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INTRODUCCION

En la actualidad existe un creciente interés a nivel mundial por el desarrollo de productos de
origen natural, capaces de detener o inhibir procesos oxidativos asociados a diferentes
alteraciones de la salud, en el cual los compuestos fendlicos arrojan resultados prometedores en
cuanto a su accion como antioxidantes. Los estudios realizados a compuestos fendlicos han
comprendido diversos tipos de matrices entre las que se encuentran principalmente las plantas.
Dichos estudios se han dirigido igualmente hacia el desarrollo de técnicas analiticas que
permitan el analisis simultaneo de diferentes clases de analitos en tiempos reducidos (Casares,

2010).

México cuenta con mas de 200 variedades de vinos entre tintos, blancos, rosados y espumosos,
elaborados con la mas moderna tecnologia y con la mano experta de endlogos profesionales que
cultivan en zonas vinicolas de Baja California, Coahuila, Querétaro, Zacatecas y Aguascalientes
principalmente. Los vinos mexicanos en los tltimos afios han logrado un mayor prestigio debido
a la gran cantidad de premios obtenidos a nivel internacional, por lo que México ha aumentado

su consumo (Casares, 2010).

El vino tinto que sera el tema de estudio, tiene uno de los efectos mas beneficioso que tiene un
vino debido a que en su elaboracidn se incorporan semillas y piel de las uvas, repercutiendo en
las altas concentraciones de compuestos fendlicos y en conjunto con la presencia de elementos
metalicos, las cuales seran las caracteristicas utilizadas como descriptores de la zona geografica
de origen, tipo de uva y casa vitivinicola. Las propiedades como el sabor, olor y otras
capacidades sensitivas varian dependiendo de las caracteristicas ya antes mencionadas.
Igualmente dichas caracteristicas son de gran relevancia en la accion de enfermedades
cardiovasculares, cancer y otras enfermedades degenerativas, que es la principal preocupacion
de la salud publica mundial. Debido a este gran efecto que tiene, es muy importante realizar un
estudio para caracterizar los vinos tintos, en especial de los diversos tipos varietales mexicanos,
ya que no existe una amplia gama de informacion, ni publicaciones acerca de la caracterizacion
de los polifenoles que contienen, ni estudios sobre la utilizacion de marcadores que permitan su

clasificacion y que pudieran ser utilizados para confirmar su autenticidad.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo se centr6 en el desarrollo de un nuevo método analitico por
Electroforesis Capilar para la determinacion de los polifenoles presentes en 16 muestras de vinos
tintos mexicanos monovarietales de la zona de Baja California, Coahuila y Querétaro.
Inicialmente se utilizaron 2 métodos espectrofotométricos para la medicion total de la
concentracion de fenoles (Follin-Ciocalteu) y la actividad antioxidante (DMPD), con la
finalidad de tener una idea general de la magnitud su contenido en los vinos tintos estudiados.
Posteriormente se utilizo la técnica de Electroforesis Capilar para llevar a cabo la identificacion,
separacion, y cuantificacion individual de los compuestos fenolicos presentes en las muestras.
Para tal fin se desarroll6 el método analitico, donde se estudiaron parametros como el pH, la
concentracion del buffer y/o la adicién de modificadores orgénicos. La identificacion certera de
cada polifenol se realiz6 en base a los tiempos de migracion, la adicion de estdndar del polifenol
sospechoso a la muestra donde se observd el claro crecimiento de la sefial y confirmacion
mediante la comparacion del espectro de absorcion del pico obtenido con la del estandar.
Adicionalmente se determind la presencia de elementos metalicos mediante técnicas de ICP-
OES y EAA obteniéndose la concentracion de cada uno en las muestras, con el fin de observar
las diferencias y concluir si dichos resultados dan informacion acerca de la influencia de la
composicion de la tierra de cultivo (“terrufio”) en la composicion elemental de los vinos

obtenidos de éstas localidades.

Los vinos tintos estudiados presentaron un contenido de compuestos fendlicos de entre 25.43 a
140.55 mg/L de 4cido galico y una actividad antioxidante de entre 10.26 a 22.58 mg equivalentes
de Trolox por cada 100 mL de Vino. El compuesto fenolico identificado en todos los vinos de
estudio fue el tirosol, siendo los vinos procedentes de Baja California los de mayor presencia de
compuestos fenolicos (sumatoria de la concentracion de cada polifenol individual), siguiéndole
Coahuila y finalmente Querétaro; mientras que el 4cido gentisico y acido cindmico fueron
fenoles caracteristicos de vinos de Baja California. Cabe hacer mencion que en la determinacion
de fenoles totales por Folin-Ciocalteu, los vinos de Coahuila son los de niveles mas altos,

mientras los de Baja California y Querétaro se pueden considerar en niveles iguales. Esto indica



que en los vinos de Coahuila existen otras fuentes de compuestos antioxidantes que al parecer
generan resultados de altos niveles debido a la reaccion poco selectiva de Folin-Ciocalteu y
esto coincide con los altos niveles de actividad antioxidante presentados por los vinos de éste
estado. Con respecto a los elementos metalicos se observo que en la zona de Baja California el
azufre (S) y fosforo (P) son caracteristicos, mientras que los vinos de Querétaro pueden
identificarse por sus contenidos significativamente bajos de P, S, Mn, V y una concentracion

alta de Cu.

Otro objetivo de este trabajo fue aportar nuevas metodologias para facilitar la tipificacion de
muestras de vino mexicano de las cuales no existen estudios publicados, realizdndolo con la
ayuda de herramientas quimiométricas, las cuales permiten analizar diferentes datos quimicos
y en base a los mismos realizar dicha clasificacion. La informacion obtenida permitira conocer
un posible comportamiento de la muestra y por lo tanto poder predecir su procedencia y/o
variedad. Ademads al tener una clasificacion de un producto es posible identificar si alglin otro
producto cumple o no con la tendencia establecida y asi ofrecer una posible herramienta para

detectar fraude (autenticidad) en la industria del vino mexicano.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Proponer un método de clasificacion de vinos tintos mexicanos provenientes de los estados de
Baja California, Coahuila y Querétaro, combinando la informacion obtenida (fenoles totales,
capacidad antioxidante, tipo y concentraciéon de cada polifenol y los elementos metalicos)
mediante las técnicas de espectrofotometria UV-Vis, Electroforesis Capilar y Espectroscopia de
Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo, a fin de evaluar los resultados
mediante técnicas Quimiométricas para determinar la localidad y/o tipo de uva usada en los

mismos y asi aportar informacion valiosa sobre su autenticidad.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los parametros quimicos: Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante de los
diferentes vinos tintos mexicanos por Espectrofotometria UV/Visible, utilizando los

métodos de Folin-Ciocalteu y DMPD respectivamente.

e Establecer las condiciones dptimas de trabajo para llevar a cabo la separacion, identificacion
y cuantificacion de los diferentes compuestos fenolicos presentes en las muestras de vino

tinto, mediante la técnica de Electroforesis Capilar.

e Identificar y cuantificar los elementos metéalicos presentes en las muestras de estudio
mediante las Espectroscopias de Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento Inductivo

y de Absorcion Atdmica. .

e Utilizar la informacion obtenida por las técnicas mencionadas y procesarla mediante
técnicas Quimiométricas, con el fin de encontrar conclusiones sobre el origen (localidad)
y/o variedad de uva usada y concluir si aporta informacidn valiosa sobre la autenticidad del

vino.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 EL VINO

Desde el momento en que se planta una vifia, todos los factores que lo rodean, desde su variedad
hasta aspectos mas generales como las condiciones climaticas o las practicas viticolas, hacen de
cada uva unica y especial. Solo de uvas con caracteristicas Optimas se puede obtener un vino
que se diferencie del resto. Desde hace muchos afios se ha intentado remarcar esa diferencia y

asegurar la procedencia del vino al consumidor.

Las caracteristicas que diferencian los vinos, provienen de las propiedades de muchos
compuestos presentes en el vino. Algunos de ellos proceden de la misma uva, pero otros son
generados durante el proceso de vinificacion. En los tltimos afios, han surgido numerosos
trabajos de investigacion con la finalidad de poder diferenciar y clasificar vinos. En algunos de
ellos se unen técnicas analiticas junto a la Quimiometria para el andlisis de elementos en el vino
(Fabani, y otros, 2010), metales absorbidos del suelo por parte de la uva (Fabani, Vazquez, Diaz,
& Wunderlin , 2009) o el analisis de monoterpenos presentes en la uva (Rocha, 2007). Aunque
mas recientemente se ha comenzado otras técnicas como la RMN y Quimiometria, con la
finalidad de obtener una informacion mas completa de un vino. Trabajos de este tipo se han
llevado a cabo para clasificar vinos en Corea (Son, 2009) y en China (Du, 2007). El principal
interés se ha centrado en poder diferenciar vinos de diferentes denominaciones de origen,
basandose en el contenido de elementos absorbidos del suelo (Moreno & Gonzalez-Weller,
2008) (Aceto, 2002). También en distinguir distintos tipos de vinos (Ferndndez, 2006) y

variedades de uva, (Gonzalez, 2010).

Si bien los vinos mexicanos no se distinguen por ser producidos en grandes cantidades, como

los franceses o los espafioles, si se puede decir que cumplen con dos premisas fundamentales:

5



en primer lugar, satisfacen plenamente la demanda nacional y aiin se exportan a unos 30 paises,
en segundo, han ganado mas de 350 premios internacionales de gran prestigio (Sanchez, 2013),
lo que habla muy bien de su calidad, la cual proviene de la tierra adecuada y las uvas de buena

cepa (Zona Norte, 2015).

Es necesario resaltar que en ninguno de los casos descritos en la bibliografia, ha sido realizada
la clasificacion para vinos de origen mexicano, por lo que estudios al respecto contribuiran en
gran manera en la autenticidad de los productos mexicanos, asi como en la diferenciacion con
el tnico vino mexicano con denominacion de origen que son los del valle de parras en Coahuila

(México campo adentro, 2015).

1.1.1 Historia del Vino

El vino, del latin, es el licor alcohdlico que se obtiene del zumo de la uva exprimida y
fermentada. Algunos autores sitiian los origenes de la vid en Asia Central, mientras que en otros
aseguran su origen es europeo. Lo que si se puede afirmar, es que el vino era conocido por todos
los pueblos antiguos. La revelacion del proceso de esa elaboracion se atribuye a Osiris entre los
egipcios y a Dionisio entre los griegos. Por su parte, los hebreos afirman que Noé¢ fue el primero
en cultivar la vid. Los romanos heredaron la aficion al vino de los griegos gracias a las vifias

plantadas por los etruscos (Garritz, 2011).

La viticultura debe su mayor desarrollo a la propagacion del cristianismo, por ser necesario para
la celebracion de la misa. Durante la Edad Media la elaboracion del vino fue un menester
importante en los monasterios. Cada uno poseia su propio vifiedo de donde se extraian los vinos
litargicos. Asi junto al caracter religioso, el vino ha tenido desde la antigiiedad un gran valor

politico (Cedron Fernandez , 2014).

México es un importante productor de vinos pero escaso consumidor de ellos, es el mas antiguo
fabricante vinicola de América. Sus origenes se remontan desde la época precolombina en la
que los indigenas utilizaban la vid para hacer una bebida a la que agregaban frutas y miel. La

historia de la viticultura mexicana inicio en el siglo XVI con la llegada de los espafoles al Nuevo



Mundo y por consiguiente de la Vitis viniera debido a que era fundamental en su dieta cotidiana
y en las celebraciones eucaristicas, ademas que es la especie mas apropiada para la elaboracion
de vinos de calidad, a diferencia de la Virus rupestres, vitis labrusca y Vitis barlandieri que eran
utilizadas por las poblaciones locales antes de la llegada de los espafioles (Hernandez Vega,

Mendoza Tolentino, & Conde Pérez, 2011).

El vifiedo de la Nueva Espafia se extendi6 a partir de la capital del virreinato hacia las regiones
septentrionales, Baja California y Sonora. Los vifiedos de la provincia de Puebla de los Angeles
(Huejotzingo y Tehuacan) fueron reconocidos por el virrey. Al adaptarse esta vid se volvieron
lo suficientemente productivas para la elaboracion de vino y aguardiente, razén por lo que poco
a poco dej6 de ser utilizado solamente en misas, por los reyes y la gente de poder. Al darse
cuenta de esto, la corona espafiola prohibi6 la siembra de mas vifias en México permitiendo solo
utilizar las ya existentes por el temor de que se volviera competencia para el vino peninsular.
Los misioneros se negaron a acatar esta disposicion y continuaron difundiendo en pequefia
escala la elaboracion del vino con fines sacramentales (Hernandez Vega, Mendoza Tolentino,

& Conde Pérez, 2011).

Posteriormente el desarrollo vinicola se detuvo como resultado de la guerra de Independencia y
después la pérdida de los territorios del norte ocasiond que las hectareas del vifiedo mexicano
se redujeran. En 1917 los vinos mexicanos empezaron a producirse seriamente, pero el vino
mexicano carecia de personalidad por factores como la insuficiencia de conocimiento de la

vinicultura, la utilizacion de equipo defectuoso y la seleccion de variedades de uva.

Afos después la produccion y consumo del vino en México prosper6 debi6 a la influencia que
los espafioles ejercieran en la poblacion local, provenientes de la migracion que ocasiono la
guerra civil en Espafia. La industria local elaboraba sustitutos que trataban de imitar las
caracteristicas de los vinos espafioles, logrando su equilibrio entre los vinos nacionales y los de
importacién. Un afio notable para la industria del vino en México fue 1984, ya que 15 de las
mas importantes empresas productoras de vino formaron la Asociacion Nacional de
Vitivinicultores y en los siguientes 6 afios se afiliaron 14 compaiiias mas. Posteriormente

durante la década de los 90°s se inici6 una nueva etapa para el consumo de los vinos en el pais,



las principales empresas productoras de brandis aumentaron la elaboracion de vinos de mesa
como respuesta a las medidas creadas por el gobierno para disminuir el consumo de bebidas
alcohdlicas. Aunado a esto, la calidad de los vinos de vinificacion y la integracion de los
procesos de la ciencia enologica moderna (Hernandez Vega, Mendoza Tolentino, & Conde

Pérez, 2011).

Para 1980 la Oficina Internacional del Vino eligié a México como sede para la celebracion de
su asamblea anual lo que significé que el resto del mundo comenzaba a reconocer al pais como
un reciente productor de vinos. En esta misma década de crisis econdmica provoco problemas
en la importacion de mercancias trayendo como consecuencia un favorable anuncio al consumo
de vinos nacionales como sustituto de los productos extranjeros para los residentes ya
aficionados al vino. Lamentablemente esta condicion positiva durd poco ya que al reabrirse las
fronteras como consecuencia de los tratados de libre comercio con América del Norte y Chile
se empezaron a comercializar vinos extranjeros en forma amplia e indiscriminada, lo que obligd
al cierre de mas de 50 compaifiias productoras de vino por la falta de apoyo por parte de las
autoridades mexicanas, aunque ahora se sabe que la verdadera razon por la que se origind este
problema, fue que las casas vinicolas mexicanas mas que preocuparse por la calidad del vino,

le daban mayor énfasis al volumen; hecho que no se hacia evidente ante la falta de competencia.

A finales de los 80’s y principios de los 90’s un gran nimero de productores se dedicaron a crear
un vino mexicano de alta calidad y por otro lado a la segunda oleada del vino del Nuevo Mundo
que de acuerdo a la Asociacion Nacional de Vitivinicultores (2004), estos vinos son los que se
producen en lugares que no necesariamente tiene una tradicion vitivinicola centenaria de alta
calidad. Los californianos, australianos, sudafricanos y chilenos siendo precursores de los vinos
del Nuevo Mundo fueron los primeros en ofrecer productos de calidad a la altura de los paises
vitivinicultores tradicionales. De esta manera, los estereotipos como la denominacion de origen
y appellations controlées empezaron a ser cuestionados al demostrarse que estos productos
vinicolas podian competir con los buenos vinos espafioles, italianos y franceses que aunque no

tuvieran caracteristicas similares, poseian la misma calidad (Salomoén, 2004).



En el caso de México fue hasta la segunda oleada del Nuevo Mundo que junto con los
neozelandeses y argentinos, empezaron a expandirse en los principales mercados
internacionales (Consejo Mexicano de Vitivinicola , 2015). Dicha situacion fue posible con el
proyecto de Santo Tomas y Monte Xanic ya que fueron estas las primeras vinicolas mexicanas
dedicadas a la produccion de vino de calidad pues contaba con estindares internacionales
reconocidos por especialistas. Ademas, el vino de Monte Xanic fue impulsado por la élite
politica de ese tiempo debido a que era éste, el vino que se bebia en Los Pinos. Aun asi de
acuerdo a Pinceles (2003) al vino mexicano le ha costado mas de 15 afios limpiar su mala imagen

para ser competitivos con los vinos extranjeros.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) de 68 paises productores de vino en 2002 México ocupo el lugar 25 con una produccion
de 10.1 millones de litros, lo cual representd 0.38% del total registrado por el organismo. Por su
parte, la Asociacion Nacional de Vitivinicultores sefiala que el consume per cépita de vino en
Meéxico en ese ano fue de 200 mL, una cantidad muy lejana a la registrada en Italia (62 L),
Francia (58 L), Chile (20 L) y Estados Unidos (8 L). La misma fuente sefiala que la produccion
fue de 1.2 millones de cajas de vino, de las cuales se exportaron 200 000 (16.7%). Al mismo
tiempo se importaron 1.5 millones de cajas, es decir, 125% de los que se produjo ese afio. Lo
anterior sugiere que hay mucho por hacer en la industria vitivinicola nacional. La suerte de
contar con los microclimas que exige la actividad para producir vino en gran escala, por un lado,
y el bajo consumo per cépita y la magnitud de las importaciones, por otro, permiten augurar que

a la industria le esperan tiempos mejores (Salomoén, 2004).

1.1.2  Regiones Vinicolas

Meéxico produce vino en diversas zonas geograficas de caracteristicas climaticas muy diferentes
unas de otras. Actualmente, en el pais hay cerca de 3 500 hectareas dedicadas a la siembra de
plantas de uva con fines vinicolas. El sector vinicola esta integrado por mas de 90 bodegas asi
como productores de uva para el vino, ofreciendo mas de 350 etiquetas de vino, mismas que se
encuentran en las principales zonas de la franja vinicola: Baja California, Coahuila, Querétaro,

Zacatecas, Guanajuato y Aguascalientes (Figura 1).



Meéxico es el mas antiguo productor americano y de acuerdo al criterio geografico las hectareas
se clasifican en tres zonas vinicolas que son: Zona Norte, Comarca Lagunera y Zona Centro.

(Cedrén Fernandez , 2014)

EL YINO MEXICANO

. Estados productores de Vino
Estados productores de Vid

FUENTE: Agro-industria SAGARPA 2009

Figura 1. Zonas geograficas vitivinicolas de la Republica Mexicana

Zona Norte: Baja California y Sonora
Los estados que comprenden esta zona son Sonora y Baja California. En Sonora se produce la
cantidad mas grande de uva de toda la Republica Mexicana, aunque el clima no es considerado
el mejor para la produccion de vino, se obtiene un gran nimero de uva de mesa, uva pasa y
aguardiente. Sus dos regiones vinicolas mas importantes son Hermosillo y Caborca. Por otra
parte, Baja California en el area sur de la linea fronteriza que se extiende de Mexicali hasta
Ensenada en la costa del Pacifico, conocida como la franja del vino, cuyas propiedades
climéaticas consisten en inviernos humedos y veranos de secos a templados. En esta region se
encuentran las zonas de cultivo mas importantes que son Valle de Guadalupe, Valle de Calafia,
Tecate, Valle de Santo Tomés, San Vicente, Valle de Mexicali, Tijuana, Ensenada y Santo

Domingo, de donde se obtienen las cosechas de méaxima calidad (Cedron Fernédndez , 2014).

Del total de los vinos elaborados en México, el 83% son producidos en esta zona,
considerandose la més importante del pais. Cuenta con 14 casas productoras de vino, entre las

mas destacadas por orden de tamafio de poblacion son L.A. Cetto, Industrias Pedro Domeq y
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Bodegas de Santo Tomas. Sin embargo, existen algunas otras con vinicolas que no han

destacado por la calidad del vino. (Salazar, 2015)

Las principales cepas tintas y blancas que se encuentran en estos vifiedos son Cabernet
Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Barbera, Zinfadel, Chardonnay, Sauvignon Blanc, Chenin
Blanc y no menos importantes, al igual que en las otras variedades blancas, se incluyen
variedades como Nebbiolo, Tempranillo, Grenache, Malbec, Petit Verdot, Syrah y Petit Syrah.
Son utilizadas puras o mezcladas como propuestas de vinos por los diferentes productores.

(Salazar, 2015)

v' Vitivinicola L.A. Cetto
Es la empresa mds importante en cuanto a produccion de vino mexicano se refiere. Su fundador,
un hombre visionario, Don Angelo Cetto que con gran conviccion y fortaleza en 1928 siembra
en tierras fértiles de Baja California la noble tradicion vinicola europea, pero fue hasta el afio
1983 cuando se lanzaron al mercado los primeros varietales de la linea L.A. Cetto y que en poco

tiempo fueron apetecidos por los paladares mas exigentes.

El Valle de Guadalupe, es tinico, magico y misterioso, contrasta lo ancestral con lo moderno, lo
tradicional con lo innovador; el verde de los vifiedos y el ocre, el tostado, de los cerros y las
colinas, San Vicente, San Antonio de las Minas y Tecate son los valles en que se encuentran los
grandes vifiedos de L.A. Cetto, los cuales son conocidos “por su gran belleza y por la obtencién
de vinos de gran calidad con 14, 000 toneladas anuales de uva cosechadas de las 1,200 hectareas

que los componen y en donde existen vifias con hasta 100 afios de edad (Diéz, 2013).

L.A Cetto cuenta actualmente con varias lineas de vinos, cada una con personalidades
diferentes. Clasica, que son vinos excelentes para el primer paladar, que inician en el mundo
del vino, cuenta con seis variedades (tres tintos, tres blancos) y dos vinos jovenes: Cabernet
Sauvignon, Petite Sirah, Zinfandel, Chardonnay, Chenin Blanc y Fumé Blanc, ademas de los
jovenes el Blanc de Zinfandel y el Blanc de Blancs. Reservas Privadas, para paladares mas
evolucionados, dispuestos a descubrir aromas y sabores mas complejos, cuenta con tres vinos:

Nebbiolo, Chardonnay y Cabernet Sauvignon; Don Luis Seleccion, resultado de un gran
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esfuerzo por brindar vinos mas sofisticados, tiene dos “coupage” Terra, Concordia y dos
varietales, Merlot y Viognier y Boutique, que tras afios de investigacion, tiene unos vinos
especiales: Malbec, Sangiovese, Syrah y un “coupage” compuesto por Chardonnay, Viognier y
Pinot Noir. Ademas de estas cuatro lineas de vinos, cuenta con el primer vino de temporada en

México (Salazar, 2015).

v Casa Pedro Domecq

Fundada en 1972, es uno de los productores mas importantes de México con etiquetas populares
como Padre Kino, Los Reyes, Calafia y Reserva Magna. El vifiedo consta de més de 500
hectareas que abarcan el Valle de Guadalupe, San Antonio de las Minas y San Vicente. El area
de viiedos de Casa Pedro Domecq es conocida como Valle de Calafia, del cual su vino tom¢ el
nombre (Ruta del Vino, 2015).

Cuenta con lineas de vino que van desde econdomicas hasta Premium, como Reyes, Varietales
XA, Resserva Real, Chateau Domecq y Cava Reservada. Para la elaboracion de dichos
productos se utilizan uvas como French Colombard Riesling, Cabernet Sauvignon, Merlot,

Chenin Blanc y Sauvignon Blanc.

v" Bodega de Santo Tomas
Es la bodega mas antigua de Baja California fundada el 1 de enero de 1988 por Don Francisco
Andonegui que hasta nuestros dias ha mantenido su tradicion historica y vocacion vinicola,
enfocandose en obtener volimenes menores, pero de mayor calidad. Los valles de San Antonio
de las Minas, Santo Tomas y san Vicente son hogar de mas de 400 hectareas de viiiedos y 120

olivares.

