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Introducción 

La historia del vino es tan antigua que no se ha establecido con precisión el origen de 

esta práctica ya que existen evidencias arqueológicas de más de siete mil años de 

antigüedad (1) su mención como bebida data desde las épocas más antiguas, gozando 

de nobleza y popularidad a través de los tiempos. La industria vinícola mexicana a pesar 

de ser la más antigua del continente americano, reinicia su desarrollo formal hasta fines 

del siglo pasado (2) y aunque en las últimas décadas ha mejorado notablemente (3,4) 

aún falta camino por recorrer en este esfuerzo de prosperar. 

La uva tinta debe su color a la presencia de antocianinas, que son los pigmentos 

naturales responsables de las tonalidades rojo, violeta y azul ampliamente distribuidos en 

frutos y pétalos de flores. La uva puede clasificarse dependiendo del uso para el que 

es destinado: uva de mesa, uva pasa, uva pare destilados, uva para jugo y uva para la 

elaboración del vino. Sin embargo, el único género permitido para vinificación es el Mis 

viniere (5,6) pudiendo verificar su autenticidad por el análisis de antocianines en vino 

tinto (5) ya que se tiene una composición especifica, por lo que dicha determinación 

puede servir como parámeto de control en el mercado vitivinícola. 

En México no existe reglamentación al respecto por lo que en este proyecto se pretende 

desarrollar una metodología analítica que permita el análisis de antocisninas en vino 

tinto, como un primer acercamiento al establecimiento de dicha regulación. 

Para lograr este objetivo, se planteó el trabajo experimental de la siguiente manera. 

Primero, purificación de antocianines por Extracción en Fase Sólida con el fin de obtener 

estándares. Secundo, obtención de un perfil cromatográfico de antscianinas utilizando 

cromatografie de gimes capilar y/o cromatografla de líquidos de alta eficiencia y Tercero, 

aplicación de la metodología desarrollada en vinos tintos. 

El estudio se complementó con le determinación espectrofotométrica de antocianlnas en 

vino tinto con el fin de relacionar su concentración con la edad del mismo que puede 

también hablar de las condiciones de almacenamiento de cada muestra, Además se 

predicó la prueba de Arate (que sirve pare detectar la adición de colorante artificial) a 

algunas muestras que presentaron un perfil cromatográfico fuera del esperado. 
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1. Antecedentes 

1.1 Descripción 

Las antocianinas, del griego Anthos: flor y Kyanos: azul, es la terminología usada 

originalmente para describir al pigmento azul de la flor del maíz (7). 

Corresponden a la clase más extendida de compuestos fenólicos llamados 

colectivamente flavonoides. 

Una de las funciones más importantes de las antocianinas en el área de 

percepción visible es la atracción de animales (principalmente insectos y aves) 

con propósitos de polinización y dispersión de semillas por lo tanto tienen un valor 

considerable en la co-evolución de las interacciones planta-animal (8). 

Los flavoniodes tienen efectos importantes en la fisiología y bioquímica de las 

plantas, actuando como antioxidantes y en la inhibición de enzimas. Se ha 

reconocido extensamente su actividad antiviral, antialérgica, antiinflamatoria, y 

anticancerigena (9). 

Hasta ahora no se ha reportado un proceso biotecnológico exitoso usando 

cultivos celulares de plantas para la producción de las antocianinas deseadas. De 

cualquier forma, el uso de las antocianinas no se ha extendido a la industria 

alimentaria debido a su inestabilidad por factores fisicoi y químicos (luz, pH y 

oxigeno) y a su dificultad de purificación que se traduce en muy escasa 

disponibilidad comercial (7). 

La estructura química de las antocianinas (Figura 1, Tabla 1) es el derivado 

glucosilado polihidroxilado del 2-fenil benzopirano (11) unido al carbohidrato por 

medio de un enlace 0-glucosidico. Las antocianidinas a las cuales se les llama 

también agluconas son las antocianinas sin glucósidos (10). Los diferentes 

colores de las antocianinas son debidos a la sustitución en cada molécula de 

antocianina, es decir a los grupos hidroxilo, metilo y glucósido. La glucosilación 

puede ocurrir en las posiciones 3, 5 y 7 (Figura 1) (12). 
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Generalmente se encuentran cinco antocianinas en uvas tintas: malvidin-, 

delfinidin-, peonidin-, cianidin- y petunidin-3-d-glucósido. El azúcar comúnmente 

en estos flavonoides es la glucosa (11). Aunque se han encontrado D-glucosa, 

D-galactosa, D-arablnosa y D-xilosa. 

7 

6 

Figura 1. Estructura general de antocianinas 

Tabla 1. Sustituventes de las antocianinas comunes en uva. 
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Además de pétalos y frutos las antocianinas pueden estar en otros órganos de la 

planta como ralees y hojas, así como acumuladas en las vacuolas o células 

epidérmicas (11). 

Las antocianinas se encuentran generalmente en solución dentro de las vacuolas, 

aunque algunas veces se pueden localizar en vesículas esféricas llamadas 

"antocianoplastos", en donde pueden ocurrir modificaciones en la estructura 

básica de las antocianinas. Los antocianoplastos se detectan usualmente en las 

vacuolas, aunque pueden aparecer también como vesículas membranosas en el 

citoplasma. La presencia o ausencia de antocianoplastos puede dar información 

adicional en los estudios taxonómicos (11). 



'u, 

al 

IM + OH. 

04 lucásido 
0411•03sido 

1.2 Propiedades 

Algunas propiedades químicas o fisicoquímicas de las antocianinas modifican su 

estructura y en consecuencia su coloración, por lo que es importante conocerlas 

para una mejor interpretación del color de los vinos tintos. 

Las antocianinas son solubles en agua y tienen características químicas de 

glucósidos (7), Bajo condiciones ácidas (pH de 3 a 4) se tiene un equilibrio 

reversible de la forma del ion oxonio que es de color rojo con la pseudo base que 

es incolora, la posición del equilibrio depende del pH (Figura 2). Cuando el pH 

incrementa, la absorción ultravioleta 01.478 nm) de los compuestos aromáticos no 

se ve afectado; pero la absorción causada por el heterociclo central (X=510 nm), 

varia mucho (5). En medio neutro o alcalino es una forma azul o verde, según el 

pH. 

al 

ion (nimio 
	

psoudobese 

Figura 2. Equilibrio de antocianinas dependiente del pH 

Los iones bisulfito, HSO3' se condensan con las antocianinas y esta reacción 

reversible disminuye el color por la formación de un compuesto incoloro (Figura 

3). El efecto es menos evidente en medios fuertemente ácidos porque los iones 

bisulfito no son numerosos, pues se encuentran como ácido no disociado. Esta 

propiedad explica la decoloración de vinos rojos enseguida del tratamiento con 

bisulfito; pero como es reversible, el color reaparece gradualmente al estar libre 

de bisulfdos. 
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Figura 3. Reacción de las antocianinas con los iones biautfito 

Las antocianinas son también decoloradas por reducción, y la reacción de nuevo 

es reversible (Figura 4). El mecanismo de esta reacción no se ha explicado, pero 

se supone que ocurre por medio de la estructura de la llavona. Esta reacción 

explica el brillo de algunos vinos frescos de los tanques de fementación que 

tienen un proceso fuertemente reductor (5). 
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Figura 4. Reacción de reducción de las antocianinas 

Las antocianinas con dos OH en posición orto en el anillo aromático forman un 

complejo con los metales pesados (hierro y aluminio) que da como resultado un 

complejo insoluble de color azul. La adición de hierro a vinos tintos ricos en 

antocianinas, aumenta su color produciendo brillantez (5). 

Además del catión flavillum, considerada la estructura primaria, las antocianinas 

se encuentran en solución ácida en su estructura secundaria, que es una mezcla 

de la base quinoidal, la pseudobase carbinol y la pseudobase chalcona (anexo 2). 

En adición, los mecanismos posibles de estabilización conducen a la estructura 

terciaria, asociándose entre ellas mismas, (copigmentación) y la formación de 
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complejos con metales. La copigmentación es probablemente el mecanismo más 

eficiente do protección, evitando el ataque nucleofilico de las estructuras 

quinoidales presentes en agua en medios ligeramente ácidos de muchas vacuolas 

(11). 

1.3 Distribución s Importancia 

Las antocianinas son el grupo más importante de pigmento' vegetales solubles 

en agua visibles al ojo humano. Con pocas excepciones, como las betatainas, son 

los colorantes universales de plantas y responsables del color ciano de pétalos de 

flores y frutas (11). 

Los colores rojos probablemente más extendidos en alimentos son debidos a las 

antocianinas, por ejemplo en jugos de frutas, vinos, licores y mermeladas ya que 

las antocianinas han sido identificadas en plantas comestibles de tipo diverso 

como manzana, col morada, cereza, uva, fresa, arándalo y rábano entre otros (7). 

En uva tinta los pigmentos se encuentran concentrados en el hollejo y pueden o 

no estar presentes en la pulpa. La composición media de la uva se muestra en el 

anexo 2. 

De los datos publicados, se obtienen diferentes perfiles cromatográficos cuando 

se trabaja con fresas, cerezas, uvas, etc., por lo que el interés en examinar el 

problema de pureza de los productos alimenticios preparados de frutas rojas se 

puede resolver con estos perfiles o para ayudar a la determinación de 

adulteraciones en productos de esta naturaleza (13). Por lo que la importancia 

de la determinación de antocianinas puede tener efectos no sólo en el análisis del 

vino, sino también en la regulación de transacciones comerciales. 
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1.4 Presencia de Antoolaninas en Vino Tinto 

1.4.1 Definición de Vino 

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-V-12-1986) se define al ylno 

como "bebida resultante, exclusivamente, de la fermentación alcohólica completa 

o parcial de mostos de uva en contado o no de sus orujos" y vino tinto "el 

producto de la vinificación de los mostos de uvas tintas, con maceración más o 

menos prolongada de sus orujos, o de la vinificación de mostos de uvas cuyo Jugo 

es tinto" (14). 

Para obtener un vino de buena calidad ha de cuidarse su elaboración desde el 

principio y aunque todas las fases son importantes, no se hace buen vino de 

materia prima deficiente. Es fundamental para obtener un buen vino, proceder de 

un viñedo elegido y la variedad de uva pone el sello definitivo en el vino 

producido en cuanto a calidad del mismo y en cuanto a la posibilidad de 

desarrollo durante su conservación en madera y en botella (15). 

1.4.2 Caracterización de Antoclaninas 

Para la producción de vino de calidad simple o con titulo, sólo pueden utilizarse 

variedades recomendadas o autorizadas, pertenecientes a la especie Vitis vinlfera 

(5, 6, 16, 20). Los vinos tienen una calidad desigual en razón de su procedencia, 

de las cepas a partir de las cuales han sido elaborados, y de las prácticas 

culturales y tecnológicas que intervienen, por lo que el origen es así determinante 

de la calidad del vino, y de su valor (17). 

Uno de los problemas en la producción de vinos es su correcta caracterización e 

identificación, pues aunque se han empleado expertos en análisis sensorial como 

cuerpos reguladores esto no es garantía de un resultado correcto. En 

consecuencia, es muy clara la necesidad de establecer métodos de análisis 

confiables para la identificación y caracterización de vinos en la base de 
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parámetros fisicoqulmicos reproducibles con el propósito de establecer 

procedimientos de control de calidad estandarizados (18). 

