmente, s6lo queda adherida al pincel del pedicelo un
poquito de pulpa; pincel rojo en las variedades tintas.

Descriptor 3: Color de los granos
Aumenta con la madurez de la baya. Se debe evaluar el color de la pelicula con ayuda
de la tabla 2.25. En caso de heterogeneidad, evaluar el color mas bajo percibido, obser-

vando particularmente la zona de inserciéon del pedicelo.

Tabla 2.25: Apreciacion del color de los granos

PUNTOS UVA TINTA UVA BLANCA
1 Negro azulado débil (con sectores verdes) | Verde o Amarillo pajizo
2 Negro azulado débil pero uniforme Verde amarillento
3 Negro azulado Amarillo leve
4 Negro azulado oscuro Amarillo

B. Degustacion de la pulpa

Introducir la uva en la boca (unos 3 granos); extraer la pulpa de cada una de las tres ba-
yas prensando sucesivamente cada baya entre la lengua y el paladar; conservar en la
boca las tres pulpas; escupir las pieles y las semillas y descartarlas; extraer el mosto
aplastando completamente la pulpa entre la lengua y el paladar. Con la mezcla de mos-
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to de las tres bayas, notar la sensacién dulce, acida, el tipo y la intensidad de los aro-
mas (descriptor 5y 6).

Durante las operaciones de separacién de la pulpa y de la pelicula evaluar la eventual
presencia de pulpa adherente. Finalmente, en el masticado posterior de la piel, evaluar
una eventual liberacién de mosto. Estos tres parametros permiten evaluar la adheren-
cia de la pulpa (descriptor 4).

Descriptor 4: Adherencia de la pulpa

Disminuye con la maduracién de la uva. En este caso se debe evaluar la sensacion per-
cibida en los diferentes estadios del analisis sensorial descrito en la escala siguiente:

O 1: pulpa fuertemente adherida a la piel y a las semillas.

O 2: fina capa de pulpa adherida notable en observacién o haciendo resbalar la piel
entre los dedos o entre los dientes.

O 3: fina capa de pulpa poco visible, pero liberacién de mosto cuando se mastican las

peliculas.
O 4: no hay capa de pulpa visible, y no hay liberacion de mosto al masticar las pieles.

Descriptor 5: Azucar en la pulpa:

Aumenta con la madurez. Notar la sensacién percibida, tras la separacion de la piel, en
la mezcla del mosto de los tres granos.

O 1: pulpa poco dulce (acidez dominante); pulpa muy dulce (sin acidez)
O 2: pulpa medianamente dulce (bastante acida)

O 3: pulpa dulce (acidez destacada)

O 4: pulpa muy dulce (acidez presente)

Descriptor 6: Aromas de la pulpa

Aumentan con la madurez de la baya. Notar los aromas dominantes que se desprenden
en la degustacién del mosto de las tres bayas segun la siguiente escala:

O 1: de uvas verdes (herbaceos); de uvas sobremaduras (pasas, compota), defectuosos
(mufa, tierra)

O 2: neutro

O 3: frutado

O 4: frutado, confitura o mermelada

C. Degustacion de la pelicula

Con los dedos indice y pulgar apretar, una a la vez, tres bayas de modo de sacar la pul-
pay semilla y quedarse sélo con la piel. Meterse en la boca las tres peliculas conservan-
do las semillas de estas bayas junto con las otras de la degustacién de la pulpa. Masti-
car de 10 a 15 veces. Mientras se va masticando, evaluar la facilidad de dilaceracion de
las pieles (descriptor 7). Después pasar la masa asi obtenida por el paladar, y luego por
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el resto de la boca y por las encias y las mucosas labiales. Después de escupir, pasar la
lengua por el paladar de atras hacia adelante dos veces notando la intensidad tanica
(descriptor 8); después, evaluar la acidez de la pulpa adherida a la pelicula. Tratar de
resbalar la lengua por las encias y notar la astringencia de la pelicula. Por Ultimo notar
el tipo de aromas de la pelicula y su intensidad (descriptor 9).

Descriptor 7: Facilidad de dilaceracion de las pieles

Aumenta con la madurez. Se evalua la dificultad de dilacerar la pelicula, masticando en-
tre los molares, examinando la textura de la masa obtenida con la ayuda de la siguien-
te escala:

O 1: pelicula dura, después de masticar presencia de fragmentos groseros o muy blan-
da (casi se deshace sin necesidad de masticarla)

O 2: pelicula dura, presencia de fragmentos finos después de masticar.