Bodegas Santo Tomas tiene distintas opciones de vino ST, Mision, varietales, México Vientos,
Tardo, Proyecto Kumiai, Pitxos y Kanté , Calvifie, Soleras, entre Santos y su vino Premium es
el Duetto. Las cepas que se utilizan para su elaboracion son Cabernet Sauvignon, Cabernet

Franc, Merlot, Petit-Verdot, Malbec y Syrah. (Tomas, 2015)
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En la actualidad existen otras bodegas dedicadas a la produccion de vino menor prestigio, que
tienen produccion reducida, su promocion es practicamente de boca en boca y sus vinos se

caracterizan por venderse en altos costos.

Zona Comarca Lagunera
Esta zona abarca el 4% de la produccion vinicola del pais y comprende los estados de Coahuila
y Durango. Las principales cepas ubicadas en estos vifiedos son Cabernet Sauvignon,

Chardonay, Merlot, Sauvignon Blanc, Tempranillo y Semillon. (Cedréon Fernandez , 2014)

El estado de Durango, con clima seco desértico, es el destino de las cosechas de uva para la
produccion de destilados en un 74.85 %, uva de mesa y uva para hacer vinos en un 25.15 %,
aproximadamente. La Vinicola del Vergel, en las cercanias de Gémez Palacio, fue fundada en
1943 por Luis Garcia y produce brandis, vinos jovenes y de postre; su orgullo es el vino tinto

Vifa Santiago (Salazar, 2015)

v Casa Madero
Se ubica en el Valle de Parras considerada la més antigua de América, nacida en el afio 1597
por Lorenzo Garcia, convirtiéndose en el primer productor de vinos con fines comerciales al
fundar La Hacienda de San Lorenzo. En 1893 la propiedad fue vendida a don Evaristo Madero
cuyos descendientes la operan hasta ahora bajo la razon social Casa Madero. Sus vinos se
dividen en Casa Grande Gran Reserva, Casa Madero, San Lorenzo, Monte Viiia, Carlon doble

y Casa Grande (Cedréon Fernandez , 2014).

Zona Centro
Los vifiedos de Querétaro, Guanajuato y Aguascalientes se encuentran en una de las zonas
vitivinicolas mas peculiares del mundo. Ubicados fuera de la franja natural de produccion de
vino (nunca entre los tropicos), estos vifiedos representan el punto mas al sur de la produccion
vinicola del hemisferio norte. Aguascalientes, (D'Acosta, 1987) fue reconocido durante mucho
tiempo como el estado viticola mas importante del pais, tanto por su superficie como por su
produccion. Pero hoy, a pesar de esta tradicion, su potencial enologico estd limitado a unos

cuantos vifiedos aislados. Las principales viniferas cultivadas en los ocho municipios que
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comprenden esta region, son las variedades Salvador, Carifiana, Chenin Blanc, Ugni Blanc o
Trebbiano y Palomino.

Por otro lado, se encuentran Zacatecas y Querétaro, en donde Zacatecas es una de las zonas de
mas reciente incorporacion a la viticultura mexicana; ambas regiones vitivinicolas son nucleos
productores pues ambos satisfacen el gusto de los conocedores. Las diferentes cepas que estos
estados cultivan son: Merlot, Ugni Blanc, Sauvignon Blanc, Semillon, Malbec, Gamay, entre

otras (Cedrén Fernandez , 2014).

En particular Querétaro tiene un clima muy adecuado para el cultivo de la vid, templado con
veranos calidos, lluvias abundantes de junio a septiembre y un suelo arcilloso y arenoso. Es zona
donde las variedades de uva de ciclo corto obtienen un alto contenido en azucares en detrimento
de la acidez, por lo que se aconsejan variedades de ciclo medio o largo. Para cultivar el suelo
del viniedo, se fresa y se ara para mantener la tierra sin cobertura vegetal, se usa el azadon y la
cultivadora (tipo mecanizado). Entre las variedades de vinos producidos destacan los

espumosos, pero también tintos de Cabernet Sauvignon y uva Salvador, propia de la zona.

1.1.3 Definicion

El vino es un producto natural que puede definirse de diferentes maneras; una de las mas
sencillas probablemente es definido como una bebida alcohdlica obtenida por la fermentacion
directa de la uva o de su mosto; contiene alcohol y multiples productos secundarios, ademas
contiene otras sustancias precedente en la que radica especialmente su valor desde el punto de
vista de la salud. Otra mas compleja y técnica es definirlo como una solucién hidroalcohdlica
con cientos de componentes (algunos aun desconocidos) en su mayoria en pequeias cantidades.
Finalmente la definicion descrita en el cddigo internacional de practicas enologicas de la OIV:
el vino es el resultado de la fermentacion biologica y natural de la uva entera o de su mosto,
llevada a cabo por microrganismos presentes en el medio ambiente de la bodega o en la
superficie de la propia uva. Una definicidn mas completa es que se establece en la ley 24/2003,
10 de julio de la Viiia y el Vino en Espana: “EL vino es el alimento natural obtenido
exclusivamente por fermentacion alcohdlica total o parcial de uva fresca, estrujada o de mosto

de uva” (Casares, 2010)
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1.1.4 LaUva

La vid europea, Vitis Vinifera, son el elemento por el cual se elabora finalmente el vino, es una
especie de antiguo conocimiento de la humanidad, teniéndose referencias de ella y de su
producto (el vino) hace mas de 5000 afios en Egipto. Su origen parece haber sido entre los mares
Negro y Carpio, donde todavia crece en condiciones silvestres. Esta planta adquiri6 importancia
cuando se extendié a los paises del mediterraneo y por todo el imperio Romano. Una
importantisima viticultura se desarrolld en Francia, Espafia, Italia, Bulgaria y en menor grado

Alemania, Hungria entre otros.

Los conquistadores espafioles fueron los encargados de diseminar esta especie por América
consolidandose fuertemente en M¢éxico, el suroeste de los Estados Unidos de América, Chile,

Argentina y en menor cantidad Peru, Brasil y Uruguay.

Las variedades de la vid para vino que existian en la antigiiedad se han seleccionado lentamente
desde tiempos muy remotos. La variedad Moscatel era conocida por los griegos y la variedad
Syrah fue llevada por los romanos desde Siracusa a Francia en tiempos de imperios. Con el
tiempo en cada localidad productora de Vino se fueron seleccionando aquellas plantas que
presentaban mejor adaptacion y calidad en el producto, quedando de esta forma ligadas a ciertos

tipos de vino.

1.1.4.1 Morfologia de la Vid

Una planta de vid contiene en su interior todos los elementos necesarios para la elaboracion del
vino. Por esta razon es necesario comprender la morfologia del fruto que puede ayudar a
comprender el resultado final del vino. Esta morfologia corresponde a las raices, raicillas y una
parte aérea del tronco, los brazos, los sarmientos o brotes, las hojas, yemas y las inflorescencias.
Cada una de estas estructuras cumple un rol especifico en la vida de la planta (Agudo Garcia,

2014).
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Figura 2. Morfologia de la Vid (Tecniagricola, 2013)

El fruto: Es una baya de forma esférica u ovalada, tamafio medio de 12-18 mm de diametro y

presenta una division concéntrica de zonas sin solucion de continuidad (UPM, 2015):

v' Primera zona: Se encuentran las semillas rodeadas de una fina capa protectora
(endocarpio), las cuales contienen una muy alta concentracion de azucares (la mayor
zona de concentracion se encuentra rodeando las semillas) y 4cido malico (se transforma
en un azucar mediante gluconeogénesis). Esta zona presenta ligeras tonalidades verdes.
Las semillas estdn presentes en nimero de 0-4 por baya, cuando una baya no tiene
semillas se le denomina baya apirena. Exteriormente se diferencian tres zonas: pico,
vientre y dorso; interiormente se encuentra el albumen y embrion. (Figura 3)

v Segunda zona (Mesocarpio): Se compone principalmente de la pulpa, que es traslucida
a excepcion de las variedades tintéreas (acumulan aqui sus materias colorantes). En esta
zona, la concentracion de azlicares disminuye progresivamente y aumenta la presencia
de 4cido tartarico. El segundo componente quimico de la uva, tras los azlcares, es la

presencia de estos dos 4cidos: acido malico y acido tartarico. Ambos 4cidos juegan un
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papel importante en la elaboracion de los vinos y los vinicultores son los que deciden
modificar la presencia de cualquiera de ellos en el producto final (Figura 3).

v’ Tercera zona (Epicarpio): Es la parte mas externa de la uva y sirve de proteccion. Es
membranoso, elastica y con epidermis cutinizada, en su exterior hay una capa cerosa
llamada pruina, encargada de fijar las levaduras que fermentan el mosto y actuan como

capa protectora (Figura 3).

ombligo

Sagzunda Zona
(Mesocarpio

. Pulp2

- septal

& ‘ nterior
exterior

Tercera Zona
(Epicarpio)

. 'Haces Vascularss
~Piel

Figura 3. Partes del fruto de la Vid (Vinos, 2010)

La piel u hollejo varia segun el estado fenoldgico en el que se encuentra. En la fase herbacea es
de color verde y a partir del envero se torna de color amarillo en variedades blancas y rosado
violaceo, en variedades tintas. Se conforma de 6-8 cepas de células en cuyo interior estan los
pigmentos que le dan color a las uvas y contiene dcido lindleico, oleico, palmitico y estearico,
compuestos aromdticos, que proporcionan las caracteristicas de la variedad y compuestos
fendlicos que dan cuerpo, color y gusto al vino. En esta parte se encuentran la mayor parte de
los compuestos colorantes del vino (antocianos) y de los taninos de la uva que aporta una
sensacion de astringencia al vino.

El raspon también llamado raspa o escobajo forma la estructura o el esqueleto del racimo. Su
estudio es de gran importancia porque permite conocer las sustancias que pueden incorporarse
al vino durante la fermentacion, llegando a la bodega en dos estados verde o maduro

(lignificado).

El raspon verde tiene un gran contenido en agua, clorofila, taninos, acido malico, acido tartarico

y sales minerales. Durante la fermentacion le confiere al vino un sabor vegetal o herbaceo. En
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cambio, los raspones maduros contienen menos agua, taninos, acidos libres, pero mayor
proporcion de sales acidas.

Durante la fermentacion de los vinos tintos, una parte de estas sustancias se incorporan a los
vinos aumentando su acidez y su contenido en taninos, de forma que se hacen mas duros y
astringentes. En el caso de fermentaciones defectuosas o largamente encubadas, los raspones

pueden ceder al vino sabores desagradable y herbaceos (Agudo Garcia, 2014).

1.1.5 Composicion

1.1.5.1 Azucares

Los principales azucares presentes en el mosto son la glucosa y la fructosa, mientras que en la
uva su concentracion es insignificante, la cual es medida en Estados Unidos en Brix, y en Europa
en grados Baumé.

La presencia de los azucares es critica para el desarrollo de las levaduras durante la
fermentacion, siendo la principal levadura Saccharomyces, alimentada de glucosa y fructosa.
Los azlicares que no son consumidos durante la fermentacion se denominan aztcares residuales
(pentosa, arabinosa, ramnosa y xilosa).

Los azucares residuales son de gran importancia en la tonalidad de un vino y su concentracién
puede aumentar durante la maduracion en madera por la presencia de glucosidos. Dichos
azucares diferencian los vinos secos de los dulces. Su concentracion se encuentra alrededor de

1.5 mg/mL.

1.1.5.2  Alcoholes

La fermentacion alcohdlica es un proceso metabdlico anaerdbico que permite a las levaduras
consumir los azucares del mosto para liberar CO, y EtOH, que permanecen en el vino final. La
concentracion de etanol se suele medir en porcentaje en vino total y su variacion depende del
tipo de vino, en un intervalo del 7% - 19%.

Por otra parte, el vino tinto posee otros alcoholes como el CH;0H, resultado de la hidrolizacion
de las pectinas, existente en la piel de la uva mediante accién enzimatica. Como este es toxico,
el mosto es precalentado para disminuir la concentracién, su intervalo de concentracion

permitido es de 120-250 mg/L. Otros alcoholes presentes son el glicerol, relacionado
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directamente con la temperatura de la fermentacion en un intervalo de concentracion de 15 — 25
mg/mL dependiendo el tipo de vino y el eritritol, dependiente de la cepa de la levaduras de la
fermentacion, Algunos otros son el arabitol, manitol, sorbitol, inositol. Todos los polialcoholes

aportan dulzura al vino.

1.1.5.3  Acidos

Los acidos tienen la capacidad de conservar el vino, por lo que su presencia es necesaria para el
afejamiento y en general refuerza de forma natural los sabores del vino en la cata.

La mitad del aporte de acidez es ocasionada por la presencia del dcido maélico, encargado de
detener la maduracion de la fruta en épocas calurosas y su concentracion es un indicador de la
época de vendimia. Otro acido es el tartarico, el cual reacciona con el potasio.

El 4cido acético es otra sustancia presente generado durante la fermentacién en concentraciones
menores de 300 mg/L, su funcion es reforzar los olores y sabores proporcionando
“complejidad”. Conjuntamente se encuentran el 4dcido succinico (sabor saldo-agrio) y lactico
involucrado en la fermentacion maloléctica. En general el medio 4cido proporciona un efecto

antimicrobiano (Casares, 2010).

1.1.54  Esteres
Son los compuestos més abundantes encargado de aportar al vino un bouquet. Se suelen
categorizar en enologia en dos categorias: los que proviene de reacciones enzimaticas
(butanoato, exanoato) y los formados por esterificacion.
La mayoria de los ésteres tienen un aroma caracteristico, permitiendo una clasificacion orientada

a la cata, siendo los volatiles y los no volatiles.

1.1.5.5  Compuestos nitrogenados
Se encuentran fundamentalmente es el mosto para que se realice una correcta fermentacion. Los
compuestos predominantes en las uvas son la prolina y la arginina, los cuales varian
significativamente por el tipo de vitis vinifera. La glutamina y alanina estan presentes en menor

concentracion.
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1.1.5.6  Compuestos fendlicos
Son el tercer compuesto mas abundante en el vino después de los carbohidratos y acidos, pero
son los que proporcionan los mayores atributos al vino. Los polifenoles afectan directamente a
los sabores, los olores y otras capacidades sensitivas del vino, es por esta razén que los
viticultores cuidan en detalle de su evolucion durante las fases de vinificacion. Su concentracion
depende de la variedad Vitis vinifera y del clima en el que se haya cultivado.
Ademas ocupan un papel importante en los procesos de oxidacion del vino (oxidacion fendlica)

y es una de las reacciones mas habituales en la maduracion de los vinos tintos.

1.1.5.7  Constituyente inorganicos
Los compuestos principales son carbonatos y 6xidos, siendo el potasio el elemento metalico mas
abundante en las frutas Vitis vinifera, su concentracién esta afectada por las condiciones
climaticas. Otro compuesto importante es el dioxido de azufre en una proporcion desde 12 hasta

64 mg/L, acumulado durante la fermentacion y empleado como fumigante de las cubas.

1.1.6 Elaboracion

El vino llega al consumidor dotado de cualidades que se generan en los vifiedos. Todos los
atributos que apreciamos en esta bebida son concebidos por la naturaleza y por las manos de
miles de hombres y mujeres que otorgan un caracter distintivo. Desde la viiia, la uva recorre
numerosas etapas que gestan la maravillosa transformacion. Asi, cada afio, nacera un vino nuevo
que expresara las caracteristicas de la procedencia y la cultura que le da origen. (Fondo

Vitivinicola, 2014)

La elaboracion de un buen vino necesita uvas sanas, en estado de madurez apropiado. Dado que
es un producto natural, es susceptible a diferentes transformaciones, por ello debe ser guiado

con pericia y cuidado por los técnicos.

Vendimia
La determinacion exacta de la fecha de la vendimia depende de una infinidad de factores entro

los cuales los mas importantes son:

20



v" El clima que haya existido durante la temporada de crecimiento

v El manejo de la fertilizacion, riego y poda que se le haya dado a la plantacion durante la
temporada de crecimiento

v' Busqueda de alguna caracteristica en particular como: mayor acidez, mayor contenido
de azucar, pudriciones nobles, etc.; las cuales son necesarias para la elaboracién de un

producto especial.

Como regla general, las fechas de la vendimia de variedades blancas son anteriores a las
variedades tintas, existiendo a su vez una variacion en la fechas de un producto en especial.

La vendimia de las variedades tintas se basa en la caracteristica mas importante que es en su
cuerpo y color, obtenida en gran parte de la piel de la uva. El proceso es absolutamente opuesto

a la vendimia de los blancos, siendo més tolerable a la condiciones de manejo y temperatura.

Cosecha

Entre finales del siglo XIX y principios del XX la uva se recolectaba en canastos de mimbre,
pero este recipiente era dificil de manipular y el jugo de la uva se filtraba por las aberturas del
tejido. Por lo que, con el tiempo, se remplazaron y actualmente la recoleccion se realiza en cajas
metalicas (tachos) o cajas plasticas. Los cosechadores recorren las hileras cortando, con tijeras,
los racimos de uva, se depositan en los recipientes que pueden contener entre 15 y 20 kg de uva
y una vez completado el contenido del tacho se traslada hasta un camidn, que mas tarde llevara
la uva hacia la bodega, donde el operario recibe como pago una ficha, que es una especie de
moneda de aluminio, con el nombre del viticultor o de la empresa duefia del vifiedo y al final de
la semana o del dia, cambia esas fichas por su equivalente en dinero, seglin el precio que se haya
pactado con anterioridad. Los camiones suelen utilizar una carpa impermeable para evitar que

se pierda el liquido y en otros casos, la uva es trasladada directamente en las cajas plésticas.

La Vendimiadora mecanica es otra forma de llevar a cabo la cosecha, la cual funciona con un
sistema de bastones que sacuden la planta de modo que los granos se separen del escobajo, a
continuacion la uva es transportada mediante unas cintas que la depositan en un recipiente
llamado tolva, la cual, en la mayoria de los casos, forma parte de la maquina cosechadora. La

versatilidad de las maquinas hace posible que se regule el proceso de acuerdo a distintos
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requerimientos: en funcién de la variedad, de las condiciones climaticas y del terreno el vifiedo
y en esto interviene la capacitacion y experiencia del conductor. Entre las ventajas que se
mencionan de las maquinas cosechadoras para uva hay que destacar su rapidez, ya que pueden
vendimiar entre 4 y 8 hectareas por dia, ingresar al vifiedo atin en malas condiciones climaticas
(con lluvias) o realizar cosecha nocturna, lo cual en zonas calidas resulta fundamental para
mantener a baja temperatura las uvas y conservar muchas de sus caracteristicas aromaticas. Asi
también se ahorra energia ya que la uva debe enfriarse menos al llegar a la bodega. Si bien
cualquier vifiedo puede ser cosechado con maquina, en muchos casos es imprescindible adaptar
su disefo a la vendimiadora. Por eso, deben cambiarse palos y alambres en mal estado, sacar
los frutales u olivos que estan en los extremos de las hileras, entre otras cosas. Lo mismo ocurre
con las bodegas, en las cuales serd conveniente tener la tecnologia de recepcion y el

equipamiento adecuados. (Fondo Vitivinicola, 2014)

Una vez transportada la uva a la bodega, se deposita en el lagar o es dispuesta en la cinta de
seleccion, en la que se separan racimos o granos defectuosos, hojas o cualquier elemento extrafio
que pueda venir con la uva. Los cuidados en esta etapa tienen una importancia fundamental, ya
que influyen directamente en la calidad final del vino. Los aspectos a tener en cuenta son la
temperatura y el tiempo transcurrido entre la cosecha y el arribo de la uva a la bodega. Lo que
se procura es evitar las oxidaciones y otros procesos microbioldgicos que no son convenientes
para el vino.

Las etapas de la vinificacion varian segln el tipo de vino. En el caso del vino tinto que es de

nuestro interés las etapas son las siguientes: (Figura 4). (Fondo Vitivinicola, 2014)

*Seleccion de la uva: Para determinados tipos de vinos se procede a una seleccion previa de la
uva. Los racimos depositados se separan de los granos rotos, enfermos o verdes, los restos de

hojas u otras partes de la planta y elementos extrafios.

*Despalillado: Los objetivos principales de este proceso son la separacion del racimo, las bayas
o granos de uva de las partes vegetales (raspon), para eliminar sabores y aromas vegetales
desagradables y moler parcial o totalmente los granos de uva ya separados para facilitar el

prensado, la maceracion y la accion de las levaduras en los vinos tintos especificamente.
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En el proceso los racimos son colocados enteros en el interior de un despalillador, que consiste
en un tambor rotativo de acero inoxidable con perforaciones circulares en toda la superficie y
en el interior hay una serie de varillas ordenadas de forma helicoloidal que rotan en sentido
opuesto a la rotacion del tambor, separando el grano del resto del raspon, el cual cae por las
perforaciones del tambor hacia el moledor mientras el raspén es descartado por las mismas
varillas. El moledor es el encargado de reventar el grano, esta constituido de dos o més cilindros
de superficie ondulada que giran en forma paralela entre si y en sentido transversal de la caida

de las uvas.

*Molienda o estrujado: Encargado de separar las partes sélidas (piel de las uvas, semillas, hojas

y trozos de raspon), de las partes liquidas (jugo de uva sin fermentar).

*Sulfitado: Una vez que el mosto y los orujos son colocados en la vasija, se agrega una dosis de

anhidrido sulfuroso que cumple con dos funciones principales: antiséptico y antioxidante.

*Encubado: El mosto se encuba junto con la pulpa, el hollejo y las semillas o pepitas. Se puede

colocar en distintos tipos de vasija: acero inoxidable o piletas de hormigdn armado.

*Fermentacion alcohodlica: Se realiza a temperaturas que van de los 24°C a los 30°C
dependiendo del tipo de vino a elaborar. Pasa lo mismo con los tiempos de encubado que varian
de 7 a 20 dias o mas. En esta etapa, ademas de comenzar la fermentacion, se produce otro
proceso que es el de maceracion, por el cual el jugo de la uva al estar en contacto con la piel y
otros elementos sélidos ira ganando color, taninos, aromas y sabores. En los tintos de guarda la
fermentacion es a temperaturas mas altas y las maceraciones son mas prolongadas ya que le
otorgan una mayor estructura al vino, con mas cantidad de polifenoles y mayor suavidad en los
taninos.

La fermentacion se completa cuando la cantidad de azucares reductores es inferior a los dos
gramos por litro. En ese momento se procede al descube o la separacion del vino flor de los

orujos (semillas, hollejos y pulpa).
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*Prensado: La calidad final del vino depende en gran medida del prensado a que es sometido y
se tiene como regla general que mientras mas fuerte y prolongado sea el prensado, el vino
sera de menor calidad final. Esto se debe a que los prensadores excesivos extraen de la piel u
orujos una serie de sustancias (aromas, taninos, vegetales) que deterioran enormemente la
calidad.

Por esta razon, todas las vinicolas separan los productos obtenidos por los diferentes grados de
prensado en distintas calidades del vino final, las cuales son:

v" Vino gota o flor: Es aquel vino que se separa de la piel por medio de la accioén de
gravedad, es decir no se lleva a cabo el prensado. El vino obtenido es de mejor calidad
y generalmente se emplea en vino de reserva o de produccion limitada.

v Vino de prensado suave: El vino se obtiene mediante la accidn leve de equipo de prensa.
Dependiendo de la calidad obtenida es empleado en vino exclusivos o de consumo
barato.

v Vino de prensado fuerte: Es aquel que se extrae del ultimo y mas fuerte prensado que se
le realiza a la uva. Se empela para vinos baratos o subproducto de vinificacion para la
produccién de otras bebidas.

Existen diferentes tipos de prensas: Prensa continuas, que trabajan de manera continua y
violenta que destruye enormemente los tejidos vegetales liberando un vino contaminado y
Prensas manuales, son un conjunto de trozos de madera separados por un espacio entre si, en

forma circular y sostenida con cinturones metalicos utilizadas en la antigiiedad.

