e,
<<

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DETERMINAC!ON DE ANTOCIANINAS EN VINO
TINTO POR METODOS CROMATOGRAFICOS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA EN ALIMENTOS
P R E S E N T A

LUZ MARIA VERONICA GARCIA MANZANO

1996

MEXICO, D, F,

TESIS CCN
FALLA [T OR.GEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado Asignado

Presidente Prof. Erestina Cervera Flores
Vocal Prof. Adolfo Garcia Osuna
Secretario Prof. Araceli Peiia Alvarez

1er suplente Prof. Santiago Capella Vizcaino
20. suplente Prof. Victoria Coutifio Covarrubias

Sitio donde se desarrolié el tema:
Laboratorio de Cromatografia de Gases, Departamento de
Quimica Analitica, DEPg, Facuitad de Quimica, UNAM.

Asesor del tema: _ )
Dra. Araceli Pefa Alvarez Lmssts: Sonz. %,.;)
Supenvisor técnico: l
M. en C. Santiago Capella Vizcaino (A
Sustentante: ’ \ ' 7
Luz Marla Verénica Garcia Manzano ?»\Mw@

DA



INDICE

INTRODUCCION

1, ANTECEDENTES
1.1 Descripcitn
1.2 Propiedades
1.3 Distrbucién e Importancia
1.4 Presencia de Antocianinas en Vino Tinto
1.4.1 Definicién de Vino
1.4.2 Caracterizacion de Antocianinas
1.4.3 Modificacion de Antocianinas en Vino Tinto
1.4.4 Distribucion de las Antocianinas en diferentes Especies de Vitis
1.5 Métodos de Andlisis
1.5.1 Determinacion del color en Vinos
1.5.2 Electroforesis
1.5.3 Cromatografia
1.5.3.1 Cromatografia en Papel y en Capa Fina
1.5.3.2 Cromatografia en Columna Abierta
1.5.3.3 Cromatografia de Gases
1.5.3.4 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Reactivos

2.2 Estandares

2.3 Muestras

2.4 Metodologia

2.4.1 Purificacién de Antocianinas

2.4.2 Obtencién del Extracto de Uva no Comercial

2.4.3 Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura

W N NN A NN

- A ed ed wd b ed b A
M NN OO OOy W -

20
21
21
22

22
23
24



2.4.4 Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia en Fase Inversa

2.4.5 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia en Fase Inversa por
Pares de lones

2.4.5,1 Analisis Espectrofotométrico

2.4.5.2 Determinacldn de Colorantes Artificiales

3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Purificacién de Antoclaninas

3.2 Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura
3.3 Cromatografia dé Liquidos de Alta Eficlencia

3.3.1 Determinacion dal Color en Vinos Tintos

3.3.2 Prueba de Arata

4. CONCLUSIONES
5. ANEXOS

6. BIBLIOGRAFIA

25
26
26

27

27

29

35

49

55

57

62



AGRADECIMIENTOS

3 min P,
Eso o wno do ss y/fqu A uxazupffkl/ somiflo, quo hace &b/m‘m /'wrda(»

swmbroron, widansn y [m&x&u’mo//z o, onseiiana wda din.

A miy Honmanss:
Jue con ollss a;mw{é d valor do lo wmidad Y bo lomads %ﬂﬂrﬂa
do, fucha Y PMAwww.ﬂ.'r.L.

4 mir .m"mi?o'si
o Qe QM OG- U ﬁm silbshe e dicon lo verdod
denuda, lambitn csms of vigjo- souck /mkam b, sabidunio, ...

Donde (lwbm Qe b wnauendnes, Snaciay Clil.

. ura aubinlicn cemeeposn dr lo locitr. oo dos AUTOA
w5 aamil vencasne, T R, S v hoio. a&jo ?/umalmwi
w()wg;am v, ik an diAwbrir, unos iderlidad stio., M
U, ‘w;_{hwm Y WY ..

fe : . H N0 3
DALY acialminds o 1l nrals



acion ol monbs ﬁamluu}@ (,QPJ&L 0% iz, loa
/wa/nla/.» do un &L?G/I- mxgxm dondds, emconln, a/rm'gm Y afyw/mf&
muche do ollss.

Dhacay o b/wcbnu/m Y o o, mAa/‘ Fdhre ﬁwmxf por s
vafissas afm/uab/rwh o ab {/m&x/u

Hhacian of (fg(!m/x/xxﬂnwm do Juimico, da dlimendos, o lo
manbhe, Lucin G(WWG, Ll j](ww,% y Vicloria, Couliiin, do

(}uwrw/x mﬁfm nacibi aLoys.