La identificación de antocianinas con diglucósidos prueba el linaje híbrido de la 

uva del vino, pero su ausencia no es prueba que la uva o el vino es de Vitis 

vinifera (19). Los monoglucósidos están presentes en todas las especies del 

género Vitis, los diglucósidos están en cambio, característicamente ausentes en 

la V. vinifera. Mientras los diglucósidos aparecen en decenas o centenas de 

miligramos en las uvas diferentes de la vinifera, en los vinos derivados de estas 

últimas se admiten diglucósidos hasta 2 mg/I o poco más. En Europa la 

identificación de la presencia de malvidin diglucósido a niveles de 5 mg/l o más, 

se considera una prueba de adulteración del vino de V. vinifera con otras 

especies de Vais, ya que se ha comprobado que con sólo el 3% de vino híbrido 

se suele pasar de los 5 mg/I (20). 

He aqui una clave analítica para diferenciar los vinos tintos obtenidos de 

variedades de vinifera de los vinos tintos obtenidos de híbridos productores 

directos. Además también para identificar eventuales mezclas de vinos de 

diferentes procedencias (21). 

Los pigmentos de la uva o antocianinas están presentes únicamente en la uva 

tinta y las cantidades cambian dependiendo de la variedad. El intervalo reportado 

es de 0.042 - 5.933 g de pigmentos monoglucósido por kilogramo de fruta. Para 

vinos jóvenes el contenido es de 200-500 mg/I (20). 

Muchas uvas tintas tienen contenidos en antocianinas del orden de los 800 mg/I 

(Cabernet franc, Pinot noir), mientras los contenidos mínimos se acercan a los 

100 mg/l (Grenache) o 400 mg/I (Gamay) y los máximos que se producen en 

variedades de Vitis vinifera están sobre los 2,000 mg/I (Syrah), alrededor de 5,000 

mgll (Alicante Bouschet), o hasta los 10,000 mg/I en cualquier híbrido (21). 

Singleton reporta una concentración arriba de 500 mg/l y en vinos tintos viejos, 

aproximadamente 10 mg/I (22). 



9 

El contenido de antocianinas en uva es normalmente mayor que el reportado para 

vinos, debido a que sufren modificaciones con los diferentes procesos de 

vinificación, en la maduración y almacenamiento. 

1.4.3 Modificación de Antocianines en Vino Tinto 

El cambio de color en el vino tinto, que pasa de la tonalidad rojo-violeta a rojo 

ladrillo es debido a las transformaciones de los polifenoles (15). 

El grado de extracción de colorantes de la uva depende de la variedad, de la 

región de cultivo, del clima en el que se cosecha, el grado de madurez, y las 

condiciones fisicas de la fruta. En la vinicultura interviene el prensado, grado de 

desgarramiento, temperatura de fermentación, manejo del sombrero, niveles de 

SO2, oxigeno y alcohol (22). 

El vino recién fermentado es un sistema complejo que sufre cambios posteriores 

durante la maduración y el almacenamiento. Los parámetros sensoriales 

alterados durante este periodo incluyen al color, que tiende a perder viveza. Los 

compuestos fenólicos son los principales agentes responsables del cambio de 

color en los vinos tintos; estos compuestos tienen diferentes reacciones de 

oxidación, condensación y polimerización resultando usualmente en cambio del 

tono violeta al anaranjado (23). 

Después de terminar las fermentaciones, alcohólica y maloláctica (si es que se 

verifica esta última), es conveniente estabilizar al vino con procedimientos que no 

lo alteren ni pierdan las cualidades de su elaboración. 

Algunos vinos tintos reciben un tratamiento adicional para su mejora, por medio 

del procedimiento conocido como crianza, con el fin de adquirir mejores 

cualidades sensoriales, en vistas de obtener un vino mas afinado. 

La crianza tradicional de vinos tiene dos etapas: la etapa vino-madera, llamada 

también fase oxidante, y la etapa vino-vidrio, llamada de reducción o fase 

reductora (24). 
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Durante el añejamiento del vino tinto se produce todo una serie de 

modificaciones, como son: Modificaciones de orden químico: oxidación de 

polifenotes, formación de aldehídos, acetales, ésteres, hidrólisis de los 

polisacáridos. Modificaciones de orden físico: insolubilización de sales, desarrollo 

de gas, evaporación de sustancias volátiles, solubilización de sustancies 

extractivas de la madera. Modificaciones de orden biológico: fermentaciones 

lácticas, formación de ácido acético, autolisis de las células de los 

microorganismos, tal vez alteración por acción de las bacterias. Modificaciones 

de orden fisico-qulmico: fenómenos de oxido-reducción, formación y fioculación 

de coloides. Además de las sustancias que se forman, hay otras que 

desaparecen, como los aromas afrutados o herbáceos de vinos jóvenes, que son 

sustituidos por perfumes terciarios (los secundarios son los que se forman 

durante la fermentación alcohólica). 

La disminución de las antocianinas depende de la condensación de sus 

moléculas, las cuales pasan progresivamente al estado coloidal que precipitan y 

se depositan en el fondo. Tal disminución es aproximadamente del 30-35% 

después de 3 meses, 50% después de un año, 65% después de dos años, 75% 

después de 3 años, 85% después de 4 años. El fenómeno va precedido por la 

hidrólisis que transforma a las antocianinas en las agluconas correspondientes, 

las cuales después fácilmente se oxidan, se polimerizan y se condensan hasta la 

formación de gruesas micelas coloidales que precipitan. De aquí el ligerísimo 

aumento de azúcares que se produce en los vinos envejecidos. 

En términos generales, se puede decir que un vino tinto es mas añejable cuanto 

más alto es su contenido de antocianinas: si contiene inicialmente pocas 

antocianinas poco polimerizadas, envejece rápidamente y no es conservable largo 

tiempo, y a la inversa . Se ha visto que el contenido de antocianinas disminuye 

con el tiempo y otros componentes tienden a sustituirlos variando el tono a 

amarillo (21), 
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1.4.4 Distribución de las Antocianinas •n las Diferentes Especies de Vida 

La distribución de antocianinas en uvas es muy complejo, varia en el género Vitis 

como una función de las especies, que pueden contener desde 6 hasta 17 

miembros de esta familia de pigmentos (5). 

Esta distribución dentro del género Vitis y en especial dentro del Vitis vinifera 

conforma lo que llamaremos perfil cromatográfico, que implica conocer cuales 

antocianinas están presentes, su proporción relativa y el orden de elución de 

acuerdo a la polaridad de cada molécula, como a continuación se describe. 

Las antocianinas de uva tinta Vitis vinifera están basadas en la predominancia de 

malvidina (5, 19, 22, 25, 26). Malvidin 3-monoglucósido es el que se encuentra 

en mayor proporción (33-60%), le siguen malvidin 3-p-cumaril glucósido, malvidin 

3- acetil glucósido y malvidin 3-cafeoil glucósido. 

En la Tabla 2 se muestran los resultados del estudio realizado por Ribéreau-

Gayón (5) donde las antocianinas encontradas en las variedades de Vitis vinlfera 

son 5, su abundancia en orden ascendente es cianidina, peonidina, petunidina, 

detfinidina y malvidina lo que es confirmado con otros estudios sobre el tema (22). 

Los sustituyentes de las antocianinas pueden ser glucósidos en posición 3, acil-

monoglucósidos en posición 3, diglucósidos en las posiciones 3 y 5 y acil 3,5-

diglucósidos. Aunque tratándose de V. vinifera únicamente se han encontrado 

monoglucósidos y acil-monoglucósidos en posición 3, en este último grupo 

generalmente los derivados de malvidina son los de mayor proporción y fácil 

distinción. 

Las siguientes aseveraciones (extraidas del análisis de la Tabla 2) son 

importantes para la interpretación de los resultados cromatográficos esperados; 

1. Malvidina 3-monoglucósido es el principal constituyente de la materia colorida 

de la uva en V. vinifera. 

2. No se han encontrado antocianldinas en la materia colorida de uvas. 

3. Los diglucósidos de las antocianinas ocurren frecuentemente en especies 

americanas pero no en las de V. vinifera. Esta afirmación es muy importante 
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porque hace posible la diferenciación entre uvas y vinos de V, vinifera y de 

híbridos. 

4. La presencia de derivados de cianidina y peonidina en uvas es común, aunque 

son abundantes sólo en algunas especies. 

5. Por último, la ausencia de antocianinas adiadas es demostrada para las 

variedades Pinot y esta característica es especifica para éstas variedades de V. 

vinifera (5). 

Tabla 2. Distribución de la cantidad de antocianinas en las diferentes especies 
del género Vitis. 

Anto 
clan' 
nas 

roan 
«oh 

tps 
' 

tupes 
tris' 

gspacies de Veis 
monb 
cota' 

corta 
(ale 

rubra 
• 

ancec 
umir 

@esti 
vale 

amur 
enais 

viniera 
(a) 	(b) 

labras atizo 	borlen 
ca• 	nica• 	dan' 

Total 5 15 12 11 	1 	11 	j 	10 	j 	6 11 12 17 9 7 5 	J 9 
Datfinidin 
a 14 9 21 13 23 36 15 30 17 31 8 12 
b 1 3 8 
o 38 12 34 1 1 
d 2 6 3 

Cianldin 
a 2 5 8 8 3 10 20 29 31 20 3 
b 7 
o 9 5 2 1 1 2 3 
d 5 

Petunldin 
a 10 3 15 10 20 28 18 20 8 10 5 9 12 
b 1 
o 29 17 22 1 1 1 2 2 1 
d 3 2 _ 3 

Peonldin 
a 10 14 18 5 11 6 7 11 13 45 15 
b 3 1 1 1 2 
c 8 2 8 1 10 2 2 1 3 4 15 
d 2 

Malsidin 
a 6 2 34 29 25 27 30 18 4 8 27 20 36 
b 2 7 3 2 3 4 2 9 
c 18 21 8 2 10 2 5 2 1 2 40 
d 2 1 2 1 

Las espec es señaladas t.on asterisco son especies americanas. 
a=monoglucósido; b=acil monoglucósido; c=diglucósido; d=acil diglucósido 
(a) = Muscat Hambourg; (b) = otras variedades estudiadas de V vinifera. 
Los datos son porcentaje de la cantidad total de cada pigmento, 
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El orden de elución para las antocianinas de uva en cromatografia de líquidos de 

fase inversa es, de acuerdo a la polaridad de cada molécula delfinidina, cianidina, 

petunidina, peonidina y malvidina (18, 25-33). Adicionando un segundo 

carbohidrato a la aglicona, la molécula es más polar por lo que su retención 

disminuye y el grupo de antocianinas diglucósido eluye antes de las antocianinas 

monoglucósido. 

Con la presencia de un grupo acetil ( u otro ácido enlazado al monosacárido) la 

retención de la molécula aumenta, emergiendo de la columna después que las 

antocianinas monoglucósido. El orden de elución se mantiene utilizando pares de 

iones (61). 

Las antocianinas de Vills vinifera se encuentran no sólo como 3-glucósido, 

también se encuentran los ésteres con ácido acético (3-acetil glucósido), y ácido 

p-cumárico (3- p cumaril glucósido) y en ocasiones como 3-cafeoll glucósido, 

como en el caso de Cabernet Sauvignon (27). 

1.6 	Métodos de Análisis 

A continuación se presenta una breve revisión de las técnicas reportadas en la 

literatura más utilizadas para el análisis de antocianinas. 

Generalmente se parte de la extracción de antocianinas del material a estudiar y 

considerando que las antocianinas son muy solubles en agua, pueden extraerse 

fácilmente con disolventes polares. La extracción es comúnmente acompañada 

de maceración y machacado del material vegetal en soluciones alcohólicas 

acidificadas, después de lo cual puede llevarse a cabo la purificación de los 

pigmentos. 