*Fermentacion maloléactica: La uva contiene acido tartarico, acido malico y éacido citrico. Este
ultimo desaparece rapidamente durante el proceso de fermentacion alcoholica. El 4cido malico
es de suma importancia bioldgica para el vino. Durante la fermentacion alcohodlica el 4cido
malico comienza a transformarse por las levaduras y ciertas bacterias lacticas, en 4cido lactico.
Pero terminada la fermentacién alcoholica estas bacterias que suceden a las levaduras
alcoholicas efectian lo que se conoce como fermentacion malolactica. En ella el 4cido malico
termina de transformarse en acido lactico, anhidrido carbonico y una serie de compuestos, que
aportan a los vinos aromas mantecosos. En esta etapa el vino debe mantenerse a temperaturas

cercanas a 20°C.
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*Trasiego: En los vinos nuevos se produce una clarificacion espontdnea. Esto implica que los
sedimentos se depositan en el fondo de la vasija formando borras. No es aconsejable que los
vinos estén mucho tiempo sobre ellas, por lo que los trasiegos son frecuentes en las bodegas.
Esta operacion consiste en sacar los vinos que se encuentran sobre borras y pasarlos a otra vasija

limpia, evitando arrastrar los sedimentos.

*Clarificacion: Consiste en agregar al vino una sustancia de naturaleza coloidal (mineral,
vegetal o animal) que es capaz de arrastrar hacia el fondo de la vasija aquellos elementos en

suspension no deseados en el vino.

*Crianza: Los vinos tintos pueden ser jovenes, frescos, frutados. Se los llama tintos jovenes,
primicia o del afio. Otros vinos pueden atravesar un proceso llamado crianza, que consiste en
estacionar los vinos generalmente en barricas de madera (generalmente roble francés o
americano), lo cual permitird, después de la fermentacion maloléctica, que el vino se enriquezca
en aromas, sabores y estructura. La crianza en barricas, ademads, favorece la estabilizacion del

color.

*Embotellado: Cuando se completa la crianza se procede a fraccionar el vino y embotellarlo

cuidadosamente. (Fondo Vitivinicola, 2014)
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1.2 POLIFENOLES

1.2.1 Definicién

Los polifenoles se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran cantidad,
como producto de su metabolismo secundario, se localizan en todas las partes de las plantas y
su concentracion es variable. Estos compuestos son indispensables para las funciones
fisiologicas vegetales como la asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad
enzimatica, la fotosintesis, la formacién de componentes estructurales, la alelopatia y la defensa

ante los factores adversos del ambiente.

Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza),
las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal.
La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol (Robbins,

2003; Kdhkonen et al, 2001).

1.2.2 Clasificacién

El término fenoles comprende aproximadamente a 8000 compuestos que

aparecen en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comun: un anillo 'l
fenol, que es un anillo aromatico o bencénico que lleva al menos un

sustituyente hidroxilo (Figura 5).

Segun su estructura quimica, existen varias clases y subclases de polifenoles

que se definen en funcidn del nimero de anillos fenolicos que poseen y de los

elementos estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos gﬁ‘fﬁuﬁa

quimica del

de polifenoles son: 4cidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o Fenol

del acido hidroxicindmico), estilbenos, lignanos, alcoholes fenolicos y
flavonoides. Todos estos compuestos segun su estructura quimica estan concentrados en dos

grandes grupos: Fenoles Flavonoides y Fenoles No Flavonoides.
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1.2.2.1  FENOLES NO FLAVONOIDES
Estd denominacion abarca a los acidos fenodlicos, divididos en acidos benzoicos (C6-Cl) y
acidos cinamicos, portadores de una cadena lateral insaturada (C6-C3), pero también a otros

derivados fenodlicos como los estilbenos.

Acidos Fenélicos

Los acidos fenolicos son incoloros, inodoros e insipidos, aunque con el tiempo y la oxidacion
puede tornarse de color amarillo, asi como también, bajo la accién de algunos microorganismos,
pueden transformarse en fenoles volatiles, que presentan olores caracteristicos. Los vinos tintos
contienen mayor cantidad de acidos fenolicos que los blancos encontrdndose en concentraciones
de 100 a 200 mg/L. Se caracterizan por la presencia de un solo anillo bencénico en su molécula
y se clasifican en dos grupos: (Tsao, 2010)

Acidos benzoicos: Se consideran derivados del 4cido p-hidroxibenzoico (Figura 6) y son los

siguientes:
INombre del 4acido o-benzoico R, R, R, Rs

p-hidroxibenzoico H H OH | H

Rs COOH
protocatéquico H OCH; |[OH |H
vanilico H OH OH |H

Ry R>
galico H OH OH | OH

R3
Figura 6. Estructura quimica de los siringico H OCH; | OH | OCHs
acidos benzoicos de mayor
importancia enoldgica. salicilico OH | H H H

gentisico OH | H H OH

Las formas libres de estos compuestos son mas comunes sobre todo en el vino tinto, debido a la
hidrolisis de esas combinaciones, en particular las antocianinas, abajo la accion del calor.
Acidos Cinamicos: Se caracterizan por poseer una estructura C, — C3 (Figura 7). Los acidos

cindmicos de mayor importancia enologica son:
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Nombre R, R, R, Rs
Rs N COOH p-cumarico H |H OH |H
caféico H OH OH | H
R, R,
R feralico H OCH; |OH |H
3
) . . sinapico H | OCH; | OH | OCH;
Figura 7. Estructura quimica de los acidos
cinamicos de mayor importancia enoldgica

Debido a la presencia del doble enlace existen dos formas isoméricas, La mas frecuente en la
naturaleza es la formas frans, ya que es termodindmicamente la mas estable, pero se isomeriza
facilmente por accion de la luz. Los isomeros cis, largo tiempo confundidos con los derivados
glucosilados, existen en pequena cantidad.

La mayoria de los acidos cindmicos estan presentes en la uva y en el vino de forma esterificada,
en su mayor parte con acido tartarico. Estos son los acidos cafeoil tartarico o caftarico (Ri=OH),

p-cumaroil tartarico o cutarico (R=H y feruloil tartarico o fertartarico (R;= OCHj3) (Figura 8).

o} COOH

R, ” COOH

OH
HO

Figura 8. Esteres hidrocinamicos de la uva

Los esteres con el 4cido tartarico son constituyentes del jugo de uva y son particularmente

oxidables siendo la causa del ennegrecimiento del mosto blanco, en particular el acido caftarico.

Estilbenos

Se caracterizan por poseer dos ciclos bencénicos unidos generalmente por una cadena etanol o
eventualmente etileno. A esta familia de compuestos fenolicos pertenecen las fitoalexinas,
sustancias sintetizadas por las plantas en respuesta a restricciones o estrés de diversa indole. En
la uva se ha encontrado el resveratrol, bajo su forma trans. El resveratrol se encuentra en tejidos
vivos que forman parte de diferentes 6rganos como las hojas o los frutos, en el caso de la uva se

acumula principalmente en la epidermis, y por ellos, las uvas y el vino constituyen una fuente
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casi exclusiva de resveratrol en la dieta humana juega un rol importante en la resistencia de
ciertas bayas de uva al ataque de enfermedades fingicas como las Podredumbre del racimo.
Las concentraciones de resveratrol encontradas oscilan para los vinos tintos entre 0.001 — 10

mg/L (Rebolo Lopez, 2007).

OH

HO \

OH
Figura 9. Estructura quimica del Resveratrol

1.2.2.2  FENOLES FLAVONOIDES

Estos productos proceden de la piel de la uva y tienen gran importancia enologica al dar el color,
esencia y sabor al vino (tinto). Estos compuestos, estdn principalmente unidos a azlcares,
aunque también se pueden encontrar sus formas libres. La presencia de muchos de ellos es
facilmente reconocible como pigmentos de flores y frutos. Estan caracterizados por un esqueleto

base de 15 atomos de carbono Cg — C3 — C¢ del tipo 2-fenil-benzopirona, es decir, estan

Figura 10. 2-fenil.benzopirona
formados por dos anillos bencénicos unidos por una cadena de 3 carbonos, que se cierra en

heterociclo oxigenado compuesto de 6 eslabones (Figura 10).
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Estos compuestos estdn divididos en varias subclases que se distinguen por el grado de
oxidacion de su nucleo pirano. Entre ellos se encuentran los polifenoles mas interesantes de los
vinos, por concentracion y por propiedades especificas. Se clasifican en: antocianos, taninos y

flavonoles (Figura 11).

Figura 11. Estructuras quimica de pirano (izquierda) y pirilo (derecha)

Antocianos

Son pigmentos muy abundantes en los vinos tintos, pues son responsables de las coloraciones
rojas, azules y violetas; en general a pH 4cido estos compuestos presentan cloraciones rojizas,
mientras que a pH mas bésicos envejecimiento del vino, generando entre otros factores, sabores
amargos. Estan localizadas en la vacuola de las células del hollaje y en las tres o cuatro primeras
capas celulares de la hipodermis y presentan tonos azulados. Estos compuestos se encuentran
en el vino durante su proceso de elaboracidon, mayoritariamente en los vinos tintos y pueden
sufrir modificaciones durante el proceso de fermentacion.

En dicho grupo pirilo (Figura 12) se observa el oxigeno tetravalente con una valencia libre que
confiere caracter 16nico a la molécula entera de antociano. EL grupo constituido por el primer
anillo bencénico (A) ligado con el grupo pirilo recibe el nombre de grupo benzopirilico. Este

grupo unido a su vez con el seguido anillo bencénico (B), se llama conjuntamente cation flavilio.

Figura 12. Cation flavilio
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Estos compuestos no existen en la naturaleza bajo forma antocianidina, pero si bajo la forma
antocianina, dado que las antocianidinas estan siempre esterificadas con una o mas moléculas
de una azucar que le confiere estabilidad. Este complejo esterificado es el que toma el nombre
de antocianina o antociano, es decir, quimicamente los antocianos son los glicosidos de las

antocianidinas y a su vez son las agliconas de los antocianos.

Las agliconas (antocianidinas) de los antocianos presentan en varios carbonos grupos hidroxilo

(OH) y a veces grupos metoxilo (OCH3).

Nombre R, Rs
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Peonidina OCH; |H
Delfinidina OH OH
Figura 13. Férmula estructural de las Petunidina OCH, | O
antocianidinas comunes Malvidina OCH; | OCHs

La relacion entre los diferente antocianos presentes en un vino tinto varia con la variedad de
uva. Ademds, la cantidad global de antocianos varia notablemente de un afio a otro, pero
representan siempre aproximadamente la mitad del contenido total fendlico presentes en las
células de la piel. A todo ello hay que afiadir que los niveles relativos de antocianos pueden

variar en funcion del terreno, de la temperatura y de las condiciones climaticas.

Taninos

Desde el punto de vista quimico, son moléculas fendlicas relativamente voluminosas y por lo
tanto forman complejos estables con las proteinas y con otros polimeros vegetales como los
polisacaridos. Este modo de los taninos tienen pesos moleculares entre 600 y 3500 g/mol. Segun
la naturaleza de las moléculas elementales, se pueden clasificar en dos grandes grupos: los

taninos hidrolizables (gélicos) y los taninos condensados (Rebolo Lopez, 2007).
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Taninos hidrolizables: Comprenden a los galotaninos y a los elagitaninos, liberando por
hidrolisis 4cida respectivamente acido galico y acido elagico y ambos contiene una molécula de
glucosa. Los mas abundantes pertenecen a los elagitaninos, donde destacan la vescalagina y las
catagalina, que al hidrolizarse se transforman respectivamente en vescalina y castalina.

Estas sustancias son muy solubles en medios hidroalcohélicos como es el vino o los
aguardientes. Su oxidabilidad y sus propiedades gustativas les confieren un sabor caracteristico

a los vinos tintos y blancos criados en barricas de robles.

HO
b
=
HO == 0 H
& )
HG

Figura 14. Estructura del 4cido galico

Taninos condensados: Son polimeros mas o menos complejos de flavan-3-oles o 3-flavanoles,
también llamados catequinas. Estas sustancias se localizan principalmente en las semillas,
aunque se han detectado también trazas de monomeros y dimeros en la pulpa. Los principales
3-flavanoles monomeros de la uva cuya estructura puede observarse son la (+) catequina y su
1sémero la (-) epicatequina, pudiendo encontrarse este ultimo bajo forma de éster galico (3-
galato de epicatequina). La galocatequina, el 3-galato de catequina y el 3-galato de
galocatequina han sido igualmente puestos de manifiesto, pero parecen especificos de ciertas

variedades del género Vitis (Figura 15).

Nombre R, R, R3
Rs Catequina H OH | H
OH
HO 2 o. .. Galocatequina H OH | OH
| = o OH
5 .'H ! Epicatequina OH |H H
4 2
OH Epigalocatequina OH |H OH
Figura 15. Estructura de los flavonoles

monomeros de la uva

En los vinos el contenido de taninos es muy variables, en el vino tinto depende del cepaje y de

las condiciones de vinificacion, oscilando de 1 — 4 g/L. (Rebolo Lopez, 2007)
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Flavonoles

Estan nicamente presentes en los hollejos, bajo forma de glucésidos en posicion 3. Son
pigmentos de color amarillo que s encuentran tanto en los vinos tintos como el los blancos., Las
cantidades de flavonoles en los vinos tintos la proporcion es notablemente alta de 15-20 mg/L.
Las agliconas de los flavonoides estan presentes en los vinos tintos después de algunos meses
de la vinificacion, mientras que en la uva estan presentes sus glucésidos, los cuales después se
hidrolizan en el vino. En la uva se han caracterizado ocho flavones monoglucosidos y tres
diglucosidos. Las formas glucosiladas son las mas abundantes, pero también se encuentran

unidas a galactosa, xilosa y arabinosa.

1.2.3 El vino tinto como nutracéutico

El ser humano siempre ha buscado una mejor forma de vivir, de tener una excelente salud y
condicion de vida, asi como de vivir por mas tiempo y en los ultimos afios se ha generado una
necesidad de ingerir macro-nutrientes (proteinas, carbohidratos y grasas) y micro-nutrientes
(vitaminas y minerales esenciales). Siendo asi que el sector de la alimentacion y los
consumidores han empezado a ver la comida no inicamente desde una optica nutricional, sino
una opcion benéfica para la salud. Asi la interaccion de alimentos-medicina denomina a los
componentes alimenticios como “nutrientes esenciales” por el mantenimiento de la vida y la
salud y “nutrientes no nutricionales” a los que contribuyen a prevenir o retardar las
enfermedades cronicas de la edad madura. Dirigiendo la tendencia mundial hacia la introduccion
de los llamados productos Nutracéuticos, los cuales se definen como sustancias quimicas o
bioldgicas que pueden encontrarse como componente naturales de los alimentos o adicionarse

a los mismos y que resulten especialmente beneficiosos (Pérez Leonard, 2006).

Este papel beneficioso va mas alla del que se podria atribuir a los constituyentes nutritivos de
los alimentos (lipidos, proteinas, carbohidratos, micronutrientes) y en muchos casos se asocia a
la presencia de sustancias antioxidantes naturales en los alimentos. Estos efectos solo tienen
reflejo en la fisiologia cuando forman parte de un habito alimentario que hace que se ingieran
estas sustancias durante un largo periodo de tiempo, cuando los sintomas de la enfermedad que

ayudan a combatir, todavia no han aparecido. (Barbaran , 2003)
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Diversos estudios sugieren un efecto beneficioso del consumo de polifenoles del vino como
factor de proteccion cardiovascular, por la riqueza y la composicion de los antioxidantes que
dependen de numerosos factores: variedad de viia, tipo de vino, clima y terreno, cosecha
temprana o tardia, procedimientos de prensado de la uva, tiempo de fermentacion del mosto con
la piel, método de clarificacion, crianza en barricas de roble o en cubas de acero, duracion de la

conservacion en barrica o en botella, etc.

Asi, algunos polifenoles tienen un papel relevante en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancer y enfermedades neurodegenerativas como se desprende de estudios
epidemioldgicos y experimentaciones in vitro y en animales de experimentacion. Entre sus
beneficios evitan la oxidaciéon del LDL reduciendo la incidencia de enfermedades
cardiovasculares. El reino vegetal de los polifenoles nos ofrece una amplia variedad de otros
ingredientes con efectos positivos en la salud, dependiendo del metabolito presente. Dichos
beneficios los se pueden encontrar en productos como el té verde, el vino tinto y el chocolate

(Barbaran , 2003).

Tanto la sociedad de Cardiologia Espafiola como el Colegio Americano de Cardiologia estan
seguros de que el vino en dosis moderadas protege a las arterias coronarias de padecer un infarto
de miocardio o una angina de pecho. Si la OMS tiene que dar un mensaje a todo el mundo no
puede decir que el alcohol es bueno, pero el consumo de dosis bajas de vino tinto puede tener
un efecto beneficioso. Aunque es importante recordar que el vino no es la tnica ni la principal
fuente de flavonoides de la alimentacién. La fruta, las legumbres y el té en una dieta occidental
estandar aportan mas de 25 mg de flavonoides/dia. El vino tinto a dosis moderadas (< de 250
mlL/dia) puede contribuir con 2,5 a 5 mg suplementarios. Aunque algunos autores han calculado
que la alimentacion occidental aporta hasta 1 g de flavonoides al dia, una gran parte es destruida

0 no absorbida en el intestino (Matev, 1994).
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1.3 TECNICAS ANALITICAS

1.3.1 Electroforesis Capilar

La Electroforesis Capilar es una técnica analitica de separacion que se utiliza también para
identificacion y cuantificacion de gran importancia y auge internacional en diversa areas de
investigacion, pero poco utilizada en nuestro pais por la existencia de un minimo de expertos y

el desconocimiento de sus ventajas.

1.3.1.1 Fundamento

Muchas moléculas importantes poseen grupos ionizables y pueden tenerse en solucion en forma
de especies con carga eléctrica, ya sea como cationes (+) o aniones (-) Ademas las moléculas
que posean cargas similares suelen tener distintas relaciones carga/masa. En conjunto, estas
diferencias constituyen base suficiente para una migracion diferencial, cuando los iones en

disolucion se someten a un campo eléctrico (Castillo M., et. Al. 2005).

Los cationes se trasladan hacia el catodo (-) y los aniones hacia el &nodo (+) a velocidades que
dependen del equilibrio entre la fuerza impulsora del campo eléctrico sobre los iones cargados
de la muestra y las fuerza de retardo entre las moléculas que migran y el medio circundante, que
son principalmente fuerzas electrostaticas. La corriente se mantiene por todos el circuito ya que
los electrodos, estan sumergidos en viales que contiene amortiguador. Las separaciones
electroforéticas se originan por las diferentes movilidades de los analitos cuando estan
sometidas a un campo eléctrico. La movilidad electroforética se ve afectada por la carga, la

forma y tamafio del analito asi como de la viscosidad del medio y del flujo electroosmético.
1.3.1.2 Principios de la separacion electroforética

1.3.1.2.1 Movilidad electroforética
La electroforesis es el proceso en el cual los iones de la muestra se mueven a diferentes

velocidades por la influencia de un voltaje aplicado. La velocidad de un analito i6nico (para

electrolitos fuetes) estd dada por la férmula:
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c
I

uE

v = velociadad del analito
u = Movilidad electroforética

E = campo eléctrico

El campo eléctrico esta dado en volts/cm, por lo que depende de la longitud del capilar y la
fuerza del potencial aplicado. Asimismo la movilidad electroforética depende de la especie
ionica, tamafio, carga, temperatura, naturaleza y concentracion, por lo tanto la movilidad
electroforética se define con la siguiente ecuacion, haciendo evidente que especies o analitos
cargados pequefios tienen alta movilidad, mientras que especies cargadas con gran peso

molecular muestran baja movilidad:

Ugr =

|
QO

- é6mnr

Q = Carga del analito
n = viscosidad de la solucién

r = radio molecular

1.3.1.2.2 Flujo electroosmético
Es un constituyente fundamental, generado por la presencia del campo eléctrico en una solucion
16nica cuando entra en contacto con una superficie solida cargada. Por ejemplo, en un capilar
de silice fundida, la interface se pone en contacto con la solucién que contiene el electrolito
soporte, la superficie del sélido esta con carga negativa debido a la ionizacion del grupo silanol
(pH> 4.0) y conjuntamente con sus iones forman una doble capa eléctrica, los iones presentes
en el sistema bajo la influencia del voltaje aplicado son desplazados hacia el catodo o d&nodo de
acuerdo a su carga, arrastrando al disolvente con ello, dada su solvatacion, originado por el flujo

electroosmoético (FEO).

Es importante sefnalar que el FEO puede modificar la migracion de los iones, ya que los cationes

son impulsados por este a una mayor velocidad. Si por otra parte la especie se mueve en contra
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del FEO su velocidad disminuye. La movilidad del FEO varia de acuerdo al pH del
amortiguador, observandose asi que a pH alto la movilidad del FEO es significativamente mas

grande que a pH bajo.

1.3.1.2.3 Movilidad Electroforética Efectiva
Como la carga del analito depende del medio, su movilidad electroforética se ve afectada por el
pH y el medio. Por ejemplo, de un compuesto A, siendo electrolito débil puede existir en
diferentes formas protonadas (especies), que poseen diferente carga y movilidades ionicas: A,
HA*, H A%, H3A3" Por tal razon surge el concepto de movilidad electroforética efectiva que se

define como:
1
KEF = C_AZ Cipy = Z XM

Donde,CA =Y c; = [A] + [HA'] + [H,A%*] +

[H3A3%]. .....es la concentracion analitica total

pi = movilidad i6nica del ion i de concentracion c;

i = fraccion molar de la forma i del compuesto

Cabe aclarar que microscopicamente, el compuesto se comportara como uno solo, con una
movilidad efectiva determinada que corresponde a la anterior sumatoria, observandose su

elucion en un solo pico, ya que estd asociado a equilibrios rapidos.

1.3.1.3 Instrumentacion

Un sistema tipico de CE (Figura 16) consta de: dos electrodos (dnodo y catodo), fuente de poder,
deposito (viales) donde se colocan los electrodos y el electrolito soporte respectivamente,
capilar, sistema de enfriamiento del capilar, sistema de introduccion demuestra, detector y un

dispositivo de salida.
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Sistema de adquisicion y

\Q’micmo de datos

Detector

Sentido de Migracion

—

Capilar -

T

Fuente de -
Tension Electroferograma

+

Figura 16. Sistema electroforético general (Hernandez & Paredes, 2007)

Introduccion de la Muestra: Es un paso muy importante, debido al didmetro interno del capilar,
el cual es pequeno de una magnitud de 25 a 200 um, por lo que el volumen de muestra se limita
a solo algunos nanolitros (nL); grandes volimenes provocan ensanchamiento de picos y pueden
afectar la separacion.

La magnitud de la introduccion debe ser de una manera adecuada y reproducible, por lo que se
vuelve un pardmetro critico, para llevar a cabo una introduccion cuantitativa existen diversos

métodos, pero los mas utilizados son hidrodinamico y electrocinético.
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1.3.2 Espectroscopia Atdmica

La espectroscopia es un término general para la ciencia que trata de las distintas interacciones
de la radiacion con la materia. Historicamente, las interacciones de interés se producian entre la
radiacion electromagnética y la materia, sin embargo, ahora el término espectroscopia se ha
ampliado para incluir las interacciones entre la materia y otras formas de energia. La
espectrometria y los métodos espectrométricos hacen referencia a la medida de la intensidad de

la radiacién mediante un detector fotoeléctrico o con otro tipo de dispositivo electronico.

Los métodos espectrométricos mas ampliamente utilizados son los relacionados con la radiacion
electromagnética, que es un tipo de energia que toma varias formas, de las cuales las mas
facilmente reconocibles son la luz y el calor radiante. Sus manifestaciones mas dificilmente
reconocibles incluyen los rayos gamma y los rayos X, asi como las radiaciones ultravioleta, de

microondas y de radiofrecuencia.

Las técnicas espectroscopicas atdmicas emplean la transformacion de los elementos de la
muestra en 4&tomos en estado gaseoso (vapor) y miden la radiacion electromagnética trasmitida,
y de esta forma se calcula la radiacion absorbida por dichos elementos. Los espectros atobmicos
presentan picos estrechos y bien definidos, originados por las transiciones entre los distintos
niveles de energia electronica, por lo cual, esta técnica es selectiva y presenta buena sensibilidad

(Hernandez & Gonzalez, 2002).