Y /mu;rnx/rlk,- procias a Jundacién, UTHATL por lo feco slorgaan
i H



Introduccion

La historia del vino es tan antigua que no se ha establecido con precisién el origen de
esta prictica ya que existen evidencias arqueoldgicas de més de siete mil aflos de
antighedad (1) su mencién como bebids dats desde las épocas méa antiguas, gozando
de nobleza y popularidad a través de los tiempos. La industria vinicola mexicana a pesar
de ser la més antigus del continente americano, reinicia su desamollo formal hasta fines
del siglo pasado (2) y aunque en las Ultimaa décadss ha mejorado notsblemente (3,4)
aun fakta camino por recomer en este esfuerzo de prosperar.

La uva tinta debe su color a la presencia de antocianinaa, que son los pigmentoa
naturales responsables de las tonalidadea rojo, violeta y azul ampliamente distribuidos en
frutos y pétaloa de flores. La uva puede clasificarse dependiendo del uso para el que
es destinado; uva de mesa, uva pass, uva para destilados, uva para jugo y uva para la
elaboracion del vino. Sin embargo, el Unico género permitido para vinificacién es el Vitis
viniera (5.6) pudiendo verificar su sutenticidad por el andlisis de antocianinas en vino
tinto (5) ya que se tiene una composicidn especifica, por lo que dicha determinacién
puede servic como pardmetro de controi en ef mercado vitivinicols.

En México no existe reglamentacién sl respecto por lo que en este proyecto se pretondo
desamolier una metodologia anslitica que permita ¢! andlisis de antocianinaa en vino
tinto, como un primer acercamiento al establecimiento de dicha regulacién.

Para lograr este objetivo, se planteé el trabajo experimental de la siguiente manera.
Primero, purificacién de antocianinas por Extraccién en Fase Séiida con el fin de obtener
estindsres. Segundo, obtencidn de un perfit cromatogrifico de antoclaninas utiizando
cromatografia de gases capilar y/o cromatografia de liquidos de alta eficlencia y Tercero,
aplicacién de la metodologls desarroliada en vinos tintos.

€l estudio se complementd con la determinacién espectrofotométrica de antocianinas en
vino tinto con ef fin de relacionar su concentracién con la edad del mismo que puede
también hablar de las condiciones de aimacenamiento de cada muestra. Ademés se
practict la piueba de Arata (que sirve pare detectar la adicidn de colorante artificial) a
algunas mueatras que presantaron un perfil cromatogrifico fuera del espersdo.



1. Antecedentes

1.1 Descripcién

Las antocianinas, del griego Anthos: flor y Kyanos: azul, es la terminologia usada
originalmente para describir al pigmento azul de la flor del maiz (7).
Corresponden a la clase mds extendida de compuestos fendlicos llamados
colectivamente flavonoides.

Una de las funciones mas importantes de las antocianinas en el érea de
percepcion visible es la atraccién de animales (principaimente insectos y aves)
con propositos de polinizacion y dispersién de semillas por lo tanto tienen un valor
considerable en la co-evolucién de las interacciones planta-animal (8).

Los flavoniodes tlenen efectos importantes en la fisiologia y bioquimica de las
plantas, actuando como antioxidantes y en la inhibicion de enzimes. Se ha
reconocido extensamente su actividad anliviral, antialérgica, antiinflametoria, y
anticancerigena (9).

Hasta ahora no se ha reportado un proceso biotecnolégico exitoso usando
cultivos celulares de plantas para la produccion de las antocianinas deseadas. De
cualquier forma, el uso de las antocianinas no se ha extendido a la industria
alimentaria debido a su inestabilidad por factores fisicos y quimicos (luz, pH y
oxigeno) y a su dificultad de purificacidn que se traduce en muy escasa
disponibilidad comerclal (7).

La estructura quimica de ias antocianinas (Figura 1, Tabla 1) es el derivado
glucosilado polihidroxilado del 2-fenil benzopirano (11) unido al carbohidrato por
medio de un eniace B-glucoslidico. Las antocianidinas a las cuales se les llama
tamblén agluconas son las antocianinas sin glucésidos (10). Los diferentes
colores de las antoclaninas son debidos a la sustitucién en cada molécula de
antocianina, es decir a los grupos hidroxilo, metiio y giucosido. La glucosilacion
puede ocurrir en las posiciones 3,5y 7 (Figura 1) (12).



Generalmente se encuentran cinco antocianinas en uvas tintas: malvidin-,
delfinidin-, peonidin-, cianidin- y petunidin-3-d-glucdsido. El azicar cominmente
en estos flavonoides es la glucosa (11). Aunque se han encontrado D-glucosa,
D-galactosa, D-arabinosa y D-xilosa.
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Ademds de pétalos y frutos las antocianinas pueden estar en otros 6rganos de la
planta como raices y hojas, asi como acumuladas en las vacuolas o células
epldérmicas (11).