Existe amplia bibliografía sobre la alta labilidad de las antocianinas aciladas, lo 

que hace necesario llevar a cabo la extracción de pigmentos con metanol o 

etanol conteniendo ácidos débiles como acético (34-39), tartárico o cítrico, en 

lugar de HCI, que puede conducir a la degradación de antocianinas por la 

concentración de éste (7) sin embargo, es el ácido más utilizado (40-43). 
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Para la purificación del extracto crudo de antocianinas se han empleado 

numerosas técnicas con resultados exitosos. Estas Incluyen la extracción con 

polivinilpirrolidona (PVP) (41), Sephadex LH 20 (34-36, 39, 40, 43, 44), poliamida 

(43), resinas intercambiadoras como Amberlita CG-50 (37, 44-49) y Amberlita 

XAD-7 (40), Extracción liquido-liquido (42) y Extracción en Fase Sólida (EFS) con 

cartuchos C-18 (49). 

La EFS se utilizó para la purificación de antocianinas en esta investigación debido 

a su fácil manipulación. Para seleccionar el material de soporte fue necesario 

considerar la composición de la matriz (enocianina 1), es decir las impurezas que 

son principalmente azúcares y ácidos (anexo 2) eligiendo una fase que no 

retuviera a dichos componentes y que si lo hiciera con las antocianinas o 

viceversa. 

La técnica consiste en hacer pasar la muestra por un soporte sólido donde el 

analito se queda adsorbido preferentemente en la superficie permitiendo eliminar 

las impurezas mediante un lavado selectivo para posteriormente eluir con un 

disolvente de polaridad semejante a la del soluto (50). La separación de los 

compuestos se lleva a cabo de acuerdo a los principios de la cromatografia. 

Una vez tratada la muestra sigue el análisis de las antocianinas y los métodos 

más utilizados se describen brevemente a continuación. 

1.6.1 Determinación del Color •n Vinos Tintos 

Para la determinación del color rojo de los vinos se ha utilizado el método de 

Sudraud (51), obteniendo curvas de absorción como función del añejamiento, que 

es la causa esencial de la pérdida de color. Los vinos rojos jóvenes, tienen un 

máximo de absorción a 520 nm, debido a las antocianinas de las uvas que son las 

verdaderas responsables del color rojo. Con los años, el máximo de 520 nm 

tiende a desaparecer, cayendo a un pequeño hombro en vinos más viejos (>10 

años). Esto corresponde al incremento de color amarillo (absorción a 420 nm) 

que explica porque el rojo se torna a rojo-naranja (Figura 5). La relación de 
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absorbancias de 420/520 es inferior a 0.7 en los vinos tintos jóvenes, mientras 

que alcanza 1.7 en los tintos viejos con tonos ladrillo (21). La suma de las 

absorbancias a 420 y 520 nm es una expresión satisfactoria de la Intensidad de 

color y con esto se permite comparar la cantidad de antocianinas entre varios 

procesos, como vinificación, almacenamiento y añejamiento (5). 

Figura 5. Espectro de Absorción de 3 vinos tintos: 1. vino tinto de 1 año; II. vino 
tinto de 10 años; III. vino tinto de 50 años. 

1.6.2 Electroforesis 

Las antocianinas son de naturaleza fónica (dependiente del pH) por lo que debe 

esperarse su movilidad dentro de un campo eléctrico. Sin embargo no ha sido 

muy utilizada para el estudio de las antocianinas ya que no ofrece ventajas sobre 

CP y CCF (12). 

1.6.3 Cromatografte 

La cromatografia es una técnica de separación donde la transferencia de 

especies se lleva a cabo por medio de procesos de equilibrio que implica la 

transferencia y distribución de los compuestos entre dos fases distintas, 

generalmente no miscibles. 
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La separación de los compuestos puede llevarse a cabo solamente si hay 

diferencia entre sus distribuciones, 

Los métodos cromatográficos se pueden clasificar de dos modos , el primero se 

basa en la forma de como se ponen en contacto las fases: cromatografía en 

columna y cromatografia plana, La otra clasificación se basa en el tipo de fase 

móvil y en la clase de equilibrios Implicados en la transferencia de los solutos 

entre las fases: cromatografía de líquidos, cromatografia de gases y cromatografía 

de fluidos supercriticos (52). 

1.6.3.1 Cromatogralla en Papel y en Capa Fina 

Pionero en el análisis de antoclaninas por cromatografia en papel (CP) fue el 

estudio realizado por Ribéreau-Gayon (5), donde se muestra por primera vez la 

separación del grupo de antocianinas con monoglucósidos y el grupo de 

antoclaninas con diglucósidos así como una representación gráfica de la 

separación individual de las antocianinas de la uva (Figura 6). A partir de 

entonces se ha hecho Investigación al respecto y en la literatura se pueden 

encontrar los Rr y los sistemas de elución de la separación de antocianinas, por 

ejemplo, de antocianinas adiadas (35, 38, 53), de uvas (5). etc. 

La cromatografia en capa fina (CCF) tiene ventajas en tiempo de análisis sobre la 

cromatografía en papel, pero tiene el inconveniente que la cantidad de muestra 

"cargada" es muy pequeña. Desafortunadamente los valores de Ri reportados no 

son muy confiables, tanto en CCF como en CP por la diferencia en grosor de la 

película de placa a placa así como la poco uniformidad en la superficie del papel. 



Figura 8 
1-5 Antocianinas diglucbsido 
6-10 A. acetil- glucósido 
11-15 A. monoglucósido 
18-20 A. acetil-monoglucósido 

El orden ascendente de numera-
ción es en todos los casos: 
Delfinidina, Petunidina, MaMdina, 
Cianidina, Peonidina. 

17 

Existe una gran cantidad de documentos que ofrecen una buena discusión del 

uso de los diferentes disolventes que se han usado para la separación de 

antocianinas con estas técnicas (12). 

1.6.3.2 Cromatografla en Columna Abierta 

Se usa para la separación y cuantificación de antocianinas a mayor escala. Los 

materiales de soporte más utilizados incluyen al oxido de aluminio, celulosa, 

resinas de intercambio Iónico, gel de Sephadex y poliamida (7, 12). Así como los 

mencionados en la parte de purificación de antocianinas. 

1.6.3.3 Cromatografla de Greses 

La Cromatografla de Gases (CG) es una técnica de separación en columna 

basada en la interacción diferencial de los componentes de la muestra con la fase 

estacionaria. Los componentes de la muestra son transportados por la fase móvil, 

que es un gas inerte comúnmente llamado gas acarreador. 

A lo largo de la columna se tiene una gran cantidad de equilibrios entre cada 

componente con las fases móvil y estacionaria. El compuesto que interactúa más 

fuertemente con la fase estacionaria se tarda más tiempo en emerger de la 

columna (54). 
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Corno se mencionó anteriormente las antocianinas son lábiles, de alto peso 

molecular y con grupos funcionales polares, por lo que para analizarlas por 

cromatografia de gases es necesario formar un derivado para modificar y mejorar 

su volatilidad y estabilidad. La silanizaclón es un ejemplo del procedimiento de 

derivatización que es ampliamente usado para modificar la volatilidad y 

estabilidad de los solutos. Los derivados silanizados, como el trimetilsilil (TMS) 

se han empleado para mejorar la volatilidad de compuestos orgánicos polares 

(58). Compuestos que contienen hidrógenos activos (OH y NH2) pueden 

incrementar dramáticamente su peso molecular después de la derivatización (55) 

sin embargo, se aumenta su volatilidad al reducir la interacción de los puentes de 

hidrógeno. 

En este proyecto se trabajó el modo de inyección en columna (on-column) que es 

un sistema de inyección que contribuye a eliminar la discriminación y aumenta la 

estabilidad de esta clase de compuestos. En este sistema de Inyección la 

muestra es colocada dentro de la columna a una temperatura ambiente o 

ligeramente superior a la temperatura del disolvente por lo que es vaporizada por 

el incremento gradual de la temperatura del horno (55), 

Se han publicado pocos trabajos por Cromatografia de Gases Capilar (CGC) para 

el análisis de antocianinas; y sólo uno por CGC acoplado a espectrometria de 

masas, formando un derivado de antocianinas con trimetil clorosilano (TMCS) y 

hexametil disilazano (HMDS) (56-57). 

1.6.3.4 Cromatografla de Liquides de Alta Eficiencia 

La separación en Cromatografla de Líquidos de Alta Eficiencia (CLAE) está 

basada en la interacción del analito con la fase móvil y estacionaria, a diferencia 

de la CG, la fase móvil en este caso si interactúa con la muestra. En general, está 

basada en los mismos principios que la cromatografia de gases. 

En cromatografla de buidos cuando la fase estacionaria es polar se le denomina 

fase normal y cuando es no polar, cromatografia en fase inversa. 
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De acuerdo a la literatura CLAE es la técnica más utilizada para el análisis de 

antocianinas (13, 18, 25-32, 39, 42, 44, 56-57, 59-61, 64), debido a que no se 

necesita tratamiento previo de la muestra (formación de derivados), se trabaja a 

temperatura ambiente evitando su degradación térmica, así como la selectividad 

en la detección (sólo se detectan las especies que absorben a una longitud de 

onda determinada en un detector Uy-Visible). 

Se ha realizado el análisis de antocianinas utilizando cromatografia en fase 

inversa, en donde la fase móvil comúnmente utiliza mezclas de disolventes como 

metanol, acetonitrilo y agua con pH's bajos como 1.5 o menores (13, 18, 26, 27, 

29, 32, 42, 47, 49, 56, 57, 68) utilizando para ello en general ácido acético y 

ácido fórmico al 15% y 10% respectivamente (13, 18, 25, 26, 27, 29, 30, 39, 42, 

43, 47, 56, 57, 59) siendo poco recomendables en porcentajes tan altos cuando 

se realiza cromatografia de fase inversa, porque se corre el riesgo de que los 

grupos octadecilsilano (ODS) de la silica sean hidrolizados (27, 48). Para evitar lo 

anterior y considerando que la estabilidad de las antoclaninas es mayor cuando 

se encuentran en su forma ionizada se trabajó cromatografia de líquidos con 

pares de iones. 

La cromatografia de pares de iones (o de formación de parejas de iones) es un 

tipo de cromatografia de reparto, en fase inversa que se utiliza para la separación 

y determinación de especies Micas. El contra-ion es un ion que se combina con 

el ion anatito para formar una pareja de iones, que forma una especie neutra y 

separable dentro de la columna (52). Sin embargo, el mecanismo no está 

elucidado completamente. 

La cromatografia de pares de iones se usa cuando alguno o todos los 

componentes de la muestra están Ionizados y por lo tanto pueden interactuar con 

el contra-ion. Esto significa que la retención y separación selectiva se ve afectada 

por las características de la fase móvil, como son pH, contra-ion, concentración 

del contra-ion y le fuerza Mica (63). 

La cromatografia de gases y la cromatografia de líquidos son los dos métodos 

propuestos para el análisis de antocianinas en esta investigación. 
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2. Desarrollo Experimental 

Debido a que los estándares no se encuentran disponibles comercialmente, en la 

primera parte del proyecto se hizo la purificación de los pigmentos por Extracción 

en Fase Sólida, obteniéndose 4 fracciones de diferente color. Se partió de dos 

extractos de uva, uno comercial y otro obtenido en el laboratorio, así como dos 

mostos, obtenidos de una casa vinícola. 

En la segunda parte se desarrolló un método cromatográfico para el análisis de 

antocianinas en vinos tintos. El primer método propuesto fue por Cromatografia 

de Gases Capilar a Alta Temperatura (CGC-AT) ya que presenta ventajas como 

sensibilidad, buena resolución, reproducible y tiempo de análisis corto. En esta 

parte del proyecto se procedió a establecer las condiciones cromatográficas de 

análisis. Se partió del procedimiento descrito por Bombardelli (56) en el cual se 

utiliza una columna capilar SE-52, formando el derivado sililado de antocianinas 

con TMCS y HMDS. En esta investigación se utilizó una columna de fase 

estacionaria similar a la utilizada por Bombardelli y también se formó el derivado 

silanizado de antocianinas modificándose el programa de temperatura y utilizando 

un sistema de inyección en columna. Las pruebas se hicieron con extractos de 

uva y se asignó a la Enocianina 1 como estándar secundario ya que se conocía 

su composición al estar descrito por Hong & Wrolstad (32). 