O 3: la pelicula se dilacera facilmente, formacién de una pasta casi homogénea.

O 4: pelicula se dilacera con mucha facilidad, rapida formacién de una pasta muy ho-
mogénea.

Descriptor 8: Intensidad tdnica de la pelicula. Astringencia:

Se evalua el paso mas o menos dificultoso de la lengua dos veces por el paladar (impre-
sion de rugosidad) después de haber pasado la pasta por el paladar.

O 1:la lengua resbala sin esfuerzo por el paladar

O 2:lalengua se desliza con algo de dificultad por sectores del paladar
O 3:lalengua resbala con dificultad por todo el paladar

O 4: la lengua resbala con gran dificultad.

Muchas veces, este parametro depende mas de la variedad que de la madurez, y no pro-
gresa de manera regular a lo largo de la maduracién.

Descriptor 9: Tipo de aromas de la pelicula

Evoluciona durante la maduracion de las bayas. Notar los aromas dominantes que se
desprenden en la degustacién de las peliculas de los 3 granos segun la escala siguiente:

O 1 punto: de uvas verdes (herbaceos); de uvas sobremaduras (pasas, compota); defec-
tuosos (mufa, tierra)

O 2 puntos: neutro

O 3 puntos: frutado

O 4 puntos: frutado y confitura o mermelada

D. Examen de las semillas

Se examina normalmente el color y si quedan trazos verdes (descriptor 10). No debe mor-
derse la semilla por que su fuerte astringencia podria saturar las células sensoriales de las
mucosas y privar al degustador de sus aptitudes para degustar durante varios minutos.
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Descriptor 10: Color de las semillas

Aumenta con la maduracion. Puntuar el color externo de la mayoria de las semillas con
ayuda de la siguiente escala:

O 1: blanco o amarillo verdoso

O 2: marrén — verde (en partes iguales)

O 3: marrén con algunas vetas o lineas verdes

O 4: marrén mas o menos oscuro pero homogéneo

Interpretacion de los resultados:

Todos los descriptores comentados arriba podrian sintetizarse en una tabla de interpre-
tacion (Tabla 2.16). Esta reagrupa los descriptores en cuatro clases. Cada clase corres-
ponde a una fase superior de la madurez, en el aspecto sensorial: madurez tecnolégica
de la pulpa; madurez aromatica de la pulpa; madurez aromatica de la pelicula, madu-

rez tanica de la uva.

Tabla 2.16: Interpretacién de la evaluacion de descriptores

MADUREZ DE LAS BAYAS

: 1
Puntaje 1 2 3 4 (Anomalias)
Pulpa poco Pulpa mediana- |Pulpa dulce, |[Pulpa con azu- |Pulpa poco
dulce, 4cida, |mente dulce, li- |acidez presen- |car dominante |dulce y poco
Madurez |adherida ala |geramente 4ci- [te, muy poca |y acidez presen-|acida
tecnolégica |piel y a las se- |da; algo de pulpa adheridafte, sin pulpa
millas pulpa adherida a|a la piel y se- |adherida a la
la piel y semillas |millas piel y semillas
Madurez |Herbaceo Neutro Poco o media- |Frutado in- Moho, terro-
aromatica de namente fruta-|{tenso, confi- |so, fenoles
la pulpa do turas
Piel dura, con |[Bastante dura, |Piel blanda, |Piel que se des- |Moho, terro-
M notas herba- |con notas her- |con notas fru- |hace en la mas- [so, fenoles,
adurez . . D - Ol
aromatica de |€€25 béaceas leves o |tadasy final  |ticacion, notas |piel fragil y
la piel neutra herbaceo frutadas inten- |verde
sas y de confi-
turas
Reflejos verdes [Reflejos verdes |Color uniforme|Color uniforme, |Piel dura,
en las blancas |en las blancas |de la variedad, [fuerte extrac- |herbacea,
y rosados en |y rosados en  |fuerte extrac- |cion en la saliva |pulpa acida
las tintas, piel [las tintas, en la|cién de color |o al estrujar Iel
acida y secan- |insercién del |en las tintas, rano entre los
mzdtgﬁ;g: te, sin intensi- |pedicelo. Piel |piel bastante gedos, la piel se
dad tanica. Ta- |medianamente |blanda, tani- |deshace facil-
ninos vulgares, |acida y secan- |nos delicados, |mente, no hay
semillas verdes [te. Taninos semillas marro-|sequedad, tani-
o amarillo ver- |bastante vul- |nes, sin restos |nos suaves. Se-
dosas gares, semillas |verdes, notas |millas marréon
marrones - ver-|tostadas, se-  |oscuras, notas
dosas quedad baja |tostadasy de
torrefaccion, sin
sequedad.
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Ejemplos de interpretacion:

Las uvas que llegan al nivel de madurez completa en cada clase, pueden ser considera-
das como completamente maduras y pueden ser destinadas a elaborar vinos de alta ga-
ma y si se deseara con maceraciones largas en caso de tintos, aptos para la guarda si ese
fuera el objetivo y se dieran otras condiciones estrictamente enoldgicas.

Las que consiguen una buena maduracion tecnolégica, pero falta madurar del todo los
aromas y los taninos son aptas para producir vinos sin defectos, de gama media, siem-
pre que la elaboracién sea la adecuada, (por ejemplo en el caso de los tintos de consu-
mo rapido, con maceraciones cortas).

Las uvas que no hayan llegado a la madurez tecnolégica pueden eventualmente vinifi-
carse y luego formar parte de cortes.

A continuacién se presentan 3 ejemplos de evaluacién:

Puntos
Ejemplo 1 I U — Decision
12 3 4
Madurez tecnoldgica X Uvas completamente maduras, aptas
Madurez aromatica de la pulpa X para producir un vino de gama alta.
Madurez aromatica de la piel X Siempre que el estado sanitario sea
Madurez de los taninos X excelente
Puntos
Ejemplo 2 - Decision
12 3 4
Madurez tecnoldgica X Uvas con buen equilibrio azucar/aci-
Madurez aromatica de la pulpa X do, pero no con madurez aromatica
Madurez aromatica de la piel X o pelicular. Apto para dar un vino
Madurez de los taninos X bien posicionado de gama media, si
la vinificacién es la apropiada (ma-
ceracion corta por ejemplo)
Puntos
Ejemplo 3 - - Decision
jemp 123 4
Madurez tecnoldgica X Uva que no llega a madurez.
Madurez aromatica de la pulpa X Puede servir para elaborar vinos con
Madurez aromatica de la piel X poca estructura
Madurez de los taninos X
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Conclusion del método:

El analisis sensorial de los granos de uva ofrece una herramienta interesante para to-
mar decisiones. Este método de evaluacién se adquiere facilmente con entrenamiento
y permite:

e Ser utilizado como complemento de los controles de madurez (tenor azucarino, pH),
para caracterizar mejor el nivel de madurez, sobre todo cuando la acumulacién de
azucares se hace mas lenta. Durante esta fase final de maduracién el potencial aro-
matico y el fendlico evolucionan rapidamente y la degustacion de la uva es un mé-
todo répido.

e Caracterizar mejor el potencial cualitativo de la vendimia y realizar una primera eva-
luacion del nivel cualitativo de los vinos a obtener.

Antes de la cosecha, el en6logo debe definir el vino a elaborar y no dejar de observar
el estado del vinedo, su homogeneidad, su estado sanitario, hidrico, la presencia de ma-
lezas, el aspecto general, su nivel productivo y el equilibrio vegetativo-productivo. Se-
ré necesario elaborar fichas de identificacion de cada vifledo y a partir de ahi organizar
un programa de evaluacion objetiva de la calidad potencial de cada vifiedo.
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ABREVIATURAS O SIMBOLOS UTILIZADOS

Unidades:

e ppm: parte por millén equivalente a miligramos por litro o miligramos por kilogra-

Elementos minerales que aparecen en las férmulas de sustancias quimicas:
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cm: centimetros

g: gramos

g L-: gramos por litro.

gotas s1: gotas por segundo.

kg: kilogramos

L: litros

M: solucién molar o un mol por litro.

mg: miligramos

mg L-1: miligramos por litro

mg kg: miligramos por kilogramo

m2 kg: metros cuadrados por kilogramo

mL: mililitros

mm: milimetros

m: metros

N: soluciéon normal o equivalentes por litro
nm: nanémetros (medida de longitud de onda)
N/50: solucién 1/50 normal o 1/50 equivalentes por litro
p.a.= droga para analisis

mo
qq: quintales métricos (100 kg)

HM: micrometros

HL: microlitros. Equivalencia : 1000 pL es igual a 1 mL.

Cl: cloro

Fe: hierro

H: hidrégeno
N: nitrogeno
O: oxigeno
S: azufre
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