1.3.2.1  Espectroscopia de Absorcion Atomica
La Espectroscopia de Absorcion Atdmica es una técnica analitica usada para la determinacion
cuantitativa de elementos metélicos, ya que la cantidad de luz absorbida es directamente
proporcional al contenido del analito en una muestra. Se basa en la capacidad que poseen los
atomos libres en estado fundamental de absorber la luz a una longitud de onda especifica (Skoog,
West, & Holler, 1995), porque siguen la ley de Beer-Lambert, es decir, que el aumento de la
absorbancia tiene una relacion lineal (la mayoria de las veces) a la concentracion de los 4&tomos

del analito en fase gaseosa.
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1.3.2.1.1 Instrumentacion
Los componentes instrumentales basicos (Figura 17), para la Espectroscopia de Absorcion

Atdémica con llama son:

muestra
atornizada
lérmpara de cétodo radiacion ”:""9 00 radiacién  monocromador detector
incidente - i
T —— T — -
quemador - )
entrada de gas - muestra
combustible - . | netutizada @
L P )
entrada dormmfra”,‘_t_ J nebulizador - %J
W registrador
| del espectro
|
entrada de
gas oxidante

muestra

Figura 17. Esquema de un equipo de Espectroscopia de Absorciéon Atomica

La Fuente de radiacion que es considerada la parte mas critica porque debe generar un haz de
radiacion continua de potencia suficiente para la medicion. (Skoog, West, & Holler, 1995). En
este trabajo se empleod la lampara de catodo hueco, el cual es un cilindro de vidrio o cuarzo
relleno de gas inerte (Ne o Ar) a una presion de 1 a 5 torr que consiste de un anodo de tungsteno
y un catodo del metal cuyo espectro se desea obtener, estas funcionan aplicando un potencial de
orden de 300 V entre los electrodos produciéndose la ionizacion del gas inerte, lo que da lugar

a una corriente aproximadamente de 5 a 15 mA.

Sistema de atomizacion su funcion principal es la conversion de la solucion de la muestra por
primera vez en el aerosol y luego en el vapor atomico. Se inicia cuando la solucion de la muestra
es aspirada hacia el nebulizador por efecto neumatico, y en mezcla con el oxidante y el

combustible llegan a la cabeza del quemador.

En el quemador esta el sistema de llama, que es la fuente de energia (calor) para la produccién
de los atomos libre, comunmente se utiliza una llama de aire/acetileno (2400°C) u o6xido

nitroso/acetileno (2800°C). La cabeza del quemador es alineada de manera que el haz de
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radiacion que proviene de la ldmpara de catodo hueco pase a través de la llama (Skoog, West,

& Holler, 1995).
Aire
Aire Cono externo
Zona interconal
" Cono interno

<—Quemador

Figura 18. Constitucion tipica de una flama (Alva, 2009)
En la llama suceden dos fendmenos muy importantes, el primero es la desolvatacion, donde el
disolvente se evapora para producir un aerosol molecular dividido. Luego, este se volatiliza para
formar moléculas de gas. La disociacion de la mayor parte de dichas moléculas produce un gas

atomico. (Skoog, West, & Holler, 1995)

La atomizacion de un analito no es homogéneo en toda la llama. La maxima produccién de
atomos libres en la flama es dictada por la variacion de temperatura en las diferentes zonas de
la misma y por la tasa de difusion de los gases para diluir la poblacion de dtomos libres. Las
zonas importantes de la flama (Figura 18) son el cono interno donde se lleva a cabo una
combustion parcial, es decir no hay equilibrio térmico. Esta zona se calienta por conduccion y
radiacion. Inmediatamente encima de la region del cono interno se encuentra la zona interconal,
que es parte mas caliente y en ella tiene lugar una combustién completa y se alcanza casi un
equilibrio termodindmico. La region del cono externo es una zona de combustion secundaria en
la que los productos parcialmente oxidados como el mondxido de carbono y en general es una

region poco util.
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Parte Optica: Estd compuesta por el monocromador y detector. La funcion del monocromador
es aislar la radiacion de la longitud de onda seleccionada o linea de resonancia a la que se va a
cuantificar el analito, y permitir que esté llegue al detector. (Robinson J.W., 1996). Sus
componentes basicos son las aberturas de entrada y salida y una rejilla de dispersion (Skoog,

West, & Holler, 1995).

El detector es el dispositivo encargado de captar la sefial Optica proveniente del monocromador
y transformarlo en una sefial electronica capaz de ser convertida en un valor legible. El mas
comun es el fotomultiplicador, tubo de vaci6 provisto de placas fotosensibles que recibe fotones,
los convierte en impulsos electronicos y multiplica hasta obtener la suficiente intensidad

eléctrica.

1.3.2.1.2 Interferencias

La EAA presenta tres tipos basicamente de interferencias, las espectrales, quimicas y las fisicas.

e Interferencia espectrales

Cuando la absorcion de una especie interferente esta muy cerca a la longitudes de onda de
analito que se sobrepone a los picos de absorcion

e Interferencias fisicas

Se originan con el cambio de las caracteristicas basicas de las soluciones que se mediran
(viscosidad, tension superficial, presion de vapor, temperatura).

e Interferencias Quimicas

Se presentan cuando existe la formacion de compuestos de baja volatilidad disminuyendo la
velocidad e atomizacion. Estas se pueden eliminar o modificar mediante el uso de temperaturas
mas elevadas o adicionar modificadores de matriz, para reducir las pérdidas del analito durante
la calcinacion, haciendo mas volatil la matriz o menos volatil el analito, obteniéndose asi una

mejor separacion de matriz y analito. (Skoog, West, & Holler, 1995).
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1.3.22  Espectroscopia Optica de Emisién Atémica con plasma acoplamiento inductivo

La espectrometria de emision Optica por plasma acoplado inductivamente permite obtener
informacion analitica de concentraciones desde ppm hasta ppb, en lo longitudes de onda desde
167.022 nm hasta 430 nm para Ultravioleta y de 430 nm hasta 780.023 nm para Visible,

alrededor de 74 elementos de la tabla periodica a la vez.

La técnica se basa en medir la intensidad de una linea de emision especifica del elemento que
se desea determinar. Cuanto mayor sea la intensidad de esta linea mayor es su concentracion,
debido a que cada elemento tiene un numero especifico de electrones asociado a su nucleo en la
configuracion mas estable y normal de un atomo es el estado basal o fundamental. Si se aplica
energia a un atomo, este la absorberd a una longitud especifica pasando a una configuracién
menos estable conocida como estado excitado, ocasionando que el electron regresé
inmediatamente al “estado basal” liberando energia luminosa conocido como fotdn, el cual es

diferente dependiendo del elemento.

1.3.2.2.1 Instrumentacion

Transferencia de

Generador de
Radiofrecuencia Espectrometro
Argon Nebulizador % ‘ Camara |
i P de spray Microprocesa
> dory . C -
— electronica
: Residuos
Laguaia Bomba

Muestra

Computadora

Figura 19. Espectrometro de emisiéon Atdomica con plasma acoplado inductivamente
(Ramirez Guerrero , 2012)
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Para poder realizar los analisis mediante dicha técnica, el proceso inicia al introducir la muestra
mediante una bomba peristaltica con un flujo de Ar de 0.3 a 1.5 L/min al interior del equipo,

para ser transformada en aerosol mediante el proceso de nebulizacion. (Skoog, West, & Holler,

1995)

Posteriormente, pasa a la antorcha o fuente de plasma de acoplamiento inductivo, el cual
consiste en tres tubos concéntricos de cuarzo o alimina donde fluye una mezcla gaseosa
conductora de electricidad o gas ionizado generalmente de Argdn, a una velocidad de 5 -20
L/min, cada uno de los tubos tiene un punto de entrada, el de en medio contiene plasma y los
externos sirven como refrigerante y se encuentran de manera tangencial (Skoog, West, & Holler,

1995).

El plasma tiene un nticleo no transparente, blanco brillante y muy intenso coronado por una cola
en forma de llama, su temperatura es de aproximadamente de 6800 K, esta caracteristica ayuda
a mejorar la excitacion y eficiencia de ionizacion. Las temperaturas altas del plasma eliminan
las interferencias quimicas. Ademads cuando la muestra llega al plasma quita el solvente es decir
la “desolvata” quitando el agua de la muestra dejando una aerosol, una vez hecho esto sigue la
“descomposicion” del aerosol a gas de moléculas individuales por vaporizacién y después se
disocia en 4tomos a los que se le llama “atomizacion” estos tres procesos ocurren en la zona de
precalentamiento. Después sigue la excitacion y la ionizacidn, para qué un atomo o ion emita

su radiacion caracteristica.

Una vez que la muestra ha emitido su radiacion caracteristica, pasa al sistema optico, empezando
por la entrada de un dispositivo dispersivo de longitud de onda, llamada rejilla de echell, que
son redes de difraccion fabricadas con menos surcos por mm, pero con alta precision y son
empeladas a dngulos de incidencia elevados. Una vez finalizado el proceso de dispersion el haz
pasa a la cdmara Schmikt que tiene su corrector como primer elemento, un espejo plano para
doblar el haz y el espejo esférico de la cdmara. Este sistema dptico completo esta encerrado en

un compartimiento purgado y termostatado.
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Una vez que la linea de emision apropiada ha sido separada por el espectrometro, el detector la
emplea para la medicion de la intensidad de la linea de emision.
El tubo fotomultiplicador es un tubo de vacio que contiene un material fotosensible llamado

fotocatodo, este emite electrones cuando es golpeado por la luz.

1.3.2.2.2 Interferencias

Las interferencias en ICP pueden originarse desde la preparaciéon de la muestra hasta la
operacion y mantenimiento adecuado del plasma. Las interferencias mas comunes se describen

a continuacion:

o Interferencias Quimicas: Las temperaturas tan elevadas que se alcanzan en un plasma se
encargan de eliminarlas.

o Interferencias Fisicas: Causan variacion en la luz emitida por la misma concentracion de
un elemento debido a las diferencias de la matriz entre estandares y muestras, provocando
efectos cinéticos; diferencias de densidad, viscosidad y tension superficial; y efectos
termodinamicos por la habilidad de las soluciones para absorber o conducir energia
alterando la alta temperatura del plasma.

e Interferencias espectrales: Estas son las mas importantes, se originan en el espectro
inherente del Ar o de la linea y de espectros continuos de especies atdmicas o moleculares
inyectadas al plasma. Las interferencias espectrales son aquellas donde no se tiene una sefial
espectral aislada del analito en estudio y se presentan dos o méas componentes de la matriz
que emiten radiacion a la misma longitud de onda, de esta manera se traslapan los espectros,
obteniendo una concentracion del analito mas elevada que la concentracion real.

e Interferencia de Fondo: Las lineas de emision espectrales en ICP siempre estas
sobrepuestas a una emision de fondo continua debida a la “corriente oscura” del detector y
al espectro continuo emitido por el plasma, conocido como ruido de fondo, este puede

arrojarnos una sefial falsa positiva, que afecta la cuantificacion del analito de interés.
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1.4 QUIMIOMETRIA

La Quimiometria se define como la disciplina quimica que finalidad utiliza la Matematica, la
Estadistica y la légica formal para disefiar o seleccionar procedimientos experimentales
optimos, proporcionar la maxima informacidon quimica relevante a partir del analisis de datos

quimicos, y obtener conocimientos a partir de sistemas quimicos (Massart, 1998).

La Quimiometria puede considerarse como una herramienta auxiliar o esencial en la mejora del
rendimiento del proceso analitico en todas sus etapas, con la de asegurar la calidad de los
resultados, comenzando desde la toma de muestra y el disefio de los experimentos con un
minimo esfuerzo experimental, ademas de que una vez obtenidos los datos, el tratamiento de los
mismos utilizando esta disciplina, permite aumentar la calidad de ellos, facilitando su
interpretacion y fundamentando las conclusiones con rigor. Adicionalmente potencia la
incorporacion del quimico a la cadena de control de los procesos productivos para generar,
interpretar y comunicar la informacion relevante en la toma de decisiones. Asi que la finalidad
de la Quimiometria es gestionar conocimiento previo, planeacion del experimento,

procesamiento e interpretacion de datos que contienen informacion compleja en informacion.
1.4.1 Anélisis de Conglomerados

El Analisis de Clusters (o Anélisis de conglomerados) es una técnica de analisis exploratorio de
datos para resolver problemas de clasificacion. Su objeto consiste en ordenar objetos (personas,
cosas, animales, plantas, variables, etc.) en grupos (conglomerados o clusters) de forma que el
grado de asociacion/similitud entre miembros del mismo cluster sea mas fuerte que el grado de
asociacion/similitud entre miembros de diferentes clusters. Cada cluster se describe como la

clase a la que sus miembros pertenecen.

El analisis de cluster es un método que permite descubrir asociaciones y estructuras en los datos

que no son evidentes a priori pero que pueden ser Utiles una vez que se han encontrado.

Por ser tan laxa la definicién de un cimulo (conglomerado o cluster) existen muchos algoritmos
que pretenden resolver el problema sin embargo la mayoria de ellos solo se aboca a la busqueda

de conglomerado esféricos y es dificil detectar conglomerados no esféricos. Hay un sin-numero
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de algoritmos de la distancia entre-cluster y estos se pueden determinar por las distancia entre

centroides. Como el objetivo es reducir de n unidades a g grupos donde: n > g.

Un dendrograma es un tipo de representacion grafica o diagrama de datos en forma de arbol que
organiza los datos en subcategorias que se van dividiendo en otros hasta llegar al nivel de detalle
deseado (asemejandose a las ramas de un arbol que se van dividiendo en otras sucesivamente).
Este tipo de representacion permite apreciar claramente las relaciones de agrupacion entre los
datos e incluso entre grupos de ellos aunque no las relaciones de similitud o cercania entre
categorias. Observando las sucesivas subdivisiones es posible establecer una idea sobre los
criterios de agrupacién de los mismos, la distancia entre los datos segin las relaciones
establecidas, etc. También podriamos referirnos al dendrograma como la ilustracion de las

agrupaciones derivadas de la aplicacion de un algoritmo de clustering jerarquico (Vicente

Villardon, 2014).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 DIAGRAMA DE ACTIVIDADES

Vinos Tintos Mexicanos

Seleccion muestras

Localidad Tipo de Uva Casa Vinicola
Cabernet Sauvignon
Baja California Merlot L.A. Cetto
Coahuila Tempranillo Santo Tomés
Querétaro Salvador XA Domeq
Shiraz Casa Madero
Petite Sirah Delicé Catembé
Nebbiolo
Determinaciones
Espectroscopia Electroforesis Capilar
Establecer Metodologia de Separacion
E. UV-Visible EEA ICP-OES compuestos fenolicos
Obtencion de los Electroferogramas de las
muestras de vino
Fenoles Totales Capacidad Elementos
Antioxidante Metalicos
* Curva de Calibracion
(Estandares tirosol, resveratrol, acido
gentisico, acido cindmico, acido caféico
y acido galico)
L. .. . Identificacion y cuantificacion de los
Analisis Quimiométrico compuestos fenélicos
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2.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Material de Estudio: Se utilizaron 14 Vinos Tintos Mexicanos mono-varietales* y 2 vinos
artesanales procedentes de los Estados de Coahuila, Baja California y Querétaro. En la Figura
20 y Tabla 1, se muestran los vinos utilizados en el presente estudio.

Figura 20. Muestras de vinos tintos analizados

Tabla 1. Vinos Tintos Mexicanos de estudio
Estado Productor Casa Vitivinicola Tipo de Uva
Baja California L.A. Cetto Cabernet Sauvignon, Petite Sirah,
Nebbiolo, Merlot, Tempranillo

Santo Tomas Cabernet Sauvignon, Tempranillo y
Merlot
XA Pedro Domeq Cabernet Sauvignon
Coahuila Casa Madero Cabernet Sauvignon, Shiraz y Merlot
Casa Grande Madero Cabernet Sauvignon y Shiraz
Querétaro Delice Catembe Semidulce Salvador
Delice Catembe Seco Salvador

* Un vino monovarietal, por definicion es un vino elaborado con una sola variedad de uva. Aunque en Espaiia se

considera monovarietal a la variedad cuya cepa de uva predomine del 80 al 100%.

Reactivos: En la Tabla 2 se indican los reactivos utilizados para llevar a cabo la experimentacion
correspondiente.
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Tabla 2. Informacion de los reactivos utilizados para realizar la experimentacion.

Reactivo Pureza Proveedor
Tetraborato de sodio decahidratado, J.T. Baker
Hidréxido de sodio J.T. Baker
Dimetil sulféxido (DMSO) 99% Técnica Quimica
Acido acético 99.8 % J.T. Baker
Metanol >98% J.T. Baker
Acetato de sodio J.T. Baker
Cloruro férrico 100.8 % Sigma Aldrich
N-N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) 99.5% Sigma Aldrich
Acido 6-hidroxi-2,3,7.8- 97% Sigma Aldrich
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox)

Carbonato de sodio anhidro J.T. Baker
Reactivo comercial Folin-Ciocalteu Sigma Aldrich
Nitrégeno 99 % Praxair

Estandares de compuestos fendlicos: En la Tabla 3 se muestran los datos de los estandares
fendlicos empleados en la cuantificacion e identificacion.

Tabla 3. Informacién de los estandares empleados para la cuantificacion de fenoles en vinos.

Estandar Pureza Proveedor
Acido ferulico > 98% Sigma Aldrich
Acido trans-cindmico > 98% Sigma Aldrich
Acido vanilinico > 98% Sigma Aldrich
Acido galico 97.5-102.5%  Sigma Aldrich
Acido caféico > 98% Sigma Aldrich
Acido p-cumérico > 98% Sigma Aldrich
Acido cloéogenico > 98% Sigma Aldrich
Acido gentisico > 98% Sigma Aldrich
Resveratrol > 98% Sigma Aldrich
Tirosol > 98% Sigma Aldrich
Rutina > 98% Sigma Aldrich
Epicatequina >98% Sigma Aldrich
Vainillina > 98% Sigma Aldrich
Miricetina > 98% Sigma Aldrich
Quercetina > 98% Sigma Aldrich
Kaempferol > 98% Sigma Aldrich
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Equipos:

— Equipo de electroforesis capilar P/ACE ™ MDQ de Beckman Coulter (Fullerton, CA,
USA), equipado con un detector de arreglo de diodos UV-VIS. La deteccion se realizo
a una longitud de onda de 214 nm.

— Equipo de ICP Thermo Jarrell Ash 1000 (MA, USA)

— Balanza analitica 10 mg a 250 g (Boeco, BCBC100; Alemania)

— Agitador magnético (Thermolyne Cimarec 2; E.U.A)

— Centrifuga Beckman Coulter, Allegra 21 (Fullerton, CA, USA)

— Espectrofotometro con longitud de onda visible Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)

— Espectrofotdmetro de Absorcion Atomica SpectrAA 800, Varian (Palo Alto, CA, USA)

2.3 PROCEDIMIENTOS DE ENSAYOS

2.3.1 Preparacion de Carbonato de sodio anhidro 20% p/v
Pesar 20 g de carbonato de sodio anhidro y disolverlo en 80 mL de agua destilada hirviendo.
Enfriar a temperatura ambiente, después de 24 horas, filtrar sobre papel y llevar a la marca de

aforo 100 ml.

2.3.2  Preparacion de la solucion amortiguadora de Acetatos [0.1 M], pH 5.25

— Pesar la cantidad necesaria de reactivo analitico de Acetato de Sodio

— Agitar magnéticamente durante 5 minutos.

— Agregar agua desionizada (aproximadamente una tercera parte del volumen total)

— Ajustar pH a 5.25 utilizando NaOH o HC1 0.1 M

— Transferir la solucion al matraz volumétrico correspondiente (250 mL), enjuagando el
vaso de precipitados tres veces con agua desionizada.

— Llevar al volumen de aforo con agua desionizada
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233 Determinacion de Fenoles Totales
Curva de Calibracion
A partir de una solucion stock de 0.1 mg/mL de acido gélico. Se prepararon los sistemas

descritos en la Tabla 4. .

Tabla 4. Descripcion de la Preparacion de la Curva de Calibracion de Fenoles Totales

Sistema Volumen (pL) Folin-Ciocalteu (nL) Na,CO3 Volumen de Concentracion
[Acido (nL) Aforo (nL) [Ac. Gilico]
Galico]stock (mg/L)

Blanco 0 100 200 2000 0

1 40 2

2 80 4

3 120 6

4 160 8

5 200 10

Cada uno de los sistemas se agitd y se dejaron en reposo durante 30 minutos a temperatura

ambiente en la oscuridad para su posterior medicion.

Preparacion de Muestras

Se tomaron 200 uL de vino en estudio, adiciondndole 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, 200
uL de carbonato de sodio al 20% y aforando a 2000 pL con agua desionizada. Los tubos se
agitaron y se dejaron reposar durante 30 minutos en la oscuridad antes de tomar la lectura en el

espectrofotometro a 765 nm.

234 Determinacion de Capacidad Antioxidante
Generacioén del radical DMPD**
El radical DMPD*" se obtiene si a 2 mL de solucion de DMPD, que se encuentra en 200 mL
de buffer de acetatos 0.1 M (pH 5.25), se le afiaden 400 pL de FeClz 0.05M.
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Curva de Calibracion
A partir de una solucion estandar de Trolox 4 mM, se preparan los siguientes sistemas como se

muestra en la siguiente tabla:

Tabla 5. Descripcion de la Preparacion de la Curva de Calibracion de Capacidad Antioxidante

Vol (uL) Estandar Vol. Aforo (nL) Concentracion
Trolox 4.0 mM MeOH Estandar Trolox (uM)
25 475 20
50 450 40
75 425 60
100 400 80
125 375 100
150 350 120

Posteriormente, a 100 pL cada uno de los sistemas anteriores se hacen reaccionar con 1900 pL
del radical DMPD*", dejandolo reposar durante 10 minutos para la toma de lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de deteccion de 505 nm. Los resultados son

expresados en TEAC (actividad antioxidante equivalente a Trolox).

Preparacion de Muestras
A 100 pL cada uno de los vinos en estudio se le afiadieron 1900 pL del radical DMPD" tomando
la absorbancia (505nm) después de 10 minutos; los resultados son expresados en TEAC

(actividad antioxidante equivalente a Trolox).

HO O

OH
O

Figura 21. Acido-2-carboxico (+)-6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano (andlogo de la vitamina E)

Los métodos quimicos permiten obtener correlaciones entre la actividad antioxidante y la vida
media de los productos, pero solo permiten ligeras aproximaciones a sus efectos protectores de

la salud que son evaluados por los métodos bioldgicos.
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235 Cuantificacion de Compuestos Fenolicos Mediante la Técnica de Electroforesis

Capilar.

Para la identificacion, separacion y cuantificacion de los polifenoles presentes en los Vinos
tintos mexicanos, se desarrolld una metodologia por Electroforesis Capilar, con un detector de

arreglo de diodos en linea (DAD) UV-Vis y software 32 Karat.

Condiciones de Andlisis

Se utilizé un capilar de silice fundida de Polymicro Technologies (Phoenix AZ, USA) de 51.9
cm de longitud total, 42.5 cm de longitud efectiva y 50 um de didmetro interno, 30 kV, 22°C.
El detector utilizado es de diodos en linea (DAD) a una longitud de deteccion de 214 nm,
software 32Karat, Bufer de boratos (preparado a partir de Na;B4O7.10H20) 50mM (pH 9.4);

Inyeccion 0.5 psi durante 5 s; deteccion.

Pre-acondicionamiento de la columna capilar

Al inicio de cada dia el capilar se lava con agua desionizada durante 5 min, sucesivamente 10
min con NaOH 0.1 M, retornando a 3 min con agua desionizada y finalmente 15 min con el
Buffer de separacion para condicionar el capilar.

Medicion de estandares y de la muestra

Los estandares (Tirosol, Resveratrol, Catequina, Acido Clorogenico, Acido Ferulico, Acido
trans-cinamico, Acido Vanilico, Acido Caféico, Acido Galico, Acido Gentisico) se prepararon
a una concentracion de 1000 ppm, disolviéndolos en una soluciéon Etanol al 80% en agua
desionizada. Mientras que los estandares de la Miricetina, Quercetina, Rutina y Kaempferol
fueron disueltos en Dimetilsulfoxido al 10 % en etanol.

Para el proceso de separacion de los polifenoles, se mezclaron cada uno de los estandares para
hallar las condiciones Optimas de trabajo.