Las antoclaninas se encuentran generaimente en solucién dentro de las vacuoias,
aunque algunas veces se pueden locaiizar en vesiculas esféricas liamadas
“antocianoplastos”, en donde pueden ocurrir modificaciones en ia estructura
basica de las antocianinas. Los antocianoplastos se detectan usualmente en las
vacuolas, aunque pueden aparecer también como vesiculas membranosas en el
citoplasma. La presencla o ausencia de antocianoplastos puede dar informaclon
adicional en los estudios taxonémicos (11).



1.2 Propiedades

Algunas propiedades quimicas o fisicoquimicas de las antocianinas modifican su
astructura y en consacuencia su coloracion, por lo que es importante conocerias
para una mejor interpretacién del color de los vinos tintos.

Las antocianinas son solubles en agua y tienen caracteristicas quimicas de
gluctsidos (7). Bajo condiciones écidas (pH de 3 a 4) se tiene un equilibrio
reversible de la forma del ion oxonio que es de color rojo con la pseudo base que
s incolora, la posicién del equilibrio depende del pH (Figura 2). Cuando el pH
incrementa, la absorcion ultravioleta (A=278 nm) de los compuestos aromaticos no
se ve afectado; pero la absorcion causada por el heterociclo central (A=510 nm),
varia mucho (5). En medio neutro o alcalino es una forma azul o verde, segun el

pH.

(Hy

Figura 2, Equilibrio de antocianinas dependiente del pH

Los iones bisulfito, HSO, se condensan con las antoclaninas y esta reaccién
reversible disminuye el color por la formacion de un compuesto incoloro (Figura
3). El efecto es menos evidente en medios fuertemente dcidos porque los iones
bisulfito no son numerosos, pues se encuentran como acido no disociado, Esta
propiedad explica la decoloracidn de vinos rojos enseguida del tratamiento con
bisulfito; pero como es reversible, el color reaparece gradualmente al estar libre
de bisulfitos.
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Figura 3. Reaccidn de las antocianinas con los iones bisulfito

Las antocianinas son también decoloradas por reduccion, y la reaccion de nuevo
as reversibie (Figura 4). E! mecanismo de esta reaccién no se ha explicado, pero
8e supone que ocurre por medio de la estructura de la flavona. Esta reaccion
explica el brilio de algunos vinos frescos de los tanques de fermentacion que
tienen un proceso fuertemente reductor (5),
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Figura 4. Reaccidn de reduccién de las antocianinas

Las antocianinas con dos OH en posicidn orto en ei anillo aromético forman un
complejo con los metales pesados (hierro y aluminic) que da como resuttado un
complejo Insoluble de color azul, La adicidn de hierro a vinos tintos ricos en
antoclaninas, aumenta su color produciendo briliantez (5).

Ademds del catién flaviiium, considerada la estructura primaria, las antocianinas
se encuentran en solucidn 4cida en su estructura secundaria, que es una mezcia
de la base quincidal, ia pseudobase carbinol y la pseudobase chalcona (anexo 2).
En adicién, los mecanismos posibles de estabilizacidn conducen a la estructura
terciaria, asocidndose entre elias mismas, (copigmentacién) y la formacion de
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complejos con metales. La copigmentacion es probablemente el mecanismo mas
eficiente de proteccidn, evitando e! ataque nucleofilico de ias estructuras

quinoldales presentes en agua en medios ligeramente acidos de muchas vacuolas
(11).

1.3 Distribucién e importancia

Las antocianinas son el grupo mas importante de pigmentos vegetales solubles
en agua visibles al ojo humano. Con pacas excepciones, como las betalainas, son
jos colorantes universales de plantas y responsables del color ciano de pétalos de
flores y frutas (11).

Los colores rojos probablemente mas extendidos en alimentos son debidos a las
antoclaninas, por gjemplo en jugos de frutas, vinos, licores y mermeladas ya que
las antocianinas han sido identificadas en plantas comestibles de tipo diverso
como manzana, col morada, cereza, uva, fresa, ardndalo y rdbano entre otros (7).
En uva tinta los pigmentos se encuentran concentrados en el hollejo y pueden o
no estar presentes en ia pulpa. La composicion media de la uva se muestra en el
anexo 2.

De los datos publicados, se obtienan diferentes perfiles cromatogréficos cuando
sa trabaja con fresas, cerszas, uvas, etc., por lo que el interés en examinar el
problema de pureza de los productos alimenticios preparados de frutas rojas se
puede fesolver con estos perfiles o para ayudar a la determinacion de
adulteraciones en productos de esta naturaleza (13). Por lo que la importancia
de |a determinacion de antocianinas puede tener efectos no sélo en el andlisis del
vino, sino también en la regulacién de transacciones comerciales.