Como segunda alternativa se propuso la determinacion por Cromatografía Liquida 

de Alta Eficiencia (CLAE) en fase inversa (siendo la técnica más utilizada) y 

tercero, CLAE en fase inversa por Pares de Iones, donde igual que antes se 

buscaron las condiciones cromatográficas para el análisis. La metodología 

empleada para el análisis fue CLAE por pares de iones, donde la asignación de 

identidades en los vinos se hizo con el estándar secundario y donde se 

estudiaron los perfiles de los extractos y vinos tintos, así como las fracciones 

obtenidas en la etapa de purificación. 

Se practicó la prueba de Nata, que sirve para detectar la adición de colorantes 

artificiales, a muestras que se sospechó tenían la adición de colorante. 



21 

Para complementar el estudio de antocianinas se llevó a cabo el análisis 

espectrofotométrico en vino tinto con el fin de relacionar el contenido de 

antocianinas con la edad del vino, asi como evaluar indirectamente las 

condiciones de almacenamiento de las muestras. 

2.1 Reactives 

Acetonitrilo y metano! de Mallinckrodt ARO, Mallinckrodt Specialty Chemicals Co. 

Kentuchy. Hexametil disilazano (HMDS) de Pierce Chemical Co., Rockford IL., 

USA. Trimetil clórosilano (TMCS) y sulfato ácido de tetrabutil amonio de Aldrich 

Chemical Co. Inc. Milwaukee Wiss. 2,2,4 trimetllpentano (isooctano), tolueno, 

ácido clorhídrico, amoniaco, agua grado HPLC y piridina de J.T. Baker S.A de 

C.V. Xalostoc, México. Acido o-fosfórico de Merck-México, S.A. de C.V. Glucosa, 

fructosa, sacarosa y arabinosa de Merck , Darmstadt. Cartuchos de fase inversa 

C-18 de octadecil y fase normal de silica y florisil de 500 mg de Supelco, INC 

USA. Agua destilada. 

22 Estándares 

Se utilizaron como estándares extractos de uva que incluyen en su composición 

las antocianinas en estudio. Se enlista a continuación las muestras utilizadas. 

Extracto de uva comercial (Grapa Skin Extract o Enocianina) de dos 

procedencias; Enocianina 1 (España) y Enocianina 2 (Francia), donados por 

Spectrum, S.A. de CM., cuya clasificación se encuentra en Food and Drug 

Administration (FDA) capitulo 21, § 73.170 (61) y por la Comunidad Europea bajo 

el número E-163 (62) (anexo 1). Extracto de uva no comercial obtenido de hollejo 

de uva tinta de mesa. Dos mostos de las variedades Rubired (Mosto 1) y Petit 

Syrah (Mosto 2), cosecha 1994 procedentes de la zona vinícola del Valle de 

Calafla, en Baja California. Donados por la casa vinícola Pedro Domecq. 
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2.3 Muestras 

Tabla 3. Vinos Tintos Analizados 

No 	de 
muestra 

° G.L. Región Año de cosecha Cepa 

1 12.5 la RioN,España 1989 no especificada 
no especificada 
no especificada 
Cabernet Sauvignon 
no especificada 
Pinot 

2 11.5 Bordeaux,Francia 1992 
3 12.0 Loire,Francia 1992 
4 13.0 California,E.U.A. 1988 
5 12.0 SurgendY,Cfills 1992 
6 12.0 Valla del Maipo,Chile 1992 
7 12.0 Valle del Malpo,Chile 1993 Cabemet 
8 12.8 Valle de Calalie,B. California 1992 Cabemet Sauvignon 
9 12.8 Valle de Guadalupe, 8.C. Caños/comprado no especificada 

10 12.0 Valle de CalallaB.Californla 1987 no especificada 
11 8.8 Valle de Guadalupe, B.C. recién comprado no especificada 
12 10.0 Valle de Calafia, B.California Baños/comprado no especificada 
13 12.5 Tijuana, 8. California recién comprado Cebemet Sauvignon 

no especificada 14 8.0 Parras,C,oahulla recién comprado 
15 12.6 Ciéneges,Coehuile recién comprado no especificada 
16 11.0 Sn Juan del rlo,Cluerétaro recién comprado Cabemet Sauvignon 

2.4 Illetodologia 

2.4.1 Purificación di Antocianinas 

Como se fundamentó en los antecedentes (sección 1.5), la purificación de 

antocianinas se realiza por EFS. El cartucho C-18 se acondiciona previamente a 

la aplicación de la muestra, favoreciendo de esta manera la apertura de las 

cadenas hidrocarbonadas, incrementandose el área superficial disponible para la 

interacción con el analito, as( como la eliminación de cualquier tipo de impurezas 

y material residual (50). Posteriormente se hace pasar agua para remover el 

exceso del disolvente de acondicionamiento (Tabla 4). Se aplica la muestra en el 

cartucho (variando el volumen dependiendo de la muestra, Tabla 5) enseguida se 

lava con agua para remover las impurezas y finalmente se eluyen las fracciones 

con disolventes de diferente polaridad. Cada fracción se evapora a sequedad bajo 

corriente de nitrógeno y se almacena tapada en refrigeración hasta el momento 

de su análisis. 
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Las condiciones finales seleccionadas para la purificación de antocianinas se 

muestran en la Tabla 4. 

Elija Disqvente 
' Acondicionamiento CH3CN/H20 111 v/v1 
* Lavado 1. H3PO4 al 0.10% acuoso 

2. H20 destilada 
" Elación 1. CH3CN 

2. CH3CN/Nie0H (1:1 UN) 
3. Me0H 
4, CH3CN/ H3PO4 a120% (1:1 v/vl 

Tabla 5. Tr4tamiento de las muestras 
Muestra/etapa 

Ingdanina 1 
Enodanina 2 
Mosto 1 
Mosha,2 
Est da uva 
Muestra 1 
Muestra 2 
Muestra 4 
Muestra 10 

Muestra 14 

Acondi 	 Eludón 
don. 	Muestra lindo 1 Levado 2 Fracción 1 Fracción 2 Fracción 3 Fracción 4 

v .12 L u hl 5,  ti 	F N 	1111_1 	ITRO  

4.0 
	

30 
40 
	

30 
4,0 
	

3.0 
4.0 
	

3.0 
40 
	

20 
4.0 
	

6.0 
4.0 
	

0 
2.0 

4.0 
	

8 0 
3.0  
3.0 	2.5 

4.0 

40 _ 60 

60 

2.0 

2.0 

2.0 

2.0 

20 

2.0 
20 

2.0 

20 

20 

9.0 
9.0 

90 

9.0 
90 
90 
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Los volumenes de acondicionamiento, lavado 1 y 2 fueron constantes en ocios los experimentos. 
**Dependiendo de la muestra se variaron la cantidad de muestra y los volúmenes de eluclón, ya 
que la concentración de antocianinas en cada caso era diferente. 

2.4.2 Obtención de Extracto de Uva no Comercial 

El extracto de uva tinta no comercial se prepara según la metodología reportada 

por Wulf & Nagel (27), donde se extraen antocianinas de uvas de Vilis vinifera. 

Se colocan en una licuadora a la velocidad más baja durante 1 minuto, 60 g de 

hollejo y 100 ml de ácido fórmico al 1% en metanol. El extracto asi obtenido se 

filtra en un buchner y con los sólidos restantes se hace una segunda extracción 

con 50 ml más de la solución de ácido fórmico. Se juntan los dos extractos y se 
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concentra a aproximadamente 15 ml en un rotavapor a presión reducida, Büchi 

waterbath 8-480/R-114. Manteniendo una temperatura menor de 20°C para evitar 

la degradación de antocianinas. 

2.4.3 Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura 

Condiciones cromatográficas. Cromatógrafo de gases Hewlett Packard modelo 

5890 serie II, equipado con detector de ionización de flama e inyector en columna 

(on-coiumn) con integrador Hewlett Packard 3396A, Columna capilar de sílice 

fundida Aluminium-clad (Quadrex Corporation), de 15m x 0.25mm D.I., 0.1pm meta 

sllicón. Programa de Temperatura: 40°C Incrementando 15°C/min hasta 340°C 

sostenido por 15 minutos. 

Cromatografia de Gases Capilar Espectrometrla de Masas (CGC/EM) 

Condiciones cromatográficas. Cromatógrafo de gases Hewlett Packard modelo 

5890 serie II, acoplado a un detector de masas Hewlett Packard modelo 5971. 

Fuente de ionización de impacto electrónico. Rango de m/z de 50 a 550. Columna 

capilar DB-1, de 25m x 0.25mm D.I., 0.25µm de espesor de película. 

Programa de Temperatura: 50°C Incrementando 10°C/min hasta 300°C sostenido 

por 15 minutos, 

Derivado. Se coloca la muestra seca en un vial de reacción con sello de teflón. Se 

disuelve con 250µI de piridina, y se adicionan 200W de HMDS y 100µI de TMCS. 

Se calienta a 80°C por 30 min. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se 

inyecta 0,5 µI del sobrenadante. 
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2.4.4 Cromatograffs de Liquides de Alta Eficiencia •n Fase inversa 

Condiciones Cromatográficas. Cromatógrafo de líquidos Waters Associates, 

Miliford, MA. Detector UV-Vlsible con longitud de onda variable Waters 484. 

Bombas Waters 510, con inyector Rheodyne (20µI de loop) Integrador Waters 

746. Columna Itf3ondapak C-18 de 300 x 3,9 mm y 10pm de tamaño de partícula 

(Waters Associates). 

Se utiliza un sistema isocrático para la elución , donde la fase móvil consiste de 

H3PO4 4% acuoso/ CH3CN (80:20 v/v). Las muestras se inyectan sin tratamiento 

previo. Flujo 1.5 ml/min y detección a una I.= 520 nm. 

2.4.5 Cromatografia de Liquides de Alta Eficiencia por Pares de Iones 

Condiciones cromatográficas. Se emplea el mismo equipo que para 

cromatogralla de líquidos en fase inversa además de un gradiente Waters 680. 

Se utiliza un sistema binario con gradiente lineal de elución. Comenzando con 

10% de la fase móvil A hasta 50% de A en 45 minutos, dejando estabilizar el 

equipo 15 minutos para hacer la siguiente inyección. 

Fase móvil A : acetonitrilo/metanol (1:1 v/v), sulfato ácido de tetrabutil amonio 

0.05M y ácido fosfórico al 0.04% (pH=2.0). 

Fase móvil 8 : agua destilada, sulfato ácido de tetrabutil amonio 0.05M y ácido 

fosfórico al 0.04% (pH= 2.0). 

Las muestras en solución se inyectan sin tratamiento previo, y las muestras secas 

se disuelven en la fase móvil B. Flujo 1,0 ml/min y detección a una X=520 nm. 
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2.4.6.1 Anean' Espeotrofotométrico 

Espectrofotómetro Lambda 2 UVNIS Perkin Elmer, con celdas de cuarzo de 1cm 

de espesor. ' 

Se colocan en la celda del espectrofotómetro 4 ml de la muestra en estudio y se 

hace un barrido en la región del visible desde 425 a 700 nm. 

2.4.6.2 Detemlneoldn de Colorantes Artificiales (Método de Arate) 

Se hierve moderadamente 30 ml de la muestra a analizar, hasta reducir su 

volumen inicial a dos terceras partes (Parrilla eléctrica Thermolyne Type 1000). 