Una vez encontradas dichas condiciones, las muestras de vinos se centrifugaron a 14,000 rpm

durante 30 minutos para su posterior inyeccion en el equipo.
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Curva de calibracion

Los sistemas para la curva de calibracion se prepararon con la mezcla de los siguientes
polifenoles en los rangos de concentracion que se describen a continuacion: Tirosol (12 - 192
ppm), Resveratrol (7 — 84 ppm), Acido Cinamico (4 — 48 ppm), Ac. Gentisico (6 — 72 ppm),
Acido Vanilico (18 —216), Acido Galico (9 — 126 ppm) y Acido Caféico (3 -42 ppm).

2.3.6  Cuantificacion de elementos metalicos mediante la técnica analitica de ICP-OES y

EAA.

Digestion de la Muestra

Antes de determinar el contenido de los elementos metalicos en la muestras, fueron tratadas en
un horno de microondas modelo Mars 5 CEM con sensor de temperatura-presion (Falcon,
EUA). A 1.5 mL de muestra de vino se le afiaden 8 mL de Acido Nitrico (HNO3) [53%],

utilizado el siguiente programa de temperaturas y potencia aplicada por el microondas:

Tabla 6. Rampa utilizada para la digestion de las muestra en el horno de microondas

Paso Temperatura °C Tiempo (min) Potencia (W)

1 0-90 9 100
2 90 5 100
3 90-120 8.5 100
4 120-170 6 100
5 170 2 100
6 170-100 8 1000

Una vez enfriadas a temperatura ambiente, las muestras se aforan a 10 mL con agua desionizada,

para su posteriormente medicion por la técnica instrumental.

2.3.6.1 Determinacion de Ca, Cu, Fe, Mn, S, P, V y Zn por Espectroscopia Optica de Emision
Atomica de plasma con acoplamiento inductivo (ICP-OES).

El andlisis de estos metales se realizo en el equipo de ICP Thermo Jarrell Ash 1000, se utilizé
una Optica radial y una potencia incidente de 1972 W. El gas de nebulizacion se aplico a 28.06

psi, el flujo de gas auxiliar de 0.5 L/min, flujo de la muestra de 1.7 mL/ min y se utilizd un
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patrdon de flujo ciclonico en el nebulizador. El gas utilizado en todos los casos fue argon de ultra

alta pureza.

Curva de Calibracion

Para llevar a cabo la cuantificacion de los elementos metalicos, se utilizdé el Método de Curva
de Calibracion, preparandose 6 sistemas compuestos de la mezcla de elementos metélicos a
diferentes rangos de concentracion; Ca (0.01 — 200 ppm), Cu (0.005 — 10 ppm), Fe (0.01 — 10
ppm), Mn (0.01 — 100 ppm), P (0.9 — 180 ppm), V (0.001 — 10 ppm) y Zn (0.01 — 100 ppm).
Muestras

A partir de las muestras obtenidas después de la digestion, se procede a su medicion en el equipo

de ICP-OES.

Determinacion de potasio (K) por Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS).

La cuantificaciéon de potasio fue realizada en el espectrofotdmetro de absorcion atémica
SpectrAA 800. Se utilizo la ldmpara de catodo hueco de potasio, la corriente de la lampara a 5
mA. El combustible utilizado fue acetileno-aire a presion de 20 psi. Se determind por separado

debido a la interferencia que se presenta con otros metales.

Curva de Calibracion y muestras problemas

Se prepararon 5 sistemas como se muestra en la Tabla 7, partiendo de una solucion patron de
Potasio (K) de concentracion 10 ppm, adicionandole a cada uno de los sistemas 1 mL de una
solucion de CsCl [25 ppm] para eliminar la interferencia quimica producida por la ionizacion
del analito. A partir de las muestras obtenidas después de la digestion, se tomaron 50 pL,

llevandose a un aforo de 25 mL, para su medicién en el equipo (Tabla 7).

Tabla 7. Preparacion de Sistemas para Curva de Calibracion de Potasio

Solucion/Sistema Blanco 1 2 3 4 5 Problema
Soln. [K]stock de 100 ppm (mL) 0 0.5 2 4 6 8 -
Soln. Problema (mL) --- --- --- --- --- --- 0.05
Aforo Agua desionizada (mL) 25 25 25 25 25 25 25
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 FENOLES TOTALES
El ensayo desarrollado por Folin-Ciocalteu, se utiliza como medida del contenido de
compuestos fenolicos totales en productos naturales y se fundamenta en su caracter reductor. Se
utiliza como reactivo, a una mezcla de acidos wolframio (Wg023) y molibdeno (MogO23). La
oxidacion de los fenoles, presentes en la muestra, causa la aparicion de una coloracion azulada
que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, que se cuantifica por espectrofotometria UV-

Vis con base en una curva de calibracion de acido galico. (Kuskoski, 2005)

Este ensayo tiene limitaciones ya que este reactivo no s6lo mide los fenoles totales, sino que
reaccionara con cualquier sustancia reductora. Por lo tanto, el ensayo mide la capacidad

reductora total de una muestra, no sélo el nivel de compuestos fenolicos. (Kuskoski, 2005)

Los compuestos fendlicos presentes en los vinos estan directamente relacionados con su calidad,
ya que contribuyen a las caracteristicas organolépticas, como color, astringencia y amargor;
ademas, por su capacidad de captura de radicales libres, tienen un papel importante en el control
de la oxidacion en el organismo humano. (Moreno et al. 2006). Si bien, el llamado indice de
fenoles totales es una medida de gran utilidad (método oficial de la AOAC*), esté no especifica

la composicion del vino en los diferentes compuestos fenolicos.

La cuantificacion de los fenoles totales se realizé mediante una Curva de Calibracion, con una
solucion de referencia el dcido galico**. (Figura 22).Las mediciones de cada uno de los sistemas
se realizaron por triplicado. Al verificar la linealidad y dispersion de los datos (Figura 22), se
corrobora que la curva tiene un comportamiento lineal, debido al coeficiente de determinacion
(r?) de 0.9931; también se observa que fluctian muy poco los valores de absorbancia de cada

sistema, es decir, la desviacion estandar es de 0.0309.
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Absorbancia = 0.0726 + 0.122967*[Acido Galico] mg/L
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Figura 22. Curva de Calibracion de Acido Gélico para la cuantificacion de Fenoles Totales

Tabla 8. Contenido de Fenoles Totales en vino tintos mexicanos

Vino Tinto Mexicano ‘ [Acido Galico] mg/L ‘ mg Acido Galico /100 mL. de Vino
Baja California
L.A. Cetto Petite Sirah 140.55 + 18.57 14.05 + 1.86
L.A. Cetto Nebbiolo 57.35+6.52 5.73 +0.65
Santo Tomas Cabernet 42.66 +9.82 4.27+0.98
Santo Tomas Tempranillo 39.60 + 8.47 3.96 + 0.85
Santo Tomas Merlot 32.20 +3.36 3.22+0.34
XA Domeq Cabernet 28.49 +4.08 2.85+0.41
Sierra Blanca Tempranillo 28.16 +6.3 2.82 +0.63
L.A. Cetto Cabernet 36.86 +2.20 3.69 +0.22
L.A. Cetto Don Luis Merlot 25.43 +2.51 2.54+0.25

Querétaro
Delice Catembe Semidulce 38.70 +3.31 3.87+0.33
Delice Catembe Seco 39.38 +1.91 3.94 +0.19
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El contenido de Fenoles Totales en las muestras de vino estudiadas se muestra en la Tabla 8
expresados en unidades de concentracion de ppm (mg/L) y (mg/ 100 mL de vino) de Acido

Galico en el vino.

3..1.1 Influencia del Estado de origen en la concentracion de Fenoles Totales en Vino Tinto

Mexicanos

Los resultados obtenidos nos indican que los vinos se encuentran en un intervalo de 2.54 a 14.05
mg de Acido Galico por cada 100 mL de vino tinto. Al realizar un anélisis de varianza (ANOVA)
de la totalidad de los datos (con sus 3 réplicas), se observa que existen diferencias significativas
en la concentracion de fenoles totales con respecto al estado de procedencia (Figura 23), ya que
las cajas y su dispersion (bigotes) no se traslapan totalmente, lo cual se confirma con la prueba

de hipoétesis correspondiente (ver ANOVA completo en el Anexo A).

T T T T T
Baja California i — o oo

S

% Coahuila — . oo o

it

Queretaro F|:|:|{

1 n n n 1 n n n 1 n n n 1 n n n 1
0 4 8 12 16

mg [Acido Galico]/100 mL Vino

Figura 23. Influencia del Estado de origen en la concentracion de Fenoles Totales

Se observa que existen diferencias entre las medias de las concentraciones de los Fenoles totales
de Baja California & Coahuila y Querétaro & Coahuila, mientras que las medias de las
concentraciones de los Fenoles totales entre Baja California & Querétaro pueden considerarse
iguales (ver tabla de contraste de medias en el Anexo A). Como conclusion se puede ver que
claramente los vinos tintos del Estado de Coahuila contienen una concentracion mayor de
Fenoles Totales que los de Baja California y Querétaro, cuyo contenido se puede considerar

igual.
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Coahuila presenta mayor cantidad promedio de Fenoles Totales, debido a las condiciones
climéticas, principalmente en los veranos soleados y con variaciones térmicas por el dia de 25
a 30°C ypor lanoche de 18 a 20°C. Estos intervalos de temperatura permiten que la maduracion
de la Vid sea paulatina y completa, siguiéndole Baja California y Querétaro. La primera con un
clima no muy apto para la produccion de vino, pero en una de las zonas mas importantes en

produccioén del vino y la segunda con clima no extremoso muy beneficioso para la Agricultura.

3..1.2 Influencia del Tipo de Uva en la concentracion de Fenoles Totales en Vino Tinto

Mexicano

Con respecto al Tipo de Uva, se realizdo el ANOVA correspondiente, obteniéndose el siguiente

diagrama de cajas con bigotes (Figura 24):
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Merlot +
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Tempranillo s H
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0 4 8 12 16
mg Ac Gélico cada 100 mL de Vino

Figura 24. Influencia del Tipo de Uva en la concentracién de Fenoles Totales

En la Figura 24 se puede observar que existen diferencias significativas entre las medias de la
concentracion de Fenoles totales de la uva Petite Sirah con todas los demas variedades de uva,
ya que no hay traslape. Adicionalmente en la Tabla de rangos multiples (Anexo A) se pone en

manifiesto que la uva Cabernet & Tempranillo presentan diferencias significativas, Esta
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deduccion debe tomarse con reserva, ya que al parecer el modelo NO paramétrico (Figura 24)
parece describir mejor los datos, al presentar una mayor simetria. Sin embargo la validez de este

analisis se comprobo con la prueba de Levene (Anexo A).

Como conclusion se puede dar un orden de contenido de Fenoles Totales segin la variedad de

uva utilizada, como sigue:

Petite Sirah > Cabernet > Salvador, Merlot, Shiraz, Nebbiolo > Tempranillo

Siendo la variedad Petite Sirah la de un mayor contenido de Fenoles Totales en comparacion

con todas las demads, cuya diferencia es menor.

3..1.3 Influencia de la Casa Productora en la concentracion de Fenoles Totales en Vino Tinto

Mexicanos

Con respecto a la concentracion de Fenoles Totales & la Casa Productora, se observan los

resultados con el diagrama de caja con bigotes (Figura 25):
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Figura 25. Influencia del Estado de origen en la concentraciéon de Fenoles Totales

Con la Figura 25 se observa que no existe una diferencia significativa por el factor de Casa

Productora con respecto a la concentracion de Fenoles Totales. Sin embargo en las casas
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productoras de Casa Madero y L.A. Cetto presentan mayor dispersion, debido a que son las que
presentan una mayor cantidad de tipos de Uva. Por otra parte, Delice Catembe es la casa
productora que presenta menor dispersion porque solo produce vinos con un tipo de Uva. Estas
diferencias se confirman con la tabla de rangos multiples y asi como el analisis realizado con la

prueba de Levene. (Anexo A).

Con dicha informacion se puede ordenar el contenido de Fenoles Totales segin la casa

productora, como sigue:

Casa Madero > L.A.Cetto > Delice Catembe > Santo Témas > XA Domeq

Los datos obtenidos se tomaron como la cantidad de fenoles totales contenidos en cada vino,
pero como se ha mencionado anteriormente, la reaccion que se lleva a cabo con el reactivo de
Folin-Ciocalteceu es una reaccion oxido-reduccion; donde el reactivo Folin (agente oxidante)
se reduce y los polifenoles se oxidan (agente reductor). Los vinos contienen en su mayoria
como agentes reductores a los distintos polifenoles; sin embargo podrian contener diferentes
sustancias reductoras a los polifenoles. Asi que esta técnica determina los agentes reductores
totales y por lo tanto es conveniente nombrar a la Tabla como Capacidad Reductora Total
contenida en Vinos.

Consecuentemente este método para la determinacion de Fenoles Totales tiene ciertas
limitaciones, ya que reacciona con cualquier sustancia reductora como un polifenol y se limita

a utilizar como estandar de referencia al 4cido galico o tanico.
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Tabla 9. Resumen de parametros de validacion evaluados para Fenoles Totales

Respuesta debido . No cumple
_ La respuesta no se debe inicamente al
Especificidad Unicamente al _ .
analito de interés
analito de interés
r?2 > 0.98 r? > 0.9931 Cumple
L.C. (b) debe incluir L.C. (b) 0.0726 £ 0.0104 No cumple
Linealidad al cero No incluye al cero
L.C. (m) debe ser L.C. (m) 0.1229 + 0.0016 Cumple
mayor a cero Es mayor a cero
Cumpl
Limite de Sx/y * 3.3 umpie
L.O.D = — .
deteccién m L.0.D = 0.8317[Acido Galico|mg/L
Cumpl
Limite de Sx/y " 10 umple
L.0.Q=——— .
cuantificacion ¢ m L.0.Q = 2.5202 [Acido Gélico]mg/ L

En la Tabla 9 se presenta un resumen de los pardmetros de validacion evaluados para Fenoles

Totales, siendo que la especificad no cumple porque el reactivo de Folin Ciocalteceu no es

especifico para reaccionar con los fenoles, sino con cualquier analito reductor, asi mismo al

comprobar la linealidad con respecto a la ordenada al origen no cumple, debido a los errores

sistematicos durante la experimentacion.
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3.2 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Basado en el método de (Fogliano, 1999), el cual se basa en la capacidad que tienen los
polifenoles de reaccionar con los radicales libres. Se utiliza el N,N-dimetil-p-fenilendiamina
(DMPD) (Figura 25), compuesto que, en presencia de un agente oxidante como el FeCls, da
lugar al radical DMPD*" con una coloracion purpura (medible a 505 nm). La adicion de un

NH
2 Hcl

HCI

HSC'N\CHE,

Figura 26. N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

agente antioxidante capaz de transferir hidrogeno provoca una decoloracion de la solucion. De
este modo, la decoloracion es proporcional a la cantidad de agente antioxidante presente en el

vino. La reaccidon que ocurre es la siguiente:

DMPD incoloro + Fe3* + H* — DMPD*" (morado)
DMPD** (morado) + antioxidante(R-OH) - DMPD™ (incoloro) + antioxidante (R-O)

Si se graficardn los datos de Absorbancia & Concentracion de Trolox, la pendiente de la
regresion tendria valor negativo, lo cual nos indica que mientras aumenta la concentracion de
Trolox, disminuye la concentracion del radical DMPD*", comprobando asi que se lleva a cabo
la reaccion de 6xido-reduccion, donde el electron desapareado del radical DMPD*', capta el
Hidrogeno del grupo Hidroxilo de los compuestos Fenolicos, para que el radical DMPD*" se

oxide transformandose a DMPD™.

El radical DMPD*" tiene absorbancia a los 505nm y al afiadirle el polifenol provocan su

decoloracion la cual es proporcional a su concentracion. (Figura 27)
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% Inhibicién

Los resultados de la actividad antioxidante de cada una de las muestras de vino de estudios a

partir de la curva de calibracion (Figura 28), Dichos datos se encuentran reportados en la Tabla

Absorbancia
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10 en unidades pmoles 6 mg Equivalentes de Trolox (ET) por cada 100 mL Vino.
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Tabla 10. Resultados de la determinacion de capacidad antioxidante de los Vinos Tintos

Mexicanos

Vino Tinto Mexicano

Capacidad Antioxidante

Capacidad Antioxidante

pmoles ET /100 mL Vino) mg ET /100 mL Vino

Baja California

Santo Tomas Merlot 41.01 +4.94 10.26 +1.24
Santo Tomas Tempranillo 48.33 +4.59 12.10 + 1.15
L.A. Cetto Don Luis Merlot 48.53 +4.96 12.15+1.24
Santo Tomas Cabernet Sauvignon 57.64 + 6.89 14.43 +1.73
L.A. Cetto Cabernet Sauvignon 58.40 +2.79 14.62 +0.70
XA Domeq Cabernet Sauvignon 58.82+3.89 14.72 +0.97
L.A. Cetto Nebbiolo 62.45 + 4.54 15.63 +1.14
L.A. Cetto Sierra Blanca

Tempranillo 63.52 +1.55 15.90 + 0.39
L.A. Cetto Petite Sirah 90.22 + 6.16 22.58 +1.54

Querétaro

Delice Catembe Semidulce

63.09 + 11.63

15.79 +2.91

Delice Catembe Seco

77.76 + 1.38

19.46 +0.35
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3.2.1 Influencia del Estado de origen en la concentracion de Capacidad Antioxidante en Vino

Tinto Mexicanos

Los resultados obtenidos se encuentran en un intervalo de Capacidad Antioxidante de 10.26 a
22.58 mg equivalentes de Trolox por cada 100 mL de Vino. De manera general se podria
describir que el Vino L.A. Cetto Petite Sirah presenta mayor inhibicion, mientras que el Vino
Santo Tomas Merlot presenta la menor capacidad de inhibir el Radical DMPD*', es decir,
presenta menor capacidad para capturar el radical. A primera instancia vemos que los resultados

obtenidos de Capacidad Antioxidante se relacionan directamente proporcionales con los Fenoles

Totales.
Baja California b——— o —
2
% Coahuila — 5 _|
w
Queretaro I ——— . —]
8 11 14 17 20 23 26

mg ET/100 mL Vino

Figura 29. Influencia del Estado de origen en la concentracion de Capacidad Antioxidante

En la Figura 29 se observa que existen diferencias entre las medias de las concentraciones de
Capacidad Antioxidante Baja California & Coahuila y Querétaro & Baja California. Mientras
que las medias de la capacidad antioxidante entre Coahuila & Querétaro pueden considerarse
iguales. Todo esto se confirma con la tabla de rangos multiples (Anexo B). Como conclusion se
puede ver que claramente los vinos tintos del Estado de Querétaro y Coahuila contienen una

concentracion mayor de Capacidad Antioxidante que los de Baja California.
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3.2.2 Influencia del Tipo de Uva en la concentracion de Capacidad Antioxidante en Vino Tinto

Mexicanos

Con resnecto al Tino de TTva <e realizd el ANOV A corresnondiente ohteniéndoce el cioniente

Box-and-Whisker Plot

T T T T T T v T T T T
Merlot H | + %

-]

() . .

<Petite Sirah
o

2

g savador

Shiraz .
-

Tempranillo +| *

Figura 30. Influencia del Tipo de uva en la concentracién dei(ijapacidad Antioxidante

En la Figura 3U se puede observar que existen diterencias signiticativas entre las medias de la
concentracion de Capacidad Antioxidante de la uva Petite Sirah & todas los demas variedades
de uva, ya que no hay traslape. Adicionalmente con la tabla de rangos multiples (Anexo B), se
comprueba los anterior y ademas que el tipo de uva Salvador & Merlot y Salvador &
Tempranillo, presentan diferencias significativas, siendo que la validez de este andlisis se

comprobd con la prueba de Levene (Anexo B).

Como conclusion se puede dar un orden de contenido de Capacidad Antioxidante segin la

variedad de uva utilizada, como sigue:

Petite Sirah > Salvador > Shiraz > Cabernet > Nebbiolo > Tempranillo
> Merlot

Siendo la variedad Petite Sirah la de un mayor contenido de Capacidad antioxidante en

comparacion con todas las demas.



3.2.3 Influencia de la Casa Productora en la concentracion de Capacidad Antioxidante en

Vinos Tintos Mexicanos

Con respecto a la concentracion de Fenoles Totales & la Casa Productora se observan los

resul
Box-and-Whisker Plot
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@
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8 11 14 17 20 23 26

mg ET/ 100 mL Vino

Con la Figura 31 se observa que no existe una diferencia significativa por el factor de Casa
Productora con respecto a la concentracion de Capacidad Antioxidante, pero la casa productora
L.A. Cetto presenta mayor dispersion, debido a que es la que presenta una mayor cantidad de
tipos de uva. Por otra parte, Delice Catembe, Casa Madero, Santo Tomas y L.A. Cetto son las
casas productoras que presenta medias muy parecidas, confirmadas con la Tabla de rangos

multiples y el analisis realizado con la prueba de Levene. (Anexo B).

Con dicha informacion influencia de la Casa Productora con respecto a la concentracion de

Capacidad Antioxidante va de la mayor concentracion

Casa Madero > Delice Catembe > L.A.Cetto > XA Domeq > Santo Témas

En conclusion las Casas productoras de Coahuila y Querétaro presentan mayor concentracion

de Capacidad Antioxidante en comparacion con las ubicadas en Baja California.
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Tabla 11. Resumen de parametros de validacion evaluados para Capacidad Antioxidante

Especificidad =~ Respuesta debido La respuesta no se debe unicamente al | No cumple
unicamente al analito de interés
analito de interés
Linealidad r2 > 0.98 r? > 0.9846 Cumple
L.C. (b) debe incluir L.C. (b) 20.2405 + 0.6222 No cumple
al cero No incluye al cero
L.C. (m)
L.C. (m) debe ser 0.8815 + 0.0158 Cumple
mayor a cero Es mayor a cero
Limite de LoD = Sxsy 3.3 L.0.D = 7.7135 [Trolox]uM Cumple
deteccién m
Limite de L0.Q= Sxsy 10 L.0.Q = 23.3743 [Trolox]uM Cumple
cuantificacion

En la Tabla 11 se presenta un resumen de los parametros de validacion evaluados para

Capacidad Antioxidante, siendo que la linealidad con respecto a la ordenada al origen no

cumple, debido a los errores sistematicos durante la experimentacion.
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3.3 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS MEDIANTE LA TECNICA
DE ELECTROFORESIS CAPILAR

3.3.1 Optimizaciéon del método para la separacion de polifenoles por Electroforesis Capilar
Para la seleccion de las condiciones Optimas para la separacion de los polifenoles en vinos tintos
mexicanos por Electroforesis Capilar (CE), se realiz6 el estudio de los factores mas importantes

que influyen en la separacion, como son:

a) La concentracion del electrolito soporte.

0.14 _ DA - 200nm __ D& - 200nm
* ] s ands m s orkg inal & sEommenOion as ands r o5 orig inads SO anl

0.121

0.104

0.081

AU

0.064
S0 mM

0.044

0.02

'D‘.'D'D"L'_'_ "

2 4 & 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
Figura 32. Electroferogramas de la separacion de una mezcla de estandares de polifenoles utilizando
diferentes concentraciones de buffer. Condiciones: bufer de boratos pH 9.25, inyeccion hidrodinamica
0.5psi, 5s, 30kV, 25°C, deteccion a 214 nm

El buffer seleccionado fue el de boratos (a partir de tetraborato de sodio) ya que con éste
regulador se asegura un buen amortiguamiento a pH alrededor de 9.2 (pKa= 9.2). Se realizaron
las separaciones de una mezcla de polifenoles utilizando buffers a las concentraciones de 40 y

50 mM vy los electroferogramas (Figura 32).
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En los electroferogramas (Figura 32), se muestra que existen aun sefiales traslapadas a los 10
min al utilizar el buffer de boratos 40 mM, mientras que utilizando la concentracion de 50 mM
la resolucion entre los dos picos mejora considerablemente. Por esta razon se selecciond la

concentracion de 50 mM de buffer de boratos.

b) El pH impuesto, se midieron electroferogramas a pH’s 9.25, 94 y 95

el _reame o PErs

P e
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Figura 33. Electroferogramas de la separacion de una mezcla de estandares de polifenoles utilizando diferentes
pH's. Condiciones: como en la Fig. 32 excepto que se variaron los pH's del buffer siendo estos pH: 9.25,9.40 y
9.50.