Se agregan 4 ml de una solución acuosa de HCI al 10% y un poco de lana cruda 

previamente desengrasada, prolongando su ebullición por 5 minutos. Después de 

los cuales se decanta el liquido y se lava la lana en el mismo matraz con agua fría 

hasta que no hay color en el agua de lavado. Se adicionan 100 ml de agua 

acidulada con HCI; calentándose a ebullición y se mantiene así durante 5 

minutos. Se decanta y se repite el lavado hasta obtener el agua incolora, 

asegurándose a la vez que se elimina toda acidez de la lana. Posteriormente se 

adicionan 50 ml de agua y unas gotas de amoniaco, se hierve suavemente 

durante 10 minutos. Si la lana asl obtenida, después de ser lavada con agua fría 

se tiñe de un rojo evidente, se puede asegurar que el vino fue teñido con 

colorantes orgánicos de caracter ácido es decir, con derivados azoicos y fucsinas 

sutfoconjugadas (67). 
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3. Resultados y Discusión de Resultados 

3.1 Purificación de Antocianinas por EFS 

Para elegir la polaridad del soporte en la purificación de antocianinas por EFS 

se hicieron pruebas con cartuchos de fase normal y fase inversa C-18. Con 

los resultados obtenidos de ambas fases se eligió a la fase inversa ya que 

permitió retener selectivamente a las antocianinas (suponiendo que los 

azúcares y los ácidos no se retienen en esta fase y asegurándose por los 

lavados de agua y H3PO4  al 0,10% su eliminación), permite además mantener 

estables a las antocianinas con los disolventes probados y se tiene una 

elución aparentemente selectiva. 

Se habla de una elución "aparentemente selectiva" al observar que los colores 

de las fracciones obtenidas son diferentes, lo que hace suponer la separación 

individual de antocianinas en cada fracción colectada, aunque con el análisis 

de estas fracciones se determinó realmente su composición. 

Las pruebas de optimización de condiciones se describen enseguida. 

Se probaron cartuchos de fase inversa C-18, utilizandose el tratamiento 

reportado por Amitabh (49), cambiando el disolvente de elución por Me0H/ 

CH,CN (1:1 v/v), para facilitar su evaporación, obteniéndose los mismos 

resultados que por el método original, es decir, una sola banda colorida. 

Aunque se separaron las antocianinas de los otros componentes (una sola 

banda), se deseaba separarlas de una manera selectiva ya que de acuerdo a 

su composición química tienen diferente polaridad, por lo que se utilizaron 

disolventes con diferente polaridad observandose varias bandas coloridas bien 

definidas. En la Tabla 6 se muestran los resultados de esta separación en 

diferentes fracciones. 
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Tabla 8. Limpieza en cartucho C-18 

No.de tracción Disolvente Color 
1 CH3CN rojo obscuro 
2 CH3CN/Me0H(1:1vN) violeta intenso 
3 Me0H violeta 
4 CH3CN/H3P0420% (1:1 

v/v) 
rosa mexicano 

5 (CH3CN/H3P0420% 1:1 
v/v)yMe0H (80:20 v/v) 

rosa pálido 

8 M'OH/ CH3CN/H3PO4  
(50:30:20 v/v) 

rosa pálido 

7 Me0H/ CH3CN/CH202  
(50:30:20 v/v) 

rosa pálido 

De acuerdo a estos resultados, aparentemente se tiene una separación 

selectiva de las antocianinas eliminándose los azúcares y ácidos y permitiendo 

concentrar con facilidad cada una las fracciones eluidas. 

Las condiciones finales seleccionadas para la separación y purificación de 

antocianinas se mostró en la Tabla 4. La elección se hizo en base a que el 

color y tono de las últimas 3 fracciones era el mismo, pareciendo ser la cola de 

la 4a fracción, por lo que se simplificó a una, quedando el tratamiento comoleto 

con 4 fracciones. Este tratamiento se practicó con los demás extractos y 

algunos de los vinos tintos. 

En general, las muestras no eluyen con los lavados, la excepción fue 

Enocianina 2 que eluye un poco con el lavado de 1-131304  e incluso se observa 

un poco de elucIón desde que la muestra es aplicada al cartucho C-18 no asi 

Enocianina 1 que se fija perfectamente en el cartucho, lo que sugiere una 

posible diferencia en composición entre ambos extractos. 
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3.2 Cromatografla da Gases Capilar a Alta Temperatura 

Como primer aproximación se trató de predecir el tiempo de retención de las 

antocianinas. Esto se hizo comparando la estructura de éstas con la estructura 

de oligosacáridos, como sacarosa, En la Tabla 7 se muestran los tiempos de 

retención obtenidos y el peso molecular de los derivados de azúcares, sal como 

de malvidina monoglucósido (Mv-3-Ggl),caracteristico de Vifis whifera. 

Tabla 7. Tiempos de retención de referencia, 

Estándar Peso «actilar 
affilcd) 

r, 	ord,i)  

Glucosa 540 1055 

Fluctuara 540 10.06 

SOMOS* 918 15.06 

Mv-3 gl 997.3 — 

Considerando estos resultados se procedió a establecer un orden de elución a los 

azúcares y las antocianinas presentes en las muestras. En base a esto, el primer 

grupo de señales (Figura 7) corresponde a los monosacáridos como glucosa y 

fructuosa (I), el segundo los disacáridos representados por sacarosa (II), 

posteriormente los trisacáridos y así sucesivamente. 



          

30 

6 
Tiempo (min) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cromatograma de los derivados silanizados de azúcares. 

De acuerdo a la estructura y peso molecular del derivado de malvidina 

monoglucósido se esperaba que eluyeran en la región de los trisacáridos o en la 

parte final de los disacáridos. 

Se analizaron entonces dos extractos de uva formando previamente el derivado 

silanizado, observándose que el extracto de uva blanca (Figura 8) muestra dos 

grupos de señales que corresponden a monosacáridos (grupo I) y disacáridos 

(grupo II) mientras que el extracto de uva tinta (Figura 9), muestra un tercer grupo 

que es el que deberla corresponder a las antocianinas. 
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Figura 8. Cromatograma del derivado del Extracto de uva blanca. 

Figura 9. Cromatograma del derivado del Extracto de uva tinta. 
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Como se esperaba, el extracto de uva blanca no presentó el tercer grupo 

que es el que correspondería a las antocianinas. 

También se analizó el estándar secundario (enocianina 1) observándose la 

presencia de los grupos I, II y III. 

In Tiempo (mm) 

Figura 10. Cromatograma del derivado de Enocianina 1. 

En el articulo de Bombardelli (56) la temperatura a la que eluyen las antocianinas 

es arriba de 290°C por lo que se esperarla que las antocianinas y compuestos 

mas pesados aparezcan en la región que se ha asignado como grupo III. 

Estas muestras se analizaron por cromatografia de gases capilariespectrometria 

de masas (Figura 11) obteniéndose diferentes espectros de masas. 

Desafortunadamente no se observaron los iones fragmento característicos de 

antocianinas ni el ión molecular (Tabla 8) sin embargo, se identificaron otros 

componentes como ácido acético, ácido málico, ácido succínico, ácido 

butanedioico, glicerol, inositol, fructuosa, glucosa, xilosa y manosa, sirviendo ésta 

identificación para confirmar la asignación de grupos. 
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Tabla 8. Espectros de masas de algunas antocianinaa de uva (56). 

Antocianina Fragmentos del derivado, mlz (1%) 
Delfinidin-3-0-gluchsIdo 1111 (2.5) 733 (100) 861(97.5) 450(2.5) 381(28.4) 
Cianidin-3-0-glucósido 1023 (1.4) 645191.2) 573 (100) 450(14.2) 361(42.6) 
Peonidin-3-0-glucósido 965 (3.2) 587(82.8) 515 (100) 450(10.7) 381(28) 
Petunidin-3-0-gluc6sido 1053 (2.3) 675 (100) 603(59.8) 450 (3.1) 361 (13) 
Matvidin-3-0-glucósido 995 (4.2) 617(96.4) 545 (100) 450(11.3) 361 (61) 
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Figura 11. Espectro de masas de una señal de tiempo de retención ubicado en el 
grupo III de A. Enocianina 1 y B. Extracto de uva tinta. 

Debido a que no fue posible hacer la identificación de antocianinas se procedió a 

realizar la hidólisis de las mismas para liberar al azúcar de las antocianinas y de 

esta manera tratar de identificarlas. 

Para ello se siguió el método reportado por Strack (11) obteniéndose dos 

fracciones: una amillca que debería contener a las antocianidinas y otra acuosa 

que deberla contener al azúcar. Estas dos fracciones se analizaron por CGC-

EM, pudiendo Identificar en la fase acuosa azúcares, mientras que en la amilica 

no se logró observar el ion molecular, pero si fragmentos que indican anillos 

204 
A 

361 

a 
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aromáticos (biblioteca) y los últimos fragmentos que se pueden observar son 

masas muy cercanas al peso molecuar de las antocianidinas, 

desafortunadamente no se tuvo repetibilidad en el análisis. 

Uno de los problemas centrales en la determinación de antocianinas por esta vía 

fue sin duda la falta de estándares. 

Aunque después de realizar algunos cambios tanto en las condiciones 

cromatográficas como en el procedimiento de hidrólisis y formación del derivado 

se tuvieron pequeños logros, no se logró mejorar totalmente, pues no se obtuvo lo 

reportado por E3ombardelli (55-56). Por lo anterior se decidió intentar esta 

determinación por Cromatografia de Líquidos de Alta Eficiencia aprovechando 

que las antocianinas absorben a una longitud de onda especifica en un detector 

UV-Visible. 

Esto no quiere decir que la determinación de antocianinas no se pueda realizar 

por Cromatografia de Gases, se necesitaría invertir mucho más tiempo, contar 

con los estándares o tener un equipo de mayor resolución de masas para que al 

seguir optimizando cada etapa se logre el resultado deseado. 
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3 .3 Cromatografla de Líquidos de Alta Eficiencia 

Para el análisis se partió de las condiciones cromatográficas reportadas por Amitabh 

(49) donde la fase móvil (sección 2.4.4) tenía un pH de 1.1 y obteniendo como 

resultado 4 señales que eluian antes de 4 minutos, no bien resueltas y con pobre 

repetIbilidad . Una segunda fase móvil fue la mezcla de H20/AcOH/Me0H (65:15: 20) 

con un pH de 2.0. Una tercera fase móvil fue la reportada por Williams&Hradzina (60) 

con un pH de 1.6. En ambos casos no se logró mejorar la resolución ni tener buena 

reproducibilidad. 

Se probaron otras columnas de fase Inversa C-18 (Novapack, Lichrosorb) sin conseguir 

mejores resultados, por lo que una posible causa de estos resultados pudo ser la 

inestabilidad de la columna por los valores de pH tan bajos que se estaban utilizando. 

Por lo anterior se pensó en utilizar la cromatografla en fase inversa de pares de iones 

aprovechando la estructura iónica de las antocianinas. 

Al probar en CLAE por pares de iones las condiciones descritas (sección 2.4.5) se 

consiguió buena resolución de las principales antocianinas en estudio, así como buena 

repetibilidad, lo que puede interpretarse como una estabilización de la columna al 

introducir el contra-ion y aumentar el pH. 

De acuerdo a la composición del Extracto del Hollejo de Uva (Grape Skin Extract o 

Enocianina) reportado por Hong (32) (Figura 12) se asignó la identidad de cada 

antocianina en el extracto de uva comercial Enocianina 1 (Figura 13). 

Con éste perfil, que es caracteristico de Vitis vinifera (12, 13, 18, 27, 31, 43, 45, 64) se 

hizo la asignación de antocianinas en las muestras de vino tinto y en lo demás 

extractos, adicionando enocianina 1 para 	la identificación de antocianinas 

monoglucósido. 
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F gura 12, Perfil de Grapa SkIn Extract reportado por Hong (32). 1. Delfinidina, 2. 
Cianidina, 3. Petunidina, 4, Peonidina, 5. Malvidlna. 