En los electroferogramas (Figura 33) se observa que la mdxima resolucion de las sefiales de la
mezcla de los polifenoles se logra a pH 9.4, ya que a otros pH existe traslapamiento de los picos
de varios polifenoles, mientras que a pH 9.4 todos se resuelven con excepcion de 2 picos con
baja resolucion aproximadamente a los 10 min. Por tal motivo se seleccioné el pH 9.4 como

Optimo para las subsecuentes mediciones.

¢) Adicion de MeOH en concentraciones del 5% y 10%

0.08 0 0.2 0
MeOH 5% B MeOH 10%
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Figura 34. Electroferogramas de la separacion de una mezcla de estandares de polifenoles con buffer de boratos
[50 mM] pH: 9.4 y adicion de MeOH al 5% (A) y 10% (B).

73



Se adiciona metanol como aditivo al buffer para ayudar a reducir el flujo electroosmético y
modificar la movilidad de algunos estdndares para mejorar su resolucion. El metanol se afiadié
al 5% (Figura 34A) y al 10% (Figura 34B) al buffer de boratos 50 mM de pH 9.4. En el
electroferograma (Figura 34A) se observa que el tiempo de migracion aumenta en comparacion
con la Figura 32 (superior); sin embargo, no se observa mejoria en la separacion de los
estandares.

Con MeOH al 10%, se observa en la Figura 34B, que hay un ensanchamiento de picos y aumento
considerable del tiempo de migracion; esto ocurre debido a que entre mayor tiempo pase la
muestra en el capilar pueden presentarse interacciones con el medio soporte (pared del capilar).
Por lo tanto, es posible suponer que al cambiar las condiciones de separacion se presentan
nuevas interacciones entre los polifenos, resultando una separacion mas complicada y tiempo

de medicion mas largos, por lo tanto dichas condiciones no son adecuadas para el analisis.

3.3.2 Andlisis Cualitativo

Una vez seleccionadas las condiciones de separacion Optima para las muestras de vinos, se
procedio a inyectar los vinos en el equipo de Electroforesis Capilar e identificar los polifenoles
que los componen a partir de los picos de los electroferogramas.

Una primera aproximacion para la identificacion de los picos resultantes fue la comparacion con
los tiempos de migracion con los tiempos obtenidos para los Estandares Figura 35, reportados

en la Tabla 13.
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Bim fas
Figura 35. Electroferograma obtenido de la separacion de una mezcla de 14 compuestos fendlicos estdndares a

condiciones de separacion: Buffer de Boratos 50 mM, pH 9.4, inyeccion hidrodindmica 0.5psi, 5s, 30 kV, 25 oC,
deteccion a 214 nm
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Tabla 12. Tiempos de retencion de los Estandares de Polifenoles Puros a 1000 mg/L.

Tirosol 3.8
Resveratrol 4.6
Catequina (3) 6.8
Rutina (4) 7.0
Vainillina (5) 7.9
Acido trans-cindmico (6) 8.0
Acido Clorogénico (7) 8.8
Acido Gentisico (8) 9.6
Acido Ferulico (9) 10.3
Acido Cumarico (10-11) 13.1
Quercetina (10-11) 13.4
Acido Vanilico (12) 14.4
Acido Caféico 18.0
Acido Glico 21.3

3.3.3 Andlisis Cuantitativo

Una vez identificados los polifenoles presentes en cada una de las muestras, se integré el area y
altura de los picos correspondientes. Cada vino se inyectd por triplicado y se calcul6 el area y
altura media. Para llevar a cabo la cuantificacion de los compuestos fendlicos, se utilizaron
curvas de calibracion. En la Figura 35 se realiz6 una inyeccion de una mezcla de 14 estandares
de compuestos fendlicos; sin embargo, al llevar a cabo la identificacion de los compuestos
fendlicos en la muestras de vinos, sélo fue necesario la medicion de 8 estandares (Tirosol,
Resveratrol, Ac. Cinamico, Ac. Gentisico, Acido Ferulico, Acido Vanilinico, Ac. Cafeico y Ac.

Galico). En la Figura 36 se observa el electroferograma obtenido.
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Figura 36. Electroferograma obtenido de la mezcla de 8 estandares a condiciones de separacion de
Buffer de Boratos 50 mM y pH 9.4, inyeccion 0.5 psi, 5s, 30 kV, 250C, deteccion a 214 nm.

Curva de Calibracion

En la Tabla 13 se muestran las ecuaciones del modelo lineal para cada compuesto fenolico,
ademéas de su coeficiente de determinacion (r?). En la Figura 37 se presentan los
electroferogramas obtenidos de la medicion de las diferentes soluciones de las curvas de
calibracion. Otros parametros de validacion del modelo lineal obtenidos con la ayuda del

software statgraphics centurion XVI (Anexo C).
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Tabla 13. Ecuaciones obtenidas de la curva de calibracion para cada Fenol de estudio

ot it U R v amicd

Tirosol Area 288.1970+1.7304  363.7340+197.9070 0.9992 Si
Resver<atrol Area 481.2270+2.6244  -811.038+115.591 0.9994 Si
Acido
Cindmico Altura 197.7170+2.1597  -207.1950+61.9703 0.9973 Si
Acido Gentisico 4., 883.1440+8.2223  -1460.32£350.8530 0.9979 Si
Acido Vanilico , 1085.074+23.9197 Si
- .05+ . .
Area 03610 To1e 3128.051146.90 0.9994
Acido Caféico  Altura 87.6136£0.5937  -25.4057+14.6094 0.9989 Si
Acido Gilico Area 1641.87+15.5939  -3625.16£1200.68 0.9978 Si
ais!l - - - - -
14
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Mirrates
Figura 37. Conjunto de electroferogramas correspondientes a la curva de calibracion de
la separacion de compuestos fendlicos. Condiciones Buffer de Boratos 50 mM, pH 9.4
La cuantificacion de los polifenoles estudiados se realiza seleccionando el area bajo la curva o
la altura de pico del compuesto que son proporcionales a la concentracion, siempre y cuando
cumplan con ciertos criterios de validacion de este modelo lineal. Como se observa en la Tabla
13, ambas propiedades cumplen con dicha caracteristicas y se seleccion6 la que posee un ajuste

mejor al modelo. En la Tabla 14 se muestra el contenido de fenoles de cada muestra de vino

analizado.
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Tabla 14. Contenido de compuestos fenolicos en mg/100mL las muestras de vinos tintos

VINO TINTO [Tirosol] | [Resveratrol] | [Cindmico] | [Gentisico] | [Vanilico] | [Cafeico] | [Galico]
MEXICANO mg/100mL | mg/ 100 mL | mg/100 mL | mg/100 mL | mg/ 100 mL | mg/100 mL | mg/100 mL
XA Domeq Cabernet 4.597 1.614 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Santo Tomas
) 7.841 4.287 0.00 0.00 7.497 2.338 2.899
Tempranillo
Santo Tomas Merlot 4.846 4.994 0.00 0.00 6.732 0.633 2.978
Santo Tomas
7.752 1.346 0.00 1.034 11.464 1.555 2.302
Cabernet Sauvignon
L.A. Cetto Sierra
3.642 2.589 0.00 0.993 0.00 0.00 0.00
Blanca Tempranillo
L.A. Cetto Petite
2.906 4.341 2.069 0.00 6.077 0.647 18.074
Sirah
L.A. Cetto Nebbiolo 2.077 1.439 0.00 0.00 4.165 0.00 0.623
L.A. Cetto Don Luis
4.489 3.346 0.00 0.00 3912 0.00 4.948
Merlot
L.A. Cetto Cabernet
) 5.730 2.615 0.00 0.00 7.321 0.642 6.355
Sauvignon
Casa Madero Shiraz 4.102 3.788 0.00 0.00 6.28 0.397 3.564
Casa Madero Merlot 5.569 0.169 0.00 0.00 4.991 0.681 8.473
Casa Madero
. 5.811 4.922 0.00 0.00 6.686 0.00 4941
Cabernet Sauvignon
Casa Grande Shiraz 2.770 2.715 0.00 0.00 7.626 0.979 3.678
Casa Grande
5.612 2.183 0.00 0.00 6.600 0.904 3.842
Cabernet
Delice Catembe
1.606 0.169 0.00 0.00 0.00 0.391 1.440
Semidulce
Delice Catembe Seco 1.599 0.169 0.00 0.00 0.00 0.809 1.747
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Se realizo la sumatoria de las concentraciones de los polifenoles individuales para realizar la

comparacion con 08

. . Box-and-Whisker Plot
diagramas de caj:

Baja Califomnia — + —] o

Coahuila o

Estado

Querétaro

Figura 38. Influencia del Estado en la concentracion de Polifenoles Totales en los vinos

En la Figura 38 se observa que las medias de las concentraciones del total de polifenoles de Baja
California & Coahuila son muy similares. Mientras que Querétaro es diferente de ambas
regiones y de menor concentracion. Al compararse dichos resultados con la Figura 23 donde se
analiza la concentracion de Fenoles Totales, se confirma que los vinos procedentes del estado
de Querétaro son los que presentan menor contenido de polifenoles. Sin embargo, los vinos
procedentes del estado de Coahuila que contienen una notoriamente mayor concentracién en
Fenoles Totales, con respecto a cada polifenol, presentan una media muy cercana a los de Baja
California, siendo posible considerarlos iguales, por lo que es posible suponer que los vinos
procedentes de Coahuila contienen otros compuestos con capacidad reductoras ademas de los

polifenoles.

Posteriormente, se realizd en analisis de varianza con respecto al factor de los polifenoles
cuantificados individualmente en cada muestra vino (Figura 39), donde se observa que la
concentracion de cada uno de los polifenoles no presentan diferencias significativas. Sin
embargo en la tabla de rangos multiples (Anexo C), se verifica que la medias del acido caféico,
acido cinamico y acido gentisico si se pueden considerar iguales; asi como también las medias
entre tirosol & ac vanilico. Sin embargo, resveratrol, y acido galico presentan diferencias
significativas en el rango de concentraciones de los diferentes vinos estudiados. Ademas se

pueden ver 4 grupos homogéneos, es decir 4 grupos que presentan un comportamiento comun.
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Figura 39. Influencia de las concentraciones de los polifenoles en las muestra de vinos

3.4 CUANTIFICACION DE ELEMENTOS METALICOS MEDIANTE LA TECNICA
ANALITICA DE ICP-OES Y EAA.

La identificacion y cuantificacion de los elementos metélicos en vinos se ha considerado de gran
interés ya que permite la definicion de lo que se llama “Huella Dactilar” de cada uno de ellos,
lo que permitird verificar en cada caso su denominacion de Origen. Esta “huella” manifiesta que
la composicion del vino estd fuertemente influida por los factores relacionados con el area
especifica ae proauccion (variedad ae Uva, suelo y climatologia, levaduras y practicas de cultivo
y vinificacion). El estudio de los elementos metalicos que se producen en el vino en el orden de
mg/L (ppm) provenientes de la uva (y probablemente de la maquinaria que se utiliza, debido a
que el vino y el mosto atacan los metales), son de gran importancia ya que aunque no se
relacionan directamente con el sabor del producto final, su contenido debe ser determinado,

porque el exceso es indeseable y en algunos casos prohibido, debido a la toxicidad potencial.

De los diferentes métodos para la determinacién de metales, las Técnicas de Espectroscopia
Atomica son los mas sensibles y rapidas. La mayoria de los elementos metalicos presentes en el
vino puede ser determinada con estas técnicas, en concentraciones que van desde el orden de

mg/L hasta ug/L.
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3.4.1. Andlisis Cualitativo de los elementos Metélicos por Espectroscopia de Emision Atémica

de plasma con acoplamiento inductivo (ICP-OES).
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Figura 40. Identificacion de elementos metalicos presentes en las muestras de vino.

Al inicio se llevo a cabo un estudio cualitativo de los elementos metélicos presentes en cada una
de las muestras de los Vinos, para su posterior cuantificacion mediante la misma técnica de

Espectroscopia Atomica.

En el Figura 40 se observa que en las Zonas Vinicolas de Baja California, hay un mayor nimero
de elementos metalicos, entre los cuales se encuentran exclusivamente el Azufre (S) y Fésforo
(P); mientras que el Vanadio (V) se encuentra presente en Coahuila y Baja California. Por otra
parte los vinos procedentes de Querétaro presentan una menor cantidad de elementos, sin ser

alguno caracteristico de la zona.
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3.4.2. Determinacion de Ca, Cu, Fe, Mn, S, P, V y Zn por Espectroscopia de Emision Atdémica

de plasma con acoplamiento inductivo (ICP-OES).

Una vez realizado el analisis cualitativo, que permitié conocer los elementos metalicos presentes
en las muestras, se procedid a la cuantificacion de los elementos que se consideran de mayor
importancia. Para lograr lo anterior, se prepararon las soluciones correspondientes para construir
las curvas de calibracion y obtener los modelos lineales que fueron utilizados para la
interpolacion de las muestras. El estudio se realizé a partir de 16 muestras de vinos previamente

digeridos en un microondas. Los resultados se muestran en la Tabla 17

Tabla 15. Cuantificacion de 8 elementos Metdlicos presentes en las muestras de Vino

Vino Tinto Mexicano Ca ‘Cu ‘Fe ‘Mn ‘P ‘S ‘V ‘Zn
(mg/ L de Vino)

Baja California

L.A. Cetto Cabernet Sauvignon 213.7312.56 |5.29 |1.48|2006 1518.67|0.26 | 1.29
L.A. Cetto Sierra Blanca Tempranillo [217.27(4.92 |5.02 |1.41 |2012.67|1467.33{0.34 |1.38
L.A. Cetto Nebbiolo 191.93|1.6 |6.48 |1.56 2002 1719.3310.29 |1.72
XA Domeq 1944 [1.87 |5.6 |[1.95]2294 1218.67|0.31 | 1.19
L.A. Cetto Don Luis Merlot 196.87 [5.87 |5.38 [1.49 | 1880 1672 0.33 |1.54
L.A. Cetto Petite Sirah 182.8 [2.17 |4.18 [1.54 1954 1216 0.24 |1.12
Santo Tomas Merlot 167.4 |1.74 |5.37 (2.07 |1727.33|1210 0.22 |1.11
San Tomas Tempranillo 175.47|18.01 [{40.0 [2.21 |1929.33 | 1244 0.18 |4.05
San Tomas Cabernet Sauvignon 178.87|4.3 |5.31 |3.03 12236.67|1289.33/0.24 |1.76
Coahuila

Casa Madero Shiraz 150.93(4.42 |2.72 |1.9 |1863.33 1368 0.31]1.43

Casa Madero Cabernet Sauvignon 169.87(2.4 |1.19 |1.28 |1716.67|1500 0.25 1.39

Casa Grande Cabernet Sauvignon 167.87(6.08 |15.84|1.83 |1751.33(1620.67|0.26 | 1.79

Casa Grande Shiraz 130.47|5.85 |1.21 |1.6 [1700 1638.670.21 | 1.72
Casa Madero Merlot 200.87(3.01 |1.47 |1.63 |1483.33|1082 0.24 |1.87
Querétaro

Delice Catembe Salvador 233.0 |[11.81|24 |1.0 |1260 3248 (04 |14
Delice Catembe orgéanico 152.33(12.25(1.38 |0.7 |805.33 [403.73 |0.26 |1.85
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3.4.2.1 Analisis de la presencia de Azufre y Fosforo en los Vinos Tintos Mexicanos

Los resultados del estudio de elementos metalicos en vinos tintos mexicanos oscilan entre 0.7 y
2294 mg/ L de vino. Al realizar un analisis de varianza (ANOVA) de la totalidad de los datos,
se observa que los vinos del estado de Querétaro, con la Uva Salvador tipica de este estado y
con su casa productora Delice Catembé, presentan un menor contenido de fésforo. Notese que
el contenido de dicho elemento presenta diferencias significativas claras entre los otros dos
estados, ya que las cajas con bigotes y su dispersion (bigotes) no se traslapan totalmente por lo
que es un buen marcador “terrufio*” del origen del vino (Figura 41).

*Factor que otorga al vino la cualidad de ser diferente, al dotarlo de unas caracteristicas especificas e identificables, por el hecho de cultivarse

la vid y elaborarse el vino, en un espacio concreto y determinado.
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Figura 41. Influencia de la concentracion de fosforo en las muestras de vinos mexicanos

Por otra parte, al realizar el andlisis de varianza (ANOVA) con respecto al elemento metalico
Azufre, se observa en la caja con bigotes y su dispersion que los vinos del estado de Querétaro,

presentaron un menor contenido que a los de Coahuila y Baja California. (Figura 42),
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confirmandose esta misma tendencia con la uva Salvador tipica de ese estado y con su casa

productora Delice Catembé.

Estos resultados se deben a la ubicacion de dichas zonas vinicolas, ya que Baja California se
encuentra en el sur de la linea fronteriza que se extiende, desde Mexicali hasta Ensenada, en una
posicion perpendicular al océano Pacifico, por lo que tienen un buen grado de influencia marina
debido a un permanente ir y venir de los vientos tierra-mar-tierra.

Esta es la zona templada conocida como la franja del vino, situada entre los 30 y 50 grados de
latitud norte y cuyas propiedades climaticas se conocen como las de clima mediterraneo, con
inviernos humedos, veranos secos y templados, lo cual permite obtener cosechas de maxima

calidad.
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Figura 42. Influencia de la concentracion de azufre en las muestras de vinos mexicanos
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3.4.2.2 Andlisis de la presencia de Cobre en los Vinos Tintos Mexicanos

La presencia de cobre es en bajas cantidades, en un intervalo de 1.6 a 18.01 mg/L. Al realizar el

ANOVA, se observa en la caja con bigotes que los vinos de Querétaro poseen una mayor

contenido de cobre ¢v*~ 1~ A~ Mnnbkerile r Dodn Falifnwnin (Bimes A2) Dotn o wncikls gtribuirlo
a la incapacidad de 2000), que
Box-and-Whisker Plot
T T T T T T T T T T T T T T T T
Baja California H +— ®
o
-O .
% Coahuila H !
L
Queretaro
1 1 1 n 1 n 1 1
0 4 8 12 16 20
Cu
puede ser provenic . vinos la

concentracion de cobre puede ser exdgena o endogena; la mayoria de la enddgena proviene del
sulfato de cobre usado para prevenir el crecimiento de mohos en los vinos (Nikolakaki et al.,
2002). Otra manera de la liberacion de cobre es por parte de ciertos metales (laton o bronce) en
contacto con la vendimia o el mosto. El cobre originado de la vifia es eliminado durante la
vinificacion (Girad, 2003); se elimina con las levaduras y las borras en forma de sulfuros.
Principalmente los contenidos excesivos de cobre pueden provenir del contacto posterior del
mosto o el vino con utensilios en los cuales se empled este metal para su realizacion; sin

embargo, el uso cada vez mas frecuente de acero inoxidable reduce estos riesgos.

Figura 43. Influencia de la concentracion de cobre en las muestras de vinos mexicanos en funcion del estado.

3.4.2.3 Analisis de la presencia de Hierro en Vinos Tintos Mexicanos

Este elemento se encuentra en un intervalo de 1.21 a 40 mg /L. Al realizar el ANOVA, se
observa en la caja con bigotes y su dispersion que solo existen diferencias significativas en el
contenido entre la Uva Salvador y la Tempranillo, por lo que su presencia no es un buen

marcador de diferenciacion. Es posible que esto se deba a que el hierro se encuentra en el vino
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en pequefias cantidades debido a la procedencia del mosto de la uva que vade 2 a 5 mg/L, de la
tierra que puede ensuciar las uvas o material metalico de vinificaciéon que se utiliza para su

manipulacidn y transporte, asi como también para su conservacion.

En los vinos conservados fuera del contacto del aire al ser el medio reductor el hierro se
encuentra como ion ferroso (Fe?%), forma que es soluble en el vino atn en concentraciones
elevadas. Pero en el vino que contiene oxigeno disuelto por ejemplo por una aireacion, el hierro
se oxida pasando a la forma férrica ((Fe3*), que es insoluble, capaz de precipitar con la materia
colorante o con el acido fosforico, generando la conocida quiebra azul o quiebra blanca. Estos
dos tipos de quiebras pueden aparecer cuando el hierro se encuentra en una cantidad de 10 a 20
mg/L, aunque a un pH >2.9 el fierro puede combinarse con alcoholes, 4cido malico o 4cido
citrico existentes en el vino formando complejos estables que actian como protector de la

quiebra férrica.

3.4.2.4 Andlisis de la presencia de Calcio en los Vinos Tintos Mexicanos

El calcio es un elemento de gran importancia, porque un exceso de este cation puede generar en
la botella un precipitado cristalino de tartrato de calcio (Carazola y Xirau, 2005). EI contenido
de calcio en los vinos analizados fue de 130.47 a 233 mg/L, lo que se confirmd en la caja con
bigotes que no existen diferencias significativas en los vinos de las diferentes casas productora
y zonas geograficas; ademads, es importante sefialar que es un compuesto natural de las uvas,
pero que diversas practicas enologicas como la desacidificacion (adicion de CaC03) o la adicion
CaS0,, usado como estabilizador y agente antibacteriano alternativo, pueden incrementar el

nivel de este mineral en los vinos.
3.4.2.5 Andlisis de la presencia de Zinc en los Vinos Tintos Mexicanos
El Zinc es un mineral que presenta niveles de concentracion bajos con valores de 1.6 a 4.05

mg/L, que en comparacion con los que se encuentran reportados en la literatura por Alvarez et

al. (2006) con un contenido de 0.53 mg/L, estd por encima. Al realizar el ANOVA se observa
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que no existen diferencias significativas entre los vinos tintos analizados, por lo tanto, no se

puede considerar como un marcador caracteristico.

La presencia de dicho elemento posiblemente es ocasionado por la influencia de factores como:
practicas agricolas, calidad de maquinaria usada durante el procesamiento y agentes plaguicidas
para el control de plagas (Nikolakaki et al., 2002) y adicionalmente, factores climaticos y
ecologicos los cuales influyen en la variabilidad de los patrones nutricionales de los alimentos

y por ende de los productos obtenidos a partir de ellos (Azcon y Talon 2002).

3.4.2.6 Analisis de la presencia de Manganeso en los Vinos Tintos Mexicanos

Los vinos del estado de Querétaro presentaron un contenido menor de Manganeso que los de
Coahuila y Baja California. Esto se confirma observando que la Uva Salvador tipica de
Querétaro, asi como la casa productora Delice Catembe de ese mismo estado, poseen las
menores concentraciones de Mn del resto de los tipos de uva y casa productoras.
Adicionalmente, se encontrd a la mayor concentracion en la casa productora Santo Tomas

procedente de Baja California.

3.4.2.7 Analisis de la presencia de Vanadio en los Vinos Tintos Mexicanos

Las casas productoras L.A. Cetto y Delice Catembe tienen vinos con contenido

significativamente mas alto de vanadio que el resto de las casas productoras.

3.4.3. Determinacion de potasio (K) por Espectrofotometria de Absorcion Atémica (EAA).

El potasio es un elemento que se ha hecho necesario, ya que las nuevas técnicas agricolas de
abonado y fertilizacion elevan su concentracion, dando lugar a la elevacion del pH del vino, por
lo que la pérdida de acidez ocasiona alteracion en las propiedades de un vino. Su cuantificacion
se llevo a cabo con el método de curva de calibracion (Figura 44), mediante un modelo lineal,
con coeficiente de correlacion es igual a 0.995 lo que indica una fuerte relacion entre las

variables y estadisticamente hay una relacion significativa entre la absorbancia y la
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concentracion de [K] en unidades de ppm, dado que p < 0.05. A dicho comportamiento le

Plot of Fitted Model
Absorbancia = -0.0838626 + 0.417404*Concentracion [K] ppm

1.5 T T T
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Figura 44. Curva de Calibracion para la determinacion de la concentracion de
Potasio, presente en los vinos tintos.
Las concentraciones obtenidas de potasio en las muestras de vino se encuentran en un intervalo

de 320.24 a 3909.12 mg/L, los cuales se muestran en la Tabla 16.