En la Figura 13 se muestra el cromatograma obtenido del análisis de una solución de 

enocianina 1 con una concentración de 3mglml, observandose cinco señales que de 

acuerdo al perfil cromatográfico descrito por Hong (32) son: delfinidina, cianidina, 

petunidina, peonidina y malvidina monoglucósidos. 
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Figura 12. Análisis por CLAE por pares de iones de Enocianina 1. 1. Delfinidina 
(16.35%), 2. Cianidina (5.07%), 3. Petunidina (16.43%), 4. Peonidina (7.83%), 5. 
Malvidina (35,88%). Condiciones cromatográficas en el texto. Porcentajes relativos. 



37 

La señal de mayor intensidad (Pico 5) sirve para confirmar la presencia de maividina, 

que generalmente es la antocianina de mayor proporción reportada en uva de V. 

vinífera (4, 18, 19, 27, 31, 33, 60, 62). 

Comparando con enocianina 2, se observa una diferencia en la concentración de 

antocianinas, siendo necesaria una concentración 3 veces mayor de enocianina 2 para 

obtener señales (picos) similares a las de enocianina 1. También se puede observar 

diferencia en sus perfiles cromatográficos es decir, en enocianina 1 se observan 

únicamente a las antocianinas monoglucósido mientras que en enocianina 2 se 

presentan otras señales identificadas corno maividin-cafeoll-glucosido y malvidin-

cumaril-glucósido (picos 6 y 7 respectivamente). Comprobando con estos resultados, la 

hipótesis propuesta en la sección 3.1 es decir, que existe diferencia en la composición 

de los dos extractos comerciales (Figura 14). 

Figura 14. Análisis por CLAE por pares de Iones de Enocianina 2 (10 mg/m1). 1. 
Delfinidina (7.62%), 2. Cianidina (1.38%), 3. Petunidina (9.34%), 4. Peonidina (4.43%), 
5. Malvidina (17.55%), 6. Malvidin-cafeoll-glucósido (4.92%), 7. Maividin-cumaril-
giucósido (7.91%). Condiciones cromatográficas en el texto. Porcentajes relativos. 
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En el análisis de mosto 1 se observa una composición diferente a todas las demás 

muestras analizadas observándose una sola señal que tiene un area de 62% del total, 

en un tiempo de retención de 18,02 min. 

La Figura 15 muestra el análisis de mosto 2, identificándose los 5 monoglucósldos de 

antocianinas, asi como a los derivados de malvidina. Sin embargo, cianidina 

monosacárido se encuentra casi en la misma proporción que malvidina monoglucósido, 

aunque éste sigue siendo el principal componente, lo que verifica que las diferentes 

cepas dentro de V. vinifera tienen un perfil diferente, 

Figura 15, Análisis por CLAE por pares de iones de Mosto 2 (Petite Syrah), 1. 
Delfinidina (3.3%), 2. Cianidina (11.08%), 3. Petunidina (2,25%), 4. Peonldina (1.8%), 
5. Malvidina (16.77%), 6. Malvidin-acetil-glucósido (8.95%), 7. Malvidin-cafelol-
glucósido (3,9%), 8. Malvidin-cumaril-glucósido (3.7%). Condiciones cromatográficas 
en el texto. Porcentajes relativos. 

El extracto de uva no comercial (Figura 16) muestra el mismo perfil de antocianinas 

características de la uva sin embargo, no corresponde a las proporciones de Vifis 

vinifera es decir, malvidina monoglucósido (pico 5) no se encuentra en mayor 

proporción, en este caso es peonidina monoglucósido (pico 4) la que predomina. 

Además no aparece la señal de malvidin-acetil-glucosido, sino únicamente el de 

malvidin-cafeoil-glucósido (pico 6), asi como malvidin-cumaril-glucósido (pico 7). 
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Figura 16, Análisis por CLAE por pares de iones de Extracto de uva tinta no comercial 
1. Delfinidina (4.24%), 2. Cianidina (12.57%), 3. Petunidina (3.14%), 4. Peonidina 
(35.5%), 5. Malvidina (9,79%), 6. Malvidin-cafelol-glucósido (8.17%), 8. Malvidin-
cumaril-glucósido (5.26%). Condiciones cromatográficas en el texto. Porcentajes 
relativos. 

Bajo las mismas condiciones se analizaron las 4 fracciones obtenidas en la etapa de 

purificación (sección 3.1) de Enocianina 1 (Figura 17), observándose que atuve la 

mayor parte de antocianinas (63,7%) en la fracción 2. En la 4a fracción se observa una 

señal significativa que podría tratarse de los productos de la degradación de 

antocianinas debido a que el eluyente utilizado contiene 20% de ácido fosfórico. 
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Figura 17. Análisis por CLAE por pares de iones de las fracciones de Enocianina 1 
A. Fracción 1, B. Fracción 2, C. Fracción 3, D. Fracción 4. Condiciones de elución en la 
Tabla 4. 
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La Figura 18 muestra graficamente la composición relativa de antocianinas 

Identificadas en las cuatro fracciones obtenidas de la enocianina 1. 

Ar: Antocianinas monoglucósido 
B= Derivados asilados de antocianinas 
C= Otros (no identificados) 

Figura 18. Porcentajes relativos de las fracciones de Enocianina 1. 
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Con la metodología de purificación se buscaba obtener a cada antocianina 

individualmente sin embargo al analizar las fracciones la composición no fue la 

esperada. Lo que en realidad contiene cada fracción es una mezcla de todas las 

antocianinas presentes en el extracto, aunque concentradas en la fracción 1. 

La Tabla 9 resume los resultados de la composición de las fracciones de las muestras 

a las que se les aplicó el tratamiento. El comportamiento general observado es que la 

fracción eluida con acetonitrilo (fracción 1) concentra la mayor proporción de pigmentos 

y eluyen tanto los monoglucósidos como los derivados adiados en mayor cantidad. Lo 

que se observa en las fracciones 2, 3 y 4 es que terminan de eluir las antocianinas de 

la fracción 1 pues la concentración va disminuyendo. 

La Enocianina 1 y la muestra 14 presentaron un comportamiento diferente ya que 

concentran en la fracción 2. La Enocianina 2 concentra a las antocianinas 

monoglucósido en la fracción 2 y a los derivados adiados en la fracción 1. 
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Tabla 9. Composición de las fracciones obtenidas en la etapa de purificación, expresado en % relativos. 

FRACCION 1 (PORDINTAJES).. FRACCION 2 _PORCENTAJES). FRACCION 3 PORCENTAJES) FRACCION 

1MONG 

4 (PORCENTAJES) 

,..DER OTROS C. al T. MONG 	I DER 	...OTROS C ._afT. ..., ,9R OTROS al T. ,C 	„.1401/4G DER OTROS C. al T. 

ENOC 1 • 48 23 23 227 4.95 d Z12.51) .UY ........_45 14.0E 6 2.14 1.e 001 0.48d 476 0.88 0 386 p6 

ENOC 2 lielliM ,..2k2Z 13,01 27.44 42.61 15.7h 772 19.34 131 099 0.23 al» e 4.59 026 038 3.93 Pa 

MOSTO 2 75 = .25 ni\ 1.5.d 3323-d 16.15 3.52 3.24 9.35 e 2.62 173 0760.32 d 5.20 056 007 *56 pd 

EXT. UVA 441 	\ 12,01  9.55 -d 3139 27.45 222 1.6 	6 1.42 1.19 007 0.113 e 0.99 0.46 0.01 052 pe 

1 74:2N 948) 6276 1856 3.13 424 11.164 0.53 0.11 012 0294 445 0.18 043 3.85 pe 

2 7.111\ ..49161  24.23 31e1 7.16 7.55 15913 0.46 0.08 0.12 0.24 pe 

4 75 71*•\ jj11145i  32.62-d 17.33 467 7.41 525 a 075 02/3 034 0.12 e S96 0.49 067 4.8 pd 

10 82 - 	- \ 711175~.... _12.051  19.67 323 ase 1.18 0.47 10.15 2.71 7414 4 3.95 010 035 3 49 pc1 

13 73. 	• 71 1.1  1$/5/ 19.13 	20.54 ....L42 4.18 9620 0.13 006 0.02 0.05 d 5.29 003 525 pd 

14 	_ 73 20 1354 2.12 753-6 e"a 	_28.7.M1 7.a...,  i tos-0 , 74 40 15.61 2.72 	_13 07 -d 

C. al T. =contribución de esa fracción al porcentaje total ( que es la suma de las 4 fracciones) 
MONOG.= porcentaje de antocianinas con monoglucósidos 
DER. = porcentaje de derivados de malvidina 
OTROS= porcentaje de otras antocianinas no identificadas 
d= en cantidad despreciable, ya que son muchos picos pero muy pequeños y -d significa más o menos despreciable, es 
decir, que no son importantes para tomarse en cuenta. 
p.d= significa que son productos de degradación de la fracción, por el medio ácido manejado en la elución. 

La cantidad encerrada en una elipse representa la fracción de mayor contribución al total de las 4 fracciones. 
La que se encuentra en un arco arriba de la cantidad numerica representa la fracción con el mayor contenido de 
monoglucósidos y el arco por abajo de la cantidad significa la fracción con el mayor contenido de derivados de malvidin 
de las 4 fracciones de cada muestra. 
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Los resultados del análisis de los vinos tintos se resumen en la Tabla 10 y a 

continuación se ilustra el cromatograma de la muestra 14 que presenta el perfil de 

antocianinas de Vitis vinifera. 

Figura 19. Análisis por CLAE por pares de iones de la muestra 14. 1. Delfinidina 
(6.5%), 2. Cianldina (1.1%), 3. Petunidina (5.9%), 4. Peonidina (1.6%), 5. Malvid'na 
(35.3%), 6. Malvidin-acetil-glucósido (8.5%), 7. Malvidin-cafeoil-glucósido (2.4%), 8. 
Malvidin-cumaril-glucósido (3.5%).Condiciones cromatográficas en el texto. Porcentajes 
relativos. 

De las 9 muestras nacionales analizadas solo las muestras 8,13,14 y 16 presentaron el 

perfil completo de antocianinas. Las muestras 9,12, 15 y 16 presentaron una señal 

diferente al perfil esperado (Figura 20). Esta señal eluye a un tiempo de retención de 

27.5 min y se encuentra en una concentración significativa. Esta señal sugiere la 

presencia de antocianinas de uva híbrida o la posible adición de algún colorante 

aunque por la concentración encontrada es más probable que sea debida a la adición 

de colorante. Para verificar esto último se procedió a realizar la prueba de Arata en las 

muestras que presentaron dicha señal y cuyos resultados se encuentran en la sección 

3.3.2. 
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Figura 20. Análisis por CLAE por pares de iones de la muestra 15. 

El perfil de vinos importados se ilustra con la muestra 2 (Figura 21). En este caso como 

se muestra en la Tabla 10 están presentes las antocianinas monoglucósidos y los tres 

derivados de malvidina, variando su concentración y manteniendo el orden de elución 

esperado. 

Figura 21. Análisis por CLAE por pares de iones de la muestra 2, 1. Delfinidlna (4.6%), 
2. Cianidina (2.7%), 3. Petunidina (4.6%), 4. Peonldina (2.5%), 5. Malvidina (19.2%), 6. 
Malvidin-acetil-glucósido (8.5%), 7. Malvidin-cafelol-glucósido (4.7%), 8. Malvidin-
cumaríl-glucósido (3.2%) . Condiciones cromatográficas en el texto. Porcentajes 
relativos. 
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De las muestras importadas hubo una muestra que presentó la señal no identificada 

(trzi27.5 min) a pesar de que el nombre del vino indica que es de Cabernet, no 

especifica la variedad surgiendo la duda del origen de la uva y si es éste el factor que 

origina tal señal, sospechándose la posible adición de colorante, 

Dentro de las aplicaciones del perfil cromatográfico se cuenta principalmente con la 

verificación de la presencia de antoclaninas diglucósido en vinos tintos, con el fin de 

saber si pertenece a Villa vinftera sin embargo, se debe contar con los estándares de 

los mismos y más aún si es que se pretende la determinación sea para detectar esta 

adulteración, pues las señales observadas antes del grupo de antocianinas 

monoglucósido pueden ser antoclaninas diglucósido pero también fragmentos de 

moléculas de antocianinas. 

Otra aplicación del perfil cromatográfico es la autentificación de cepas es decir, la 

comprobación de la cepa que se declara en la etiqueta fue elaborado el vino. Por 

ejemplo, comparando los cromatogramas de las muestras 4, 8 y 13 se encuentra que 

pueden superponerse perfectamente por lo que en este caso podemos verificar que las 

tres se elaboraron a partir de la misma variedad. Aunque para certificar que se trata de 

Cabernet Sauvignon (declarado así en la etiqueta) se necesita de la cepa estándar , se 

hizo la comparación del perfil encontrado en este estudio que es el mismo que el 

publicado en la literatura (Figura 22) y se observa que tienen el mismo orden de 

elución y composición (Figura 23), 

Figura 22. Perfil publicado (30) de vino tinto de cepa Cabernet Sauvignon. 
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Figura 23. Perfil de muestra 4, declarado en la etiqueta que es varietal de Cabemet 
Sauvignon. 

En las dos últimas figuras (22 y 23) la asignación de identidades es 1. Delfinidina, 2. 

Cianidina, 3. Petunidina, 4. Peonidina, 5. Malvidina, 6. Malvidina acetil-glucósido, 7. 

Malvidina cateoil-glucósido y 8. Malvidina cumaril-glucósido. 

De acuerdo al perfil obtenido en las muestras analizadas, se pudo observar que el 

mosto de uva Petite Syrah y las muestras de vino 1-6, 8,13 y 14 tienen el perfil 

completo de antocianinas y se encuentran en las proporciones establecidas de Vilis 

vinifera. Mientras que el extracto de uva tinta no comercial presentó el perfil de uva, 

pero no en las proporciones de Vitis vinifera. 

Las muestras 10 y 11 no presentan a todas las antocianinas esperadas (Tabla 10), 

debido probablemente a su degradación. Las causas de tal degradación pueden ser 

diferentes es decir, se podría atribuir a la edad del vino o bien, a condiciones 

deficientes de almacenamiento, lo que se pudo comprobar con el análisis 

espectrofotométrico aplicado a todas las muestras. Los resultados de éste análisis se 

describen en la siguiente sección. 

Finalmente, las muestras 7, 9, 12, 15 y 16 presentaron un perfil diferente, con una 

señal da gran concentración, que hace suponer la posible adición de colorantes 

artificiales, por lo que se practicó la prueba de Arata que es especifica para comprobar 

tal adición. 
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Tabla 10. Porcentaje relativo del contenido de antocíaninas en cada muestra. 

OP Cy ei Pn 9Av 30•14v. 

acc..e9 

351.1Y. 

~id 

40111v- 

ca/n/ 

27" 

-e 

A.A.I. 

-• 

AP.0 S.Tatid Color Ano de cosecha 

Enocianirr 1 18.3 5 07 18 43 7.83 35198 1.3 2.5 4.69 90 90 Morado 

Enocianina 2 4.47 1.18 5.96 1.83 11.10 5 65 935 5.9 r  464 464 Morado 

Monto 2 3.30 11.04 2.25 1.8 1877 8.95 3.9 3.90 51_7 51.7 caf•-nao Sep. 1994 

E6 u99 4_24 1257 314 35.5 979 8.17 926 73 97 7837 Roto carera 1995 

1 491 225 3.24 3.28 933 313 3.54 1.64 3262 32.02 cafemaranja 1989 

2 4.61 2.88 437 23 19.16 4.52 4.71 3.18 49.91 49.91 café-n9 1992 

3 2.37 2132 445 20.17 0.98 312 539 333 36.5 café-na90,ja 1992 

4 3.14 2.25 7_82 1 58 24.93 1964 9.86 3.42 e8.50 8636 rolo 1938 

5 5.33 1.89 8.75 5.14 22.38 1.43 330 099 47.51 47.51 	- r0)8 1992 

6 1.86 1.48 4.12 196 18.07 4.66 5.08 319 40.9 409 rolo 1992 

7 089 0.45 104 030 1133 289 389 498 33,50 25.39 33.90 5927 roo 1933 

6 4.18 173 375 204 184 569 4.07 6.59 44.43 443  top 1992 

9 2.09 1 91 82.7 3.97 52.7 58 87 "naranja 6 anos da c. 

10 3.36 136 5.33 4 22 9.47 2.09 ...a:193 23193 calé-rojo 1987 

11 605 1.88 9.16 4.33 436 2.48 28.213 7836 calé-rmanjo recién comprado 

12 057 227 0.90 4072 374 *172 44.46 ,_calé.naranpi 8 anos de c 

13 240 0.78 246 1.97 871 594 5.28 1.92 2934 29 04 .0 recién comprado 

14 2 47 108 507 1.64 29.11 12.4I6 3.41 5.11 60.55 60.35 ~, ~LA recién comprado 

recién comprado 

recién comprado 

15 0206 4.83 73.77 483 7377 78.60 morado 

18 293 	_1.75 284 	_ 2_91 998 2.94 	3523 220 42 	_._ 2935 	_. 4232 71.56 	_o» 

Monoglucósidos: Dp= delfinidina; Cy= cianidina; Pt= petunidina; Pn= peonidina; Mv= malvidina 
30' Mv-ace-gl= malvidin-acetil-glucósido. 
35' Mv-caf-gl= malvidín-cafeoil-glucósido. 
40' Mv-cum-gl= malvidin-cumaril-glucósido. 
A.A.I.= Aporte de antocianinas identificadas, que incluyen a los monoglocósidos y los derivados de malvidina. 
A.P.D.= Aporte del pico desconocido (tiempo de retención en 27'). 
S.Total= suma de A.A.I y AY.D. 
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3.3.1 Determinación del Color de los Vinos 

Al hacer una inspección visual del color de las diferentes muestras (Tabla 3) se 

encontró una marcada diferencia entre las mismas. Siendo las antocianinas los 

pigmentos responsables del color de los vinos tintos, se esperarla que a mayor 

cantidad de antocianinas, mayor es la Intensidad del color sin embargo, se debe 

tomar en cuenta la edad del vino, ya que el factor tiempo es sumamente 

importante. Como se ha explicado en los antecedentes, las antocianinas sufren 

cambios desde la sulfitación, después en la maduración y finalmente en el 

almacenamiento. Además de que la forma en que se lleva a cabo la extracción de 

antocianinas puede variar en la práctica para la elaboración del vino. Este último 

parámetro se desconoce y no hay manera de suponerlo, por lo que se trabajó con 

la hipótesis de que todas las •muestras analizadas se elaboraron con el mismo 

método, así como el tratamiento de estabilización fué el mismo para todas las 

muestras y así poder hacer válida la comparación. 

Para cada muestra en estudio se corrió el espectro de absorción en la región del 

visible y con los datos de cuantificación relativa obtenida por CLAE en pares de 

Iones se trató de establecer una relación entre el contenido de antocianinas y el 

color del vino. 

Como se puede observar en la Tabla 10, la muestra 1 tiene 6 años desde que la 

uva fue cosechada y convertida en vino. El color observado va de acuerdo a su 

edad y al bajo contenido de antocianinas, lo que es confirmado por su espectro 

(Figura 24) que comparando con la Figura 5 cae perfectamente dentro de la 

clasificación de vinos entre 1 y 10 años, pues la curva se torna en forma de 

hombro en lugar del máximo bien definido. 
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La muestra 4 si tiene perfectamente bien definido su máximo en 520nm (Figura 

25) que concuerda con el color de la muestra y el alto contenido de antocianinas. 

Sin embargo, este vino es un año mas viejo que la muestra 1 (anteriormente 

expuesta) por lo que la diferencia de color debido a la cantidad de antocianinas 

en cada caso hace suponer mejores condiciones de almacenamiento en el vino 

californiano que en la muestra 1. 

Figura 25. Espectro en la 

región del visible de la muestra 

4. 
1,1,011. fla nr.d.(1".) 
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La muestra 11 tiene un contenido bajo de antoclaninas, descrito ya en el análisis 

por CLAE, que revela un perfil incompleto de antocianinas. Visualmente presenta 

un color café naranja que va de acuerdo a su espectro (Figura 26) sin embargo, el 

vino es de compra reciente, lo que descalifica la degradación de antocianinas por 

la edad del vino, Estos resultados hacen entonces suponer que las condiciones 

de almacenamiento de este vino fueron malas. Para verificar esta evaluación se 

puede recurrir a la Información que brinda la botella es decir, el vino estaba 

envasado en vidrio transparente, cerrado con lámina plastificada, y con escasa 

información en la etiqueta, lo que confirma la evaluación antes hecha, 

En las muestras 9, 7, 12, 15 y 16 se observaron resultados muy diferentes de las 

muestras restantes. 

Muestra Color Año de cosecha % Relativo de 
Antocianinas 

% Relativo del pico 
no identificado 

15 morado recién comprado 78.60 73.77 
12 caté•naranja 6 años de comprado 44.46 40.72 

9 caté•naranja 6 años de comprado 56.67 52.70 
7 rojo 1993 59.27 33.90 

18 rojo recién comprado 71.58 42.32 

En la muestra 15, el alto contenido de antoclaninas encontradas por 

cromatografia de líquidos va de acuerdo al color intenso y brillante del vino, así 
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como con su edad relativa. Sin embargo, del 78.6% que tiene como suma total de 

antocianinas, el 73.7% lo aporta la señal con un tiempo de retención de 27.50 

min. El aporte del resto de antocianinas es sólo del 4.8%. En el espectro de la 

región del visible se puede observar el máximo a 520 nm perfectamente definido, 

pero además un máximo en 627nm, lo que no sucede en las demás muestras 

analizadas (Figura 27). 

Figura 27. Espectro de absorción de muestra 15. 

Las muestras 9 y 12 tienen caracteristicas similares de color (café-naranja) que 

va de acuerdo a la edad aproximada de su elaboración. Sin embargo el contenido 

de antocianinas no es tan bajo, lo que podría indicar buenas condiciones de 

almacenamiento. Pero al igual que en el caso de la muestra 15, el aporte de una 

sola señal (tr= 27.54 mM) es del 52% en la muestra 9 y 40% en la muestra 12 y 

en ambos casos la contribución de las demás antocianinas es del 4% 

aproximadamente. 

Finalmente, en las muestras 7 y 16 se observa un color rojo brillante que 

concuerda con la edad del vino y el relativamente alto contenido de antocianinas. 

El espectro de absorción muestra el máximo a 520nm muy bien definido 

justificando el color observado. Sin embargo, la contribución del pico no 
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identificado aporta el 33,9% en la muestra 7 y el 42.3% en la muestra 16 de las 

antocianinas totales, pero a diferencia de los casos anteriores, el aporte de las 

antocianinas restantes es del 25.37% y 29.2% respectivamente. 

Se debe remarcar que la relación del color entre el contenido de antocianinas y la 

edad del vino puede servir para la evaluación de las condiciones de 

almacenamiento de un vino y servir esto .como parámetro de calidad, Sin 

embargo, para emitir tal juicio es necesario partir de condiciones conocidas y 

estandarizadas, por ejemplo, poblaciones que hayan tenido el mismo proceso de 

extraccion de antocianinas (tenovinificación, fermentación con maceración, 

vinificación continua, autovinificación, etc.), así como saber el método y tiempo de 

estabilización (acabado del vino) y si tuvo crianza y cómo, lo que abre otra ruta 

complete de investigación amplia e interesante. 