En la caja con bigotes y su dispersion (Figura 45) se observa que los vinos del estado de
Querétaro tienden a tener bajo contenido de potasio, confirmadndose misma tendencia con la uva
Salvador de ese estado y con su casa productora Delice Catembe. Mientras en las otras zonas

geograficas no hay diferencias significativas.

Baja California p——— + —]

Coahuila e

Estado

Queretaro

4
(X 1000)
Figura 45. Influencia de la concentracion de potasio en las muestras de vinos mexicanos en funcion del estado.

La variacion de las concentraciones de potasio esta en funcion de la variedad de uvas, de las

condiciones climatoldgicas en su desarrollo y del tiempo de recoleccion, junto con otras
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variables como son la temperatura de fermentacion y almacenamiento, duracion del mismo, pH,
porcentaje de alcohol, uso de resinas de intercambio idnico, agentes de acabado, auxiliares de

filtracion y otros, todos los cuales influyen en el contenido de potasio en el vino terminado.

Tabla 16. Contenido de Potasio mg/L. 6 mg/100 mL en la muestras de Vino

Concentracion | mg [K] /100
Vino Tinto Mexicano

[K] mg/LL Vino mL

Coahuila

Casa Madero Cabernet 3909.12 390.91
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3.5 ANALISIS QUIMIOMETRICO

Durante este trabajo de tesis se analizaron 16 vinos tintos (monovarietales) mexicanos utilizando
diferentes técnicas analiticas. Con la finalidad de encontrar modelos que nos expliquen de mejor
forma la influencia de factores como el Estado de procedencia, el tipo de uva y su composicion

se aplicaron a los datos obtenidos los métodos quimiométricos siguientes:

e Analisis de Clusters (conglomerados)

e Analisis de Componentes Principales (PCA)

Los modelos para ambas metodologias se generaron a partir de datos autoescalados, es decir,
los datos se preprocesaron centrandolos a media 0 (restandole a cada dato la media de cada
columna) y posteriormente dividiendo cada columna por su desviacion estandar, segin la

formula:

Z%\I:1(Xik - X_k
Sk N-1

Los datos ya autoescalados se analizaron utilizando el software GenEx de la compafiia TATAA

Biocenter AB, Goteborg, Suecia.
Se utilizaron todos los datos de cada vino tinto resultantes de esta tesis, siendo:

1. Capacidad Antioxidante (Trolox)

2. Fenoles Totales por el método de Folin-Ciocalteu,

3. La concentracion de cada polifenol obtenido por Electroforesis Capilar: Tirosol,
Resveratrol, Acido Cinamico, Acido Vanilico, Acido Caféico y Acido Gaélico.

4. La concentracion de los elementos determinados por Espectroscopias atomicas: Ca, Cu,

Fe,Mn, P, S, V, Zn y K.
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3.5.1. Analisis de CLUSTER y Construccion de Dendogramas

El andlisis de conglomerados (Figura 46), se llevo a cabo utilizando la totalidad de los datos
obtenidos durante los diferentes apartados de esta tesis.

El mejor resultado del andlisis cluster se obtuvo con el método Ward y la distancia Euclidea (o
Euclidiana). Las mayores similitudes entre los datos se observan por Estado de la Republica. En
la Figura 46 se muestra el dendograma donde se observan dos agrupaciones diferentes. En la
primera (1) se agruparon en una sola rama (subgrupo 1a) los vinos de Querétaro (codigo QS

color rosa), siendo éstos diferentes de todos los demads vinos al provenir de la uva Salvador.

Con respecto a los vinos de Baja California codificados como BC color azul, las de uvas
Nebbiolo (BCN), Merlot (BCM), Cabernet (BCC) y Tempranillo (BCT) conforman el subgrupo
1b por lo presentan altas similitudes. Sin embargo, en el grupo 2, subgrupo 2a aparecen otros
vinos de Baja California de las uvas Tempranillo, Cabernet y Merlot, quiza debido a que fueron
elaborados por Casas Vitivinicolas de diferente origen. Entre los vinos de Baja California de
mayor diferencia estan los Petite Sirah (BCPS) que son los aparecen hasta el extremos derecho

del dendograma en el subgrupo 2b.

Por ultimo, el subgrupo 2b inicia con ultimos tres cabernet de Coahuila y hasta el extremo

derecho aparecen los Petite Sirah de Baja Califronia.
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Figura 46. Dendograma, para el conjunto de los vinos mexicanos, con el método Ward y la distancia Euclidea

Por otra parte, la mayoria de los vinos del estado de Coahuila (c6digo CO en letras rojas), se
ubican en el subgrupo 2a de las uvas Shiraz, Cabernet y Merlot, siendo los dos primeros los mas

similares por provenir de un solo ramal.

3.6 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)

A partir del perfil quimico obtenido para cada uno de los vinos analizados en esta tesis, se realizo
un andlisis de componentes principales (PCA) con el fin de encontrar el mejor modelo que
permita destacar las diferencias entre los vinos mexicanos por zona geografica, tipo de uva y

tiempo de afiejamiento.

La tabla 17 muestra los vinos analizados por estado, tipo de uva, codigo y simbolos usados para

el analisis.
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Tabla 17. Estados de origen, tipos de uva, codigos y simbolos de los vinos mexicanos

Estado Tipo de Uva Codigo Simbolo
Coahuila Cabernet CcocC [ |
Coahuila Merlot COM )
Coahuila Shiraz COS ¢
Baja California Cabernet BCC ]
Baja California Merlot BCM ()
Baja California Nebbiolo BCN y'N
Baja California Petite Sirah BCPS QO
Baja California Tempranillo BCT >

Querétaro Salvador QS @)

El mejor modelo se obtuvo con autoescalado en el subespacio PC1-PC3, ya que en este
subespacio es donde mejor se observa la descriminacion de vinos por estado y tipo de uva. La
Figura 46 muestra el grafico de los scores de PC1-PC3. Tres PCs explican 67.0278 % de la
varianza inicial (PC1:28.8662 %, PC2:22.8369 %, PC3:15.3187 %). Especificamente, se
observa una separacion entre los vinos de Querétaro y los vinos de Coahuila y Baja California,
a lo largo de PCI1. El grupo de los vinos de Querétaro aparece a valores de PC1 menores.
Después a valores de PC1 medios, se ubican los grupo de Coahuila y Baja California. Ademas,
a lo largo de PC3 existe una separacion entre los de Querétaro y los de Baja California. Con
respecto a los vinos de Querétaro, su comportamiento puede deberse a su composicion, al ser
de un solo tipo de uva, el tipo de cultivo mecanizado utilizado y la zona geografica de clima
templado que influye en el cultivo de la vid. La diferencia entre los vinos de Baja California y
los de Coahuila puede deberse a las diferentes condiciones del clima de cada uno de estos
estados. Baja California posee inviernos humedos y veranos secos y templados, el cual
contribuye a la complejidad, profundidad de aromas y sabores del fruto. En el caso de Coahuila

el clima es extremadamente caluroso, con cambios bruscos de temperatura.
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Figura 47. Grafico de scores para vinos tintos, autoescalado Subesapcio PC1-PC3

Por otra parte, con respecto al tipo de uva usado, se observan dos conjuntos de vinos mas o
menos separados producidos con uva Tempranillo, a lo largo de PC1, lo que pudiera estar en
funcién de la Casa Vitivinicola que elabora estos vinos. Asimismo, el eje PC3 permite
diferenciar claramente el tipo de uva usado entre el vino de Baja California hecho con uva Petite
Sirah y los elaborados con otros tipos de uva.

Otro factor que puede estar indirectamente involucrado en la composicion de los vinos y por
tanto en su discriminacion, es el tiempo de afiejamiento. A valores mayores de PC3, los vinos
suelen tener mayor tiempo de afiejamiento. Asi, los vinos de Baja California, ubicados a PC3
positivos, suelen tener tiempos de afiejamiento de 18 a 36 meses; los vinos de Coahuila, que
aparecen a PC3 medios, sus tiempos de afiejamiento van de 12 a 24 meses y finalmente el vino
de Baja California hecho con la uva Petite Sirah, ubicado a un valor de PC3 mas negativo, En
el caso de los vinos de y Coahuila se constatdé que a medida que el valor de PC3 es més negativo

tiene un tiempo de afiejamiento es de 12 meses.
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CONCLUSIONES

Durante la realizacion de este trabajo de tesis se determinaron exitosamente los parametros
quimicos: Fenoles Totales y Capacidad Antioxidante de las diferentes muestras de vinos tintos
mexicanos monovarietales por Espectrofotometria UV/Visible, utilizando los métodos de Folin-
Ciocalteu y DMPD, respectivamente. Para el caso del contenido de fenoles totales se pudo ver
claramente que los vinos tintos del Estado de Coahuila contienen una concentraciéon mayor de
Fenoles Totales que los de Baja California y Querétaro, cuyo contenido se puede considerar
igual. Con respecto al tipo de uva la Petite Sirah contiene una mayor concentracion de fenoles
totales (>2.5 veces) que los demas tipos de uva y el mismo comportamiento se observa para este
tipo de uva. Por estados, los vinos de Coahuila y Querétaro contienen una capacidad
antioxidante mayor que los de Baja California, asi como poseen el mismo comportamiento las

casas productores de estas localidades Delice Catembe y Casa Madero.

Se llevaron a cabo exitosamente los estudios correspondientes para establecer las condiciones
optimas de trabajo para llevar a cabo la separacion, identificacion y cuantificacion de los
diferentes compuestos fenolicos presentes en las muestras de vino tinto, mediante la técnica de
Electroforesis Capilar (CE). Los parametros estudiados fueron la concentracion del electrolito
soporte (amortiguador) y el pH. De los resultados obtenidos se concluyd que las mejores
condiciones de separacion es utilizando un Buffer de Boratos 50 mM, pH 9.4, inyeccion
hidrodindmica 0.5 psi, 5s, 30 kV, 25 °C, deteccion a 214 nm. Bajo estas condiciones de
separacion se identificaron y cuantificaron 7 polifenoles, siendo estos: Tirosol, Resveratrol,

Acido Cinamico, Acido Gentisico, Acido Vanilico, Acido Caféico y Acido Galico.

Se lograron identificar y cuantificar los elementos metalicos presentes en las muestras de estudio
mediante las Espectroscopias de Emision Atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
EEA) y de Absorcion Atomica (EAA). Se observd que los vinos del estado de Querétaro con la
Uva Salvador tipica de este estado y con su casa productora Delice Catembe, presentaron un
menor contenido de Fésforo, Azufre, Manganeso y Potasio, asi como los mas altos niveles de
Cobre encontrados, por lo que estos elementos son buenos marcador del origen del vino

(terrufio).
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Los resultados obtenidos por las técnicas de Espectrofotometria UV-Vis, Electroforesis Capilar
y las Espectroscopias de Emision Atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) y
de Absorcion Atomica (EAA), fueron analizados mediante la realizacion de andlisis de
conglomerados, donde en el dendograma obtenido, se puedo diferenciar claramente a los vinos
por su Estado de procedencia. En el caso de Querétaro, de la uva Salvador y de la marca Delice
Catembe, forman un solo grupo, ya que su comportamiento quimico varia significativamente
del resto de los vinos tintos mexicanos. Con respecto a los vinos de Baja California y Coahuila,
los marcadores quimicos utilizados no resultan suficientes para diferenciar claramente entre el
“terrufio” del que provienen.

Con respecto al andlisis de componentes principales (PCA), el mejor modelo se obtuvo con
autoescalado en el subespacio PC1-PC3, ya que en este subespacio es donde mejor se observa
la discriminacién de vinos por estado y tipo de uva, haciendo posible una mejor diferenciacion
del “terrufio” del que provienen. Sin embargo, si se observa una clara diferenciacion entre los
diferentes tipos de uva. Los andlisis realizados pueden aportar informacion valiosa sobre su

autenticidad.

96



BIBLIOGRAFIA

Aceto, M. (2002). Determination of metals in wine by atomic epectroscopy (flame-AAS, GF-
AAS AND ICP-AES). fOOD aDDITIVIES AND cONTAMINANTS, 19(2), 126-133.

Agudo Garcia, L. (2014). La Vid. Organografia y Fisiologia. IES CENCIBEL Villarobledo.

Alva, H. (Agosto de 2009). Recuperado el Septiembre de 2015, de http://absorcion-
atomica.blogspot.mx/2009/08/funcion-y-condiciones-de-las-llamas.html

Barbaran , T. (2003). Los polifenoles de los alimentos y la salud. Alimentacion, Nutricion y
Salud, 10(2), 41-53.

Casares, F. A. (2010). Analisis de Polifenoles en los vinos mediante técnicas de separacion.
Proyecto Final de Carrera, Universidad Politécnica de Catalunya (UPC), Departamento
e Quimica .

Cedron Fernandez , M. T. (01 de 08 de 2014). Obtenido de Vinos del mundo: Las regiones
vitivinicolas de México. Cata del Vino: http://www.catadelvino.com/blog-cata-
vino/vinos-del-mundo-las-regiones-vitivinicolas-de-mexico

Cedron Fernandez , M. T. (09 de 09 de 2014). La historia del vino jamas contada . Obtenido de
Cata del VIno.

Consejo Mexicano de Vitivinicola , A. (Septiembre de 2015). Consejo Mexicano Vitivinicola
A.C. . Obtenido de http://www.uvayvino.org/

D'Acosta, H. (1987). Enciclopedia del vino Enologia, viticultura y cata. "Los vinos de México"
(Vol. XL). Barcelona: Ediciones Orbis S.A. .

Diéz, J. (2013). LA CETTO. EI Conocedor. Recuperado el 2015, de
http://revistaelconocedor.com/l-a-cetto/

Du, Y. Y. (2007). Classification of Wines Based on Combination of 1H NMR Spectroscopy and
Principal Component Analysis. Chinese Journal Chemistry, 930-936 (25).

El Vino (Jugo Divino). (s.f.). En La Vitivinicultura hace Escuela - La cultura de la Vid y el
Vino.

Fabani, M. P., Vazquez, M. E., Diaz, M. P., & Wunderlin, D. A. (2009). Differential Absorption
of Metal from Soil to Diverse Vine varietes from the Vallery of Tulum (Argentina):

Consequence to evaluate wine provenance. Food Chemistry, 7409-7416.

97



Fabani, M., Arrua, R. C., Vazquez , F., Diaz, M. P., Baroni, M. V., & Wunderlin, D. A. (2010).
Evaluation of elemental profile coupled to chemometrics to asses the geographical origin
or Argentinean wines. Food Chemistry, 119(1), 119-372-379.

Fernandez, J. M. (2006). Estudios de cuantificacion de metales en el procesos fermentativo de
un vino y de su complejacion con ligandos naturales. Avances de Quimica , Universidad
de Navarra, Departamento de Quimica y Edafologia.

Fogliano, V. (1999). Method for measuring antioxidant activity and its application to monitoring
the antioxidant capacity of wines. J. Agric. Food Chem, 3(47), 1035-1040.

Fondo Vitivinicola, M. (2014). La cultura de la vid y el vino. En La Vitivinicultura hace escuela.
Obtenido de http://www.fondovitivinicola.com.ar/

Garritz, A. (2011). Divulgacion: La Quimica del vino. Educacion Quimica, 22(4), 282-287.

Gonzdlez, F. E. (2010). Tesis de maestria, Posgrado en Ciencias Quimicas. (UNAM, Ed.)

Hernandez , H., & Gonzalez, P. (2002). Introduccion al analisis instrumental (Primera ed.).
Espafia: Ariel.

Herndndez Vega, C., Mendoza Tolentino, T. D., & Conde Pérez, E. M. (Diciembre de 2011).
La cultura de los vinos en el Turismo. Revista de Investigacion en turismo y desarrollo
local, 4(11).

Hernandez, L., & Paredes, J. L. (2007). Sistema Automatizado para el Reconocimiento de
Patrones y Andalisis Masivo de Datos Provenientes de. Escuela de Ing. Eléctrica,
Facultad de Ingenieria, Universidad de los Andes. labIDAI Obtenido de
http://www.ing.ula.ve/patrones.electroforesis/Electroforis%20Capilar/SISTEMA%20D
E%20ELECTROFORESIS%20CAPILAR .htm

Kuskoski, E. (2005). Aplicacion de diversos métodos quimicos para determinar actividad
antioxidante en pulpa de frutas. Ciencia y Tecnologia de Alimentos, 25(4), 726-732.

Lagalante, A. (1999). Atomic Absorption Spectroscopy. Applied Spectroscopy Reviews. 173-
189.

Massart, D. (1998). Handbook of Chemometrcis ans Qualimetrics. ELSEVIER.

Matev, P. (noviembre de 1994). La OMS vy los cardiologos debaten sobre los beneficios
atribuidos al vino. /27. Madrid, Espaiia.

Meéxico campo adentro. (Septiembre de 2015). Obtenido de Biodiversidad y denominacion de

origen: http://www.mexicocampoadentro.org/vino_parras.php

98



Moreno, I. M., & Gonzalez-Weller, D. (2008). Determination of Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na,
Sr and Zn in red wine samples by inductively coupled plasma optical emission
spectroscopy: Evaluation of preliminary sample treatments. Microchemical Journal(88),
56-61.

Pérez Leonard, H. (Septiembre-diciembre de 2006). Nutracéuticos, componente emergente para
el beneficio de la salud. ICIDCA Sobre derivados de la Cania de Azucar, XL(3), 20-28.

Ramirez Guerrero , H. G. (2012). Andlsis de elementos en petréleo usando Técnicas
Espectrométricas de aAbsorcion y Emisicon Atémica. México : UNAM.

Rebolo Loépez, S. (2007). Estudio de la composicion polifenolica de vinos tintos gallegos con
D.O. Ribeiro, Valdeoras y Ribeira Sacra. Universidad de Santiago Compostela ,
Departamento de Quimcia Analitica, Nutricion y Bromatologia.

Robinson J.W. (1996). Atomic spectroscopy (Segunda ed.). E.U.A.: Marcel Dekker Inc.

Rocha, S. M. (Agosto de 2007). Comprehensive two-dimensional gas chromatography with
time-offlight mass spectrometry of monoterpenoids as a powerful tool for grape origin
traceability. Journal of Chromatography A, 1161(1 'y 2), 292-299.

Ruta  del  Vino.  (2015). Recuperado el 2015, de  Turiguide Mexico:
http://www.turiguide.com/estados-mexicanos/oeste/baja-california/355-ruta-del-
vino.html

Salazar, V. (2015). Vinos de Meéxico. Obtenido de
http://vinomex.homestead.com/cepasBaja.html

Salomon, A. (Septiembre de 2004). La produccion del Vino en México. Horizonte Sectorial,
54(9), 838-843.

Sanchez, V. (2013). Catalo. Obtenido de http://www.catalo.mx/vinos-mexicanos-premiados-
en-decanter/#more-159

Skoog, D., West, D., & Holler, F. (1995). Quimica Analitica. México: Mc-Graw Hill.

Son, H. S. (2009). Metabolomic Studies on Geographical Grapes and Their Wines Using 1H
NMR Analysis Coupled with Multivariate Statistics. J. Agric. Food Chemistry , 1481-
1490 (57).

Tecniagricola. (09 de Diciembre de 2013). Morfologia de la vid . Visia/Vid/Uva . Obtenido de
www.tecnicoagricola.es

Tomas, B. S. (2015). Historia. Recuperado el 2015, de http://www.santo-tomas.com/

99



Tsao, R. (diciembre de 2010). Chemistry and Biochemistry of Dietary. Nutrients, 1231-1246.

UPM. (Septiembre de 2015). Morfologia de la Vid (Vitis Vinifera L.).

Vicente Villardon, J. L. (2014). Universidad de Salamanca , Departamento de Estadistica .
Obtenido de http://www.kunobook.com/pdf/introduccion-al-analisis-de-cluster-pagina-
nueva-1-53725/

Vinos, U. (17 de Agosto de 2010). Vitis vinifera . Recuperado el 2015, de
http://urbinavinos.blogspot.mx/2010/08/fruto-o-baya.html

Zona Norte. (31 de Julio de 2015). Excusas para beber Vino Mexicano. ZONA NORTE.

100



ANEXOS

ANEXO A Validacion del Modelo Lineal para la Curva de Fenoles Totales
Como se puede observar en la Figura 48 los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion
de Fenoles Totales de la Figura 23 son homocedasticos, es decir los datos estan distribuidos al

azar, por lo que las varianzas pueden considerarse iguales.
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Figura 48. Anélisis de Residuales para la curva de calibraciéon de Acido Galico mg /L

Esto se confirma al realizar la prueba de ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la
siguiente prueba de hipotesis:
Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05

Tabla 17. Andlisis de Varianza con falta de ajuste.

Origen Suma de|Df |Media F-razon |P-Valor
cuadrados cuadratica
Modelo 1.8145 1 [1.8145 1889.27 10.0000
Residual 0.0125 13 (0.00097
Falta de ajuste [0.00097 3 10.00032 0.28 0.8384
Error Puro 0.01152 10 {0.0012
Total (Corr.) 1.8270 14
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Como la P de probabilidad es mayor al nivel de significancia que es 0.05 (fue de 0.8384),
entonces se acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es

valido.
Analisis de Varianza (ANOVA¥*) de los Fenoles Totales obtenidos para los Vinos tintos

mexicanos descritos por el factor del Estado

La prueba de hipotesis planteada es la siguiente:

Ho: XBaja California — Xcoahuila = XQuerétaro

Hi: XBaja California¢XCoahuila¢XQuerétaro
Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 18. ANOVA Fenoles Totales para mg acido galico en 100 mL de vino por factor de

Estado
Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-razon P-Valor
Entre grupos 83.543 2 (41.7715 3.89 0.0276
Dentro de grupos |482.883 45 110.7307
Total (Corr.) 566.426 47

Como la P de probabilidad es menor a 0.05, se acepta Hi, por lo que las medias en la
concentracion de fenoles totales son diferentes, ya que poseen diferencias significativas. Para
encontrar especificamente que medias tienen esas diferencias significativas, se realiz6 la prueba

de rangos multiples que se presenta enseguida:

Tabla 19. Prueba de Rangos multiples para mg Ac Galico en 100 mL de vino por el factor de

Estado
Comparacion Sig. |Diferencia |+/- Limites
Baja California - Coahuila |* -2.6181 2.1247
Baja California - Querétaro 0.8878 2.9778
Coahuila - Querétaro * 3.5060 3.1870

* denota una diferencia estadistica significativa
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En la Tabla 20, se observa que existen diferencias entre las medias de las concentraciones de
los Fenoles Totales de Baja California y Coahuila y entre Coahuila y Querétaro. Mientras que
las medias de las concentraciones de los Fenoles totales entre Baja California y Querétaro
pueden considerarse iguales.

*Cabe hacer mencion que se realizo la prueba de Levene para asegurarse de que las varianzas

de los datos se pueden considerar iguales, para lo cual se realiz6 la siguiente prueba de hipodtesis:

. Q2 — Q2 — Q2
Ho: S Baja California — S Coahuila — S Querétaro

. C2 2 2
Hi: S BajaCalifornia¢S Coahuila¢5 Querétaro

Tabla 20.Verificacion de varianzas
Prueba P-Valor
Levene's |0.9492 0.3947

Como el P de probabilidad obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que

las varianzas del contenido de fenoles totales vs el factor Estado, se pueden considerar iguales.

Analisis de Varianza (ANOVAY) de los Fenoles Totales obtenidos para los Vinos tintos

mexicanos descritos por el factor Tipo de Uva

La prueba de hipdtesis planteada es la siguiente:
Ho: Xcapernet Sauvignon = Xmertot = XTempranillo = Xshiraz = Xpetite siran = XNebbiolo =
XSalvador

Hl: XCabernet Sauvignon = XMerlot = XTempranillo Z XShiraz # XPetite Sirah * XNebbiolo Z XSalvador

Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05
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Tabla 21. ANOVA Fenoles Totales para mg Acido galico en 100 mL de vino por el factor de

tipo de uva
Origen Suma de cuadrados |\Df |Media cuadratica |F-razon |P-Valor
Entre grupos 283.453 6 (47.2422 6.84 0.0000
Dentro de grupos |282.973 41 16.9018
Total (Corr.) 566.426 47

Como la P de probabilidad tiene un valor de 0.0000 (< a 0.05), se acepta Hi, por lo que las
medias en la concentracion de fenoles totales con respecto al factor “Tipos de Uva” son
diferentes, por presentar diferencias significativas. Para encontrar especificamente que medias
tienen esas diferencias significativas, se realizd el Test de rangos multiples que se presenta

enseguida:

Tabla 22. Prueba de rangos multiples para mg Ac galico en 100 mL de vino por el factor de

tipo de uva
Tipo de Uva |Numeracion |Media |Grupos Homogéneos
Tempranillo |6 3.38808 |X Grupo 1
Salvador 6 3.90434 | XX Grupo 2
Merlot 9 4.09359 |XX
Shiraz 6 5.67263 | XX
Nebbiolo 3 5.73496 | XX
Cabernet 15 5.99783 | X Grupo 3
Petite Sirah (3 14.0547 | X Grupo 4

En la Tabla de rangos multiples Tabla 23 se pueden ver 4 grupos homogéneos, es decir 4 grupos
que presentan un comportamiento comun. En general existen diferencias significativas entre las
medias de la concentracion de Fenoles totales de la uva Petite Sirah vs todas los demaés

variedades de uva y adicionalmente de la uva Cabernet vs Tempranillo
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Tabla 23. Prueba de rangos multiples para mg Ac galico en 100 mL de vino por el factor de

tipo de uva
Diferencia Sig. |Diferencia |+/- Limites

Cabernet - Merlot 1.90425 2.23703
Cabernet - Nebbiolo 0.262873  |3.35555
Cabernet - Petite Sirah | *  [-8.05691 3.35555
Cabernet - Salvador 2.0935 2.56284
Cabernet - Shiraz 0.325203  [2.56284
Cabernet - Tempranillo | * (2.60976 2.56284
Merlot - Nebbiolo -1.64137  |3.53706
Merlot - Petite Sirah *1-9.96116 3.53706
Merlot - Salvador 0.18925 2.79629
Merlot - Shiraz -1.57904 2.79629
Merlot - Tempranillo 0.70551 2.79629

Nebbiolo - Petite Sirah | * |-8.31978  [4.332
Nebbiolo - Salvador 1.83062 3.75162
Nebbiolo - Shiraz 0.0623306 |(3.75162
Nebbiolo - Tempranillo 2.34688 3.75162
Petite Sirah - Salvador | * [10.1504 3.75162
Petite Sirah - Shiraz *18.38211 3.75162
Petite Sirah - Tempranillo | * |10.6667 3.75162
Salvador - Shiraz -1.76829 3.06318
Salvador - Tempranillo 0.51626 3.06318
Shiraz - Tempranillo 2.28455 3.06318

* denota una diferencia estadistica significativa

Cabe hacer mencion que se realizo la prueba de Levene para asegurarse de que las varianzas de

los datos se pueden considerar iguales, para lo cual se realizo la siguiente prueba de hipotesis:
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HO:

2 — C2 — C2 — C2 — C2 —
S Cabernet Sauvignon — S Merlot — S Tempranillo — S Shiraz — S Petite Sirah —
2 — C2
S Nebbiolo — S Salvador
Hl1: 52 ; * S? + S? 1o F S%shirazr = S%petite sirah F
. Cabernet Sauvignon Merlot Tempranillo Shiraz Petite Sirah

2 2
S Nebbiolo *S Salvador

Tabla 24. Verificacion de varianzas
Prueba |P-Valor
Levene's |1.5380 |0.1902

La realizacion de la prueba de Levene se utiliza para verificar de forma correcta la igualdad de
medias asumida en el ANOVA por tipo de uva, el cual arroja que como el P de probabilidad
obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que las varianzas de los diversos

tipos de uva se pueden considerar iguales.

Analisis de Varianza (ANOVA¥) de los Fenoles Totales obtenidos para los Vinos tintos

mexicanos descritos por la Casa Productora

La prueba de hipdtesis planteada es la siguiente:
Ho: Xcasa Madero = X1.a. cetto = Xxa Domeq — “Asanto Toméas — Xpelice catembe

Hi: XCasa Madero * XL.A.Cetto Z XXA Domeq Z XSanto Toméas # XDelice Catembe
Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Frap 6 P> 0.05

Tabla 25. ANOVA Fenoles Totales para mg de Acido galico en 100 mL de vino por el factor

de tipo de uva.

Origen Suma de cuadrados Df |Media cuadratica |F-razon  |P-Valor
Entre grupos [117.713 4 29.4283 2.82 0.0365
Dentro de|448.712 43 (10.4352

grupos

Total (Corr.) [566.426 47
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Como la P de probabilidad tiene un valor de 0.0365 (< a 0.05), se acepta Hi, por lo que las
medias en la concentracion de fenoles totales con respecto al factor “Casa Productora” no son
iguales, por presentar diferencias significativas. Para encontrar especificamente que medias
tienen esas diferencias significativas, se realizo el Test de rangos multiples que se presenta
enseguida:

Tabla 26. Prueba de rangos multiples para mg de Acido gélico en 100 mL de vino por el factor

Casa productora

Casa Productora |Numeracion |Media |Grupos Homogéneos
XA Domeq 3 2.84878 |X Grupo 1

Santo Tomas 9 3.81536 |X

Delice Catembe |6 3.90434 |X

L.A. Cetto 15 5.76694 | XX Grupo 2

Casa Madero 15 7.4103 | X Grupo 3

En la evaluacion de rangos multiples (Tabla 27) se pueden ver 3 grupos homogéneos, es decir
3 grupos que presentan un comportamiento comun. En general existen diferencias significativas
entre las medias de la concentracion de Fenoles Totales de las casas productoras Casa Madero
con Santo Tomas, Delice Catembe y XA Domeq, con excepcion de que entre estas casas

productoras sus medias se les pueden considerar iguales.

Tabla 27. Prueba de rangos multiples para mg de Acido gélico en 100 mL de vino por el factor

Casa productora

Casa Productora Sig. |Diferencia |+/- Limites
Casa Madero - Delice Catembe | * 3.50596 3.14687
Casa Madero - L.A. Cetto 1.64336 2.37881

Casa Madero - Santo Tomas | * 3.59494 2.74681
Casa Madero - XA Domeq | * |4.56152 4.12022

Delice Catembe - L.A. Cetto -1.8626 3.14687
Delice Catembe - Santo Tomas 0.0889792 (3.43352
Delice Catembe - XA Domeq 1.05556 4.60654
L.A. Cetto - Santo Tomas 1.95158 2.74681
L.A. Cetto - XA Domeq 2.91816 4.12022
Santo Tomas - XA Domeq 0.966576  [{4.34309
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** El test de Levene verifica de forma correcta la igualdad de medias para la realizacion del

ANOVA por casa productora arrojo:

. C2 — C2 — C2 — C2 — C2
HO- S Casa Madero — S L.A.Cetto — S XA Domeq — S Santo Tomas — S Delice Catembe

. C2 2 2 2 2
Hi: S Casa Madero * S L.A.Cetto * S XA Domeq * S Santo Tomas * S Delice Catembe

Tabla 28. Verificacion de Varianzas

Test P-Value
Levene's |1.64312 0.180893

Como el P de probabilidad obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que
las varianzas de los diversas casa productoras se pueden considerar iguales, lo cual cumple con
la condicion de homocedasticidad de la prueba ANOVA, y al utilizar estadistica no-paramétrica
(medianas) para realizar verificacion, se obtuvieron resultados exitosos por lo que el test

ANOVA de éste apartado debe tomarse con confianza.
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ANEXO B  Validacion del Modelo Lineal para la Curva de Capacidad Antioxidante
Como se puede observar en la Figura 49 los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion

de Fenoles Totales son homocedasticos, es decir los datos estan distribuidos al azar, por lo que

las varianzas mmeden considerarse ionales.

Residual Plot
% Inhibicion = 20.7914 + 0.875621*[Trolox] uM

Lo oo bovwna bwwnn by a bygaa |

Studentized residual
o
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Figura 49. Analisis de Residuales para la curva de calibracion de Capacidad Antioxidante

Esto se confirma al realizar la prueba de ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la
siguiente prueba de hipotesis:
Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 29. Andlisis de varianza con falta de ajuste

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 4025.24 1 ]4025.24 645.40 |0.0000
Residual 99.7885 16 [6.23678
Con falta de ajuste [45.9922 4 [11.4981 2.56 0.0924
Error puro 53.7963 12 {4.48302
Total (Corr.) 4125.03 17
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Como la P de probabilidad es mayor al nivel de significancia que es 0.05 (fue de 0.0924),
entonces se acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es

valido.

Analisis de Varianza (ANOVA¥*) de Capacidad Antioxidante obtenidos para los Vinos

tintos mexicanos descritos por el factor Estado

La prueba de hipotesis planteada es la siguiente:
Ho: XBaja California — Xcoahuila = XQuerétaro

Hi: XBaja California¢XCoahuila¢XQuerétaro
Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 30. ANOVA Capacidad Antioxidante por mg Equivalente de Trolox en 100 mL de Vino

por el factor Estado.

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon P-Valor
Entre grupos 131.392 2 [65.6959 6.67 0.0029
Dentro de grupos [443.368 45 19.85261

Total (Corr.) 574.759 47

Como la P de probabilidad es menor a 0.05, se acepta Hi, por lo que las medias en la
concentracion de mg ET/100 mL de Vino son diferentes, ya que poseen diferencias
significativas. Para encontrar especificamente que medias tienen esas diferencias significativas,

se realizo la prueba de rangos multiples que se presenta enseguida:

Tabla 31. Prueba de rangos multiples para mg equivalentes de Trolox en 100 mL de vino por

el factor Estado

Diferencia Sig. |Diferencia |+/- Limites
Baja California - Coahuila | *  [-3.4811 2.0359
Baja California - Queretaro | *  [-2.9074 2.85337
Coahuila - Queretaro 0.573693 {3.05384

* denota estadisticamente diferencia significativa .
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En la tabla anterior, se observa que existen diferencias entre las medias de las concentraciones
de Capacidad Antioxidante de Baja California y Coahuila y entre Coahuila y Querétaro.
Mientras que las medias de las concentraciones de los Fenoles totales entre Coahuila y Querétaro
pueden considerarse iguales.

Cabe hacer mencion que se realizd la prueba de Levene para asegurarse de que las varianzas de

los datos se pueden considerar iguales, para lo cual se realizo la siguiente prueba de hipdtesis:

. Q2 — Q2 — Q2
Ho: S Baja California — S Coahuila — S Querétaro

. C2 2 2
Hi: S BajaCalifornia¢S Coahuila¢5 Querétaro

Tabla 32. Verificacion de Varianzas
Prueba P-Valor
Levene's |0.60962 [0.54798

Como el P de probabilidad obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que
las varianzas del contenido de capacidad antioxidante vs el factor Estado, se pueden considerar

iguales.

Analisis de Varianza (ANOVA*) de Capacidad Antioxidante obtenidos para los Vinos

tintos mexicanos descritos por el factor Tipo de Uva

La prueba de hipotesis planteada es la siguiente:
Ho:Xcapernet Sauvignon = XMertot = XTempranillo = Xshiraz = Xpetite sirah = XNebbiolo =

XSalvador
Hi:

XCabernet Sauvignon l XMerlot Z XTempranillo Z XShiraz Sl XPetite Sirah * XNebbiolo = XSalvador

Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05

111



Tabla 33. ANOVA Capacidad Antioxidante para mg equivalentes de Trolox en 100 mL de

vino por el facto tipo de uva.

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon P-Valor
Entre grupos 216.197 6 [36.0329 4.12 0.0025
Dentro de grupos [358.562 41 |8.74542

Total (Corr.) 574.759 47

Como la P de probabilidad tiene un valor de 0.0025 (< a 0.05), se acepta Hi, por lo que las
medias en la concentracion de capacidad antioxidante con respecto al factor “Tipos de Uva” son
diferentes, por presentar diferencias significativas. Para encontrar especificamente que medias
tienen esas diferencias significativas, se realizd el Test de rangos multiples que se presenta

enseguida:

Tabla 34. Prueba de rangos multiples para mg ET en 100 mL de vino por el factor tipo de uva.

Tipo de Uva |Numeracion |Media |Grupos Homogéneos
Merlot |9 139114 |X Grupo 1
Tempranillo |6 13.9936 |X
Nebbiolo |3 15.6665 |XX Grupo 2
Cabernet |15 16.2847 |XX
Shiraz 6 17.0274 | XX
Salvador |6 17.6256 | X Grupo 3
Petite Sirah |3 22.5936 | X Grupo 4

En el Test de rangos multiples (Tabla 32) se pueden ver 4 grupos homogéneos, es decir 4 grupos
que presentan un comportamiento comun. En general existen diferencias significativas entre las
medias de la concentracion de Capacidad antioxidante de la uva Petite Sirah vs todas los demaés

variedades de uva y adicionalmente de la uva Salvador vs Tempranillo.

112



Tabla 35. Prueba de rangos multiples para mg ET en 100 mL de vino por el factor tipo de uva.

Diferencia Sig. |Diferencia|~+/- Limites
Cabernet - Merlot 2.3733 2.51816
Cabernet - Nebbiolo 0.618214 |3.77723
Cabernet - Petite Sirah| *  |-6.30885 [3.77723
Cabernet - Salvador -1.34086 |2.88491
Cabernet - Shiraz -0.742657 |2.88491
Cabernet - 2.29107 |2.88491
Tempranillo

Merlot - Nebbiolo -1.75508 |3.98155

Merlot - Petite Sirah | * |-8.68215 |3.98155
Merlot - Salvador * 1-3.71416 |3.14769

Merlot - Shiraz -3.11595 |3.14769
Merlot - Tempranillo - 3.14769
0.0822235

Nebbiolo -  Petite| * [-6.92707 |4.87639
Sirah

Nebbiolo - Salvador -1.95908 |4.22308
Nebbiolo - Shiraz -1.36087 14.22308
Nebbiolo - 1.67286 |4.22308
Tempranillo

Petite Sirah - Salvador| * [4.96799 4.22308
Petite Sirah - Shiraz | * [5.56619 [4.22308

Petite Sirah -1 * (859992 14.22308
Tempranillo
Salvador - Shiraz 0.598206 |(3.44813
Salvador -1 * 13.63194  [3.44813
Tempranillo
Shiraz - Tempranillo 3.03373 |3.44813

e  Denota diferencia estaditica significativa

Cabe hacer mencion que se realizo la prueba de Levene para asegurarse de que las varianzas de

los datos se pueden considerar iguales, para lo cual se realizo la siguiente prueba de hipotesis:
. Q2 _ 2 _ 2 _ 2 _ 2
Ho: S Casa Madero — S L.A.Cetto — S XA Domeq — S Santo Tomas — S Delice Catembe

. C2 2 2 2 2
Hi: S Casa Madero * S L.A.Cetto + S XA Domeq * S Santo Tomas * S Delice Catembe
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Tabla 36. Verificacion de varianzas
Prueba P-Valor
Levene's |0.866511 |0.527556

Como el P de probabilidad obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que

las varianzas de los diversos tipos de uva se pueden considerar iguales.

Analisis de Varianza (ANOVA***) de Capacidad Antioxidante obtenidos para los Vinos

tintos mexicanos descritos por la Casa Productora

La prueba de hipotesis planteada es la siguiente:
Ho: XBaja California = Xcoahuila = XQuerétaro

Hi: XBaja California¢XCoahuila¢XQuerétaro
Donde el criterio de aceptacion es: Ho si Fexp < Fap 6 P > 0.05

Tabla 37. ANOVA Capacidad Antioxidante para mg ET en 100 mL de vino por el factor Casa

Productora
Origen Suma de|Df |Media F-Razon P-Valor
cuadrados cuadratica
Entre grupos 217.894 4 (54.4735 6.56 0.0003
Dentro de grupos |356.866 43 18.2992
Total (Corr.) 574.759 47

Como la P de probabilidad tiene un valor de 0.0003 (< a 0.05), se acepta Hi, por lo que las
medias en la concentraciéon de mg ET/100 mL de Vino con respecto al factor “Casa Productora”
no son iguales, por presentar diferencias significativas. Para encontrar especificamente que
medias tienen esas diferencias significativas, se realizo el Test de rangos multiples que se

presenta enseguida:
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Tabla 38. Prueba de rangos multiples para mg Et en 100 mL de vino por el factor Casa

Productora.
Casa Productora |Numeracion |Media |Grupo Homogéneo
Santo Tomas 9 12.2675|X Grupo 1
XA Domeq 3 14.7158| XX Grupo 2
L.A. Cetto 15 16.189 | X Grupo 3
Delice Catembe |6 17.6256| X
Casa Madero 15 18.1993| X

En el Test de rangos multiples (Tabla 39) se pueden ver 3 grupos homogéneos, es decir 3 grupos
que presentan un comportamiento comun. En general existen diferencias significativas entre las
medias de la concentracion de Capacidad Antioxidante de la Casa Santo Tomas con Casa
Madero, L.A. Cetto y Delice Catembe, con excepcion de que entre estas casa productoras sus

medias se pueden considerar iguales.

Tabla 39. Prueba de rangos multiples para mg Et en 100 mL de vino por el factor Casa

Productora
Diferencia Sig. |Diferencia |+/- Limites
Casa Madero - Delice Catembe 0.573693  [2.80638
Casa Madero - L.A. Cetto 2.01024 2.12143
Casa Madero - Santo Tomas * 15.93174 2.44961
Casa Madero - XA Domeq 3.48344 3.67442
Delice Catembe - L.A. Cetto 1.43655 2.80638
Delice Catembe - Santo Tomas | * |5.35804 3.06202
Delice Catembe - XA Domeq 2.90975 4.10812
L.A. Cetto - Santo Tomas *13.92149 2.44961
L.A. Cetto - XA Domeq 1.4732 3.67442
Santo Tomas - XA Domeq -2.44829 3.87318

* denotes a statistically significant difference.

Cabe hacer mencion que se realizd la prueba de Levene para asegurarse de que las varianzas de

los datos se pueden considerar iguales, para lo cual se realizo la siguiente prueba de hipotesis:
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Tabla 40. Verificacion de varianzas
Prueba P-Valor
Levene's |0.673341 |0.6141

Como el P de probabilidad obtenido es mayor a 0.05, entonces se puede aceptar Ho, por lo que

las varianzas de las diversas casas productoras se pueden considerar iguales.
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ANEXO C  Validacion Del Modelo Lineal Para Curvas De Calibracion De Los Compuestos

Fendlicos

Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Galico por Area

Los residuales obtenidos para la Curva de Calibracién de Acido Galico (Figura 50) muestran

cierta tendencia, pero no es muy marcada por lo que se las varianzas pueden considerarse

iguales.
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Figura 50. Analisis de Residuales para la curva de calibracion de Acido Galico en ppm
Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente
prueba de hipotesis:
Ho: Hay ajuste al modelo
Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 41. Andlisis de varianza con falta de ajuste.

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 1.15535E11 1 |[1.15535E11 11085.95 10.0000
Residual 2.50123ES8 24 |1.04218E7
Con falta de ajuste [4.13029E7 5 |[8.26057E6 0.75 0.5951
Error puro 2.0882E8 19 [1.09905E7
Total (Corr.) 1.15786E11 25
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Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.5951) entonces

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.

Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Acido Caféico por Altura
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Figura 51. Analisis de Residuales para la curva de calibracion de Acido Caféico en ppm

Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente

prueba de hipdtesis:

Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 42. Andlisis de varianza con falta de ajuste.

Origen Suma de cuadrados |\Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 3.32041E7 1 |3.32041E7 21781.10 {0.0000
Residual 33537.8 22 |1524.45
Con falta de ajuste [3078.41 5 [615.681 0.34 0.8793
Error erros 30459.4 17 (1791.73
Total (Corr.) 3.32377E7 23

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.8793) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.
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Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Acido Gentisico por Altura

Los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion de Acido Gentisico (Figura 52) son

homocedasticos por lo que se las
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Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente
prueba de hipotesis:
Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05

Tabla 43. Analisis de varianza con falta de ajuste

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 9.62102E9 1 [9.62102E9 11536.30 {0.0000
Residual 2.00155E7 24 1833978.
Con falta de ajuste |6.44174E6 5 |1.28835E6 1.80 0.1604
Error puro 1.35737E7 19 [714407.
Total (Corr.) 9.64104E9 25

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.1604) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido
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Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Acido Ciniamico por Altura

Los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion de Acido Cinamico (Figura 53) son
homocedasticos por lo que se las varianzas pueden considerarse iguales.

Plot of Fitted Model
Altura = -207.195 + 197.717*[Ac. Cindmico] ppm

Residual Plot
Altura = -207.195 + 197.717*[Ac. Cindmico] ppm

(X 1000)
10

Altura
Studentized residual
o
T
I

I I I I I
0 10 20 30 40

. . . . . .
[Ac. Cindmico] ppm 0 10 20 30 40 50

[Ac. Cinamico] ppm

Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente
prueba de hipdtesis:
Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P > 0.05

Tabla 44. Anélisis de varianza con falta de ajuste

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 2.09299E8 1 [2.09299E8 8381.03 10.0000
Residual 549404. 22 |24972.9
Con falta de ajuste |188187. 5 137637.3 1.77 0.1726
Error puro 361217. 17 |121248.1
Total (Corr.) 2.09848E8 23

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.1726) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.
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Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Resveratrol por Area

Los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion de Resveratrol (Figura 54) son

hAaranadlctinnn nar 1A Ao ca laa xrarianzac srannadan nnﬂn€Aavnrse iguales
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Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente
prueba de hipotesis:
Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05

Tabla 45. Anélisis de varianza con falta de ajuste.

Origen Suma de cuadrados |Df |Media cuadratica |F-Razo  |P-Valor
Modelo 2.82292E9 1 |2.82292E9 33623.53 |0.0000
Residual 1.67913E6 20 [83956.7
Con falta de ajuste |400337. 5 |[80067.4 0.94 0.4839
Error puro 1.2788E6 15 |85253.1
Total (Corr.) 2.8246E9 21

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.4839) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.
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Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Tirosol por Area

Los residuales obtenidos para la Curva de Calibracion de Tirosol (Figura 55) son
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Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente
prueba de hipotesis:

Ho: Hay ajuste al modelo

Hi: No hay ajuste al modelo

Donde se acepta Ho si Fexp < Frab 6 P> 0.05

Tabla 46. Analisis de varianza con falta de ajuste

Origen Suma de caudrados |Df |Media cuadratica |F-Razon |P-Valor
Modelo 8.59511E9 1 |8.59511E9 27739.38 {0.0000
Residual 7.1266E6 23 |309852.
Con falta de ajuste [2.37211E6 5 |474422. 1.80 0.1645
Error puro 4.75449E6 18 [264138.
Total (Corr.) 8.60224E9 24

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.1645) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.
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Validacién del Modelo Lineal para la Curva de Acido Vanilico por Area

Los residuales obtenidos para la Ci

Plot of Fitted Model

(X 100000)
o=

25F

2k

15F

Area

1F

05

/ . .
0 40 80

. .
120 160

[Acido Vanilico] ppm

11EULA JUUL £3ALIDI0 UL InvoIiuuar

Esto se confirma al realizar la prueba ANOVA con falta de ajuste, donde se propuso la siguiente

prueba de hipotesis:
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Tabla 47. Anélisis de varianza con falta de ajuste

I
160

I
200

Origen Suma de caudrados |Df |Media cuadradtica |F-Razon |P-Valor
Modelo 1.43139E11 2 |7.15695E10 20306.66 |0.0000
Residual 7.40131E7 21 |3.52443E6
Con falta de ajuste |1.11539E7 4 ]2.78848E6 0.75 0.5690
Error puro 6.28592E7 17 |3.6976E6
Total (Corr.) 1.43213E11 23

Como la probabilidad es mayor al nivel de significancia que es de 0.05 (0.5690) entonces se

acepta Ho, por lo que se confirma que si existe ajuste al modelo y por lo tanto es valido.
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ANEXO D  Electroferogramas de las muestras de Vino Tinto para su Cuantificaciéon por
Electroforesis Capilar.

A continuacion se presentan los electroferogramas resultantes de las mediciones de muestras de

Vino. Los electroferogramas obtenidos difieren con los obtenidos en la mezcla de estandares,

debido a la ausencia de algin polifenol o a la presencia de otras sustancias para las que no se

disponia de estandares.
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Figura 57. Electroferograma de las muestras de vinos tintos (A) XA Pedro Domeq Cabernet Sauvignon (B) L.A.
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