Es interesante hacer hincapié en que aunque las 5 muestras sospechosas de 

tener colorante artificial presentan la señal en un tiempo de retención muy 

parecido, es muy posible que no se trate del mismo colorante, ya que cada 

muestra tuvo un color diferente. 

Por los resultados anteriores se practicó la prueba de Arate, a las muestras 

7,9,12,15 y 16 para la determinación de colorantes artificiales en vinos y cuyos 

resultados se explican en la siguiente sección. 
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3,3.2 Prueba de Anta 

Las muestras 7, 9, 12, 15 y 16 se corrieron junto con un testigo, como se describe 

en la Tabla 13. 

Tabla 13. Distribución de las muestras. 

Muestras 
Testigos 15 12 9 7 16 

14 x x x x x 
4 x x 
2 x x 

La elección de testigos fue en base a los resultados obtenidos en los 

cromatogramas de las muestras con mejor perfil de antocianinas. Se trató de 

comparar las muestras nacionales con testigo de origen nacional, de igual forma 

para la muestra importada. 

La única muestra do vino que presentó resultados francamente positivos fue la 

número 15, pues la lana cruda se tiñó de un color rosa mexicano bien perceptible. 

Las muestras restantes quedaron dudosas, ya que el color adquirido no fue rojo 

sino diferentes tonos de café. Sin embargo, esto pudo ser debido a que no se 

adicionó el mismo colorante. Se practicó la prueba también al mosto 1 (por el 

perfil obtenido) sin embargo también se obtuvo lana de color café. 

Conjuntando los resultados de cada muestra, la interpretación es que en las 

muestras 7, 9, 12 y 16 probablemente fueron adicionadas de algun colorante pero 

partiendo de uva para su elaboración, ya que las muestras 9 y 12 presentan el 

perfil esperado de antocianinas además de la señal no identificada (27.5 min). 

Mientras que en las muestras 9 y 12 se observa en sus espectros que las 

antocianinas ya fueron degradadas y por eso es que no se observa su presencia 

en el análisis por cromatografia de Ilquidos. Finalmente, en la muestra 15 es 

francamente dudosa su elaboración a partir de uva, sugiriendo por los resultados 

que es una mezcla artificial de los componentes del vino. 
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4. CONCLUSIONES 

1. De acuerdo a los resultados del análisis por CLAE por pares de iones de las 

fracciones obtenidas por Extracción en Fase Sólida se puede conduir que este 

método no es adecuado para la separación individual de cada antocianina. 

Sin embargo es un tratamiento preliminar que puede eliminar azúcares y 

ácidos y permite concentrar a las antocianinas utilizando acetonitrilo como 

eluyente. 

2. En la determinación de antocianinas por CGC-AT el derivado silanizado 

formado con HMDS/TMCS (reportado por Bombardelli) presentó problemas de 

estabilidad por lo que se sugiere el cambio de reactivos silanizantes, siendo 

una alternativa formarlo con trimetilsilil imidazol. 

3. No se logró reproducir la reacción de hidrólisis de antocianinas por lo que se 

sugiere la optimización de condiciones para llevar a cabo ésta reacción. Seria 

recomendable dejar más tiempo la reacción para asegurar el rompimiento de la 

molécula, que sumado a un derivado más estable (como se mencionó en el 

inciso anterior) se deben mejorar los resultados. 

4. No fue posible realizar el análisis de antocianinas por CG/EM por contar con 

un detector másico que no detecta adecuadamente valores arriba de 600 m/z, 

pero teniendo los estándares o un equipo de mayor resolución de masas es 

factible obtener resultados confiables. 

5. La columna utilizada para el análisis de antocianinas por CLAE en fase 

inversa fue la misma que por CLAE por pares de iones, lo que sugiere que al 

introducir el contra-ion y aumentar el pH se estabilizó la columna, obteniendo 

buenos resultados, lo cual no fue posible con fase inversa. 

6. Se obtiene una buena resolución y repetibilidad en el análisis de 

antocianinas con la metodologla establecida en CLAE por pares de iones. 

7. El orden de elución de las antocianinas monoglucósido por CLAE por pares 

de iones es el mismo que el reportado en la literatura para CLAE en fase 

inversa: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina. 
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8. Las muestras 1 al 6, 8, 13, 14 y mosto 2 presentaron el perfil caracteristico 

de Vitis vinifera, aunque para asegurar que no contiene antocianinas 

diglucósido (o verificar en qué concentración) se necesita de los estándares y 

más aun si es que se pretende que este parámetro se proponga en la NOM 

para vinos tintos. 

9. El perfil de mosto 1 sugiere una composición diferente de todas las 

muestras analizadas presentando una sola señal de gran concentración. De 

acuerdo al perfil cromatográfico conocido, esta señal no podía ser debida a 

antocianinas, por lo que sugirió la adición de colorante artificial al vino. Sin 

embargo la prueba de Arate para colorantes artificiales dió negativa. 

10. En la muestra 15 pudo comprobarse la adición de colorante artificial, 

mientras las muestras 7, 9, 12 y 16 tuvieron resultados dudosos de la prueba 

de Arate, aunque pudo ser debido al uso de otro tipo de compuesto. 

11. El método propuesto permite el análisis de antocianinas en vino tinto 

proporcionando un perfil característico que permite identificar y distinguir a las 

antocianinas más comunes y diferenciar por medio de éste a diferentes cepas, 

12. El perfil cromatográfico mostró ser útil en la comparación de los perfiles de 

Cabernet Sauvignon, por lo que formando una "biblioteca' de perfiles de cepas 

certificadas se podría utilizar en la determinación de autenticidad de las cepas. 

13. El conocimiento del perfil de diferentes frutos ayudará al aislamiento de 

diferentes antocianinas que podrán ser utilizadas como estándares. 

14. Seria Interesante hacer una evaluación sensorial conjunta de los vinos 

tintos, ya que la muestra 15 tenla un color, sabor y aroma diferente al resto de 

las muestras, sugiriendo una mezcla artificial de los componentes del vino. 

15. Con el estudio por CLAE por pares de iones y UV-Visible se pudo 

determinar si la edad del vino (el año de la cosecha declarado o aproximado) 

iba de acuerdo a su contenido de antocianinas así como evaluar por medio de 

estos resultados la calidad del almacenamiento del vino, 
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ANEXO 1 

Chaoter 1- Food and Druq Administration (65) 

§ 73.170 Grape Skin Extract (Enocianina) 

1. Identidad: El aditivo Grape skin extract (Enocianina) es un líquido púrpura-

rojo preparado de la extracción acuosa de la torta desemillada remanente 

después de su prensado, para producir jugo o vino. Contiene los componentes 

comunes del jugo de uva, nombrados como antoclaninas, ácido tartárico, 

Caninos, azúcares, minerales, etc. pero no en las mismas proporciones que se 

encuentran en el jugo. Durante el proceso, se adiciona dióxido de azufre y 

muchos de los azúcares extraidos se fermentan para producir alcohol. El 

extracto es concentrado por evaporación con vacío, durante el cual el alcohol es 

removido por completo. Una pequeña cantidad de dióxido de azufre puede estar 

presente. 

Típicamente, grape skin extract tiene una gravedad especifica de 1.13 g/m1 a 

20°C, un contenido de sólidos de 28-32 °Brix (+/- 3°), a pH de 3 la fuerza del 

colorante es cerca del 1.25% (medido a 520 nm en buffer de citratos a pH de 

3.0). Grape skin extract se encuentra disponible deshidratado, teniendo un 

poder de color de 3 a 4 veces mayor que el del liquido. 

2. Mezclas del colorante para uso alimentario con grape skin extract 

(Enocianina) puede contener solo los componentes antes listados como seguros 

y convenientes como aditivos de color. 

Especificaciones. Grape skin stract tiene las siguientes especificaciones: 

Residuos de pesticidas: no mayor que lo permitido en o para uvas en la 

reglamentación promulgada en la sección 408 de FDA. 

Plomo (como Pb): no más de 10 ppm 

Arsénico (como As): no más de 1 ppm 

Usos y restricciones: Grape skin extract puede se usado sin peligro como 

colorante, sin embargo en bebidas carbonatadas y base de bebidas, y bebidas 

alcohólicas catan sujetas a las siguientes restricciones: 



58 

1. No puede ser usado para colorante de alimentos para los cuales los 

estándares de identidad hayan sido promulgados en la sección 401 del actual a 

menos que sea autorizado como colorante. 

2. El uso en bebidas alcohólicas a menos que esté de acuerdo con lo interino 

de las partes 4 y 5 del titulo 27 CFR. 

Requerimientos de etiquetado. La etiqueta de colorante y de las mezcla hechas 

con él solo o en parte con propósitos de colorear estan conformados en la 

sección §70.25 de este capitulo, El nombre usual de este aditivo es grape skin 

extract seguido, si se desea, de Enocianina. 

Excepción de certificación: La certificación de este aditivo de color no es 

necesaria para la protección de la salud pública, por lo que queda exento de la 

certificación requIsitada en la sección 706(c) del actual. 

Clasificación por la Comunidad Europea (EC) Colorantes permitidos (66) 

E1113 	Antocianos (Schulz 1394 y 1400) 

Origen. 	Pigmentos naturales de plantas -E163(a) Cianidina (rojo); 

E163(b) Delfinidina (azul); E163(c) Malvidina (morado); E163(d) 

Pelargoidina (marrón rojizo); E163(e) Peonidina (rojo obscuro); 

E163(f) Petunidina (rojo oscuro), Todos estos pigmentos 

están presentes en la savia de las células de muchas flores, frutos 

tallos y hojas. 

Función. 	Colorante para alimentos 

Efectos 
adversos. No se conoce ninguno 
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Composición media de la uva tinta (16). 

Componente Porcentaje 
Pulpa 83-83.5 

agua 78 
azúcares 20 
ácidos orgánicos 1.5 
ácidos libres 0.25 
minerales 0.20 
materia colorante 0.05 

Pepitas 3.5-4.0 
agua 27-39 
leñoso 45-48 
pisas 4-10 
ác. volátiles 0.5-1 
materia resinosa 1.3-2 

Hollejo 8-9.6 
agua 84-78 
leñoso 20-32 
tanino 0.15-4.23 
ác. libres 1-1.3 
minerales 
materia colorante 
bitartrato de k 

1-2 

0-1 
Raspón 3.5-5 
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Composición del zumo fresco de uva (16,20) 

Componen% Porcentaje 
Agua 70 - 85 
Hidratos de Carbono 15 - 25 

glucosa 8 -13 
fructuosa 7.12 
pentosas 0.08 - 0.2 
pectina 0.01 - 0.1 
inositol 0.02 - 0.08 

Acidos Orgánicos 0.3 - 1.5 
tartárico 0,2 -1 
maco 0,1 - 0.8 
cítrico 0.01 - 0.05 

Taninos 0.01 - 0.10 
Antocianinas 0.04-0.5' 
Compuestos 
nitrogenados 

proteína 

0.03 - 0.17 

0.001 - 0.01 
amina 0.017 - 0.11 
humina 0.001 - 0.002 
amida 0.001 - 0.004 
amoniaco 0.001 - 0.012 
residuos 0.01 - 0.02 

Compuestos minerales 0.3 - 0.5 
aluminio T - 0.003 
boro T - 0.007 
calcio 0.004 - 0.025 
cloruros 0.001 - 0.010 
cobre T - 0.0003 
hierro T - 0.003 
magnesio 0.01 - 0.025 
manganeso T - 0.0051 
potasio 0.15 - 0.25 
fosfato 0.02 - 0.05 
rubidio T - 0.001 
ác. salicilico 0.0002 - 0.005 
sodio T - 0.020 
sulfatos 0.03 - 0.035 

T= trazas 

61 

* 22 
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