1.4 Pressncia de Antocianinas en Vino Tinto

1.4.1 Definicién de Vino

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-V-12-1986) se define al yino
como “bebida resultante, exclusivamente, de la fermentacion alcohdlica completa
o parcial de mostos de uva en contacto o no de sus orujos” y vino_tinto “el
producto de la vinificacién de los mostos de uvas tintas, con maceracién mds o
menos prolongada de sus orujos, o de la vinificacién de mostos de uvas cuyo jugo
es tinto” (14).

Para obtener un vino de buena calidad ha de culdarse su elaboracién desde el
principio y aunque todas las fases son importantes, no se hace buen vino de
materia prima deficiente. Es fundamental para obtener un buen vino, proceder de
un vifledo elegido y la varledad de uva pone el sello definitivo en el vino
producido en cuanto a calidad del mismo y en cuanto a la posibilidad de
desarrolio durante su conservacién en maderay en botelle (15).

1.4.2 Canacterizacion de Antocianinas

Para la produccion de vino de calidad simple o con titulo, 8élo pueden utilizarse
variedades recomendadas o autorizadas, pertenacientes a la especie Vitis vinifera
{5, 6, 16, 20), Los vinos tienen una calidad desiguat en razén de su procedencia,
de las cepas a partir de las cuales han sido elaborados, y de las practicas
culturales y tacnoldgicas que intervienen, por lo que el origen es asl determinante
de ia calidad def vino, y de su valor (17).

Uno de los problemas en la produccion de vinos es su correcta caracterizacion e
identificacidn, pues aunque se han empieado expertos en analisis sensorial como
cuarpos reguladores esto no es garantia de un resultado correcto. En
consecuencia, @s muy clara la necesidad de establecer métodos de andlisis
confiables para la identificacion y caracterizacion de vinos en la base de



parametros fisicoquimicos reproducibles con el propésito de establecer
procedimientos de contro! de calidad estandarizados (18).

La identificacién de antocianinas con diglucésidos prueba el linaje hibrido de la
uva del vino, pero su ausencia no es prueba que la uva o el vino es de Vitis
vinifera (19). Los monoglucésidos estan presentes en todas las especies del
género Vitis, los diglucdsidos estan en cambio, caracteristicamente ausentes en
la V. vinifera. Mientras los diglucdsidos aparecen en decenas o centenas de
miligramos en las uvas diferentes de la vinffera, en los vinos derlvados de estas
Gltimas se admiten diglucdsidos hasta 2 mg/l o poco mds. En Europa la
identificacién de la presencia de malvidin diglucésido a niveles de § mg/l o mas,
se considera una prueba de adulteracion del vino de V. vinifera con otras
especies de Vitis, ya que se ha comprobado que con sélo el 3% de vino hibrido
se suele pasar de los 5 mg/l (20).

He aqui una clave analitica para diferenciar los vinos tintos obtenidos de
variedades de vinifera de los vinos tintos obtenidos de hibridos productores
directos. Ademds también para identificar eventuales mezclas de vinos de
diferentes procedencias (21).

Los pigmentos de |a uva o antocianinas estan presentes (nicamente en la uva
tinta y las cantidades cambian dependiendo de |a variedad. El intervalo reportado
es de 0.042 - 5.933 g de pigmentos monoglucdsido por kilogramo de fruta. Para
vinos jovenes el contenido es de 200-500 mg/! (20).

Muchas uvas tintas tienen contenidos en antocianinas del orden de los 800 mg/l
(Cabernet franc, Pinot noir), mientras los contenldos minimos se acercan a los
100 mg/l (Grenache) o 400 mg/ (Gamay) y los maximos que se producen en
variedades de Vitis vinifera estan sobre los 2,000 mg/l (Syrah), alrededor de 5,000
mg/l (Alicante Bouschet), o hasta los 10,000 mg/ en cualquier hibrido (21).
Singleton reporta una concentracion arriba de 500 mg/l y en vinos tintos viejos,
aproximadamente 10 mg/l (22).



E! contenido de antacianinas en uva es normalmente mayor que el reportado para
vinos, debido a que sufren modificaciones con los diferentes procesos de
vinificacion, en la maduracién y almacenamiento.

1.4.3 Modificacidn de Antocianinas en Vino Tinto

E! cambio de color en el vino tinto, que pasa de la tonalidad rojo-violeta a rojo
ladrilto es debido a las transformaciones da tos polifenoles (15).

El grado de extraccion de colorantes de la uva depende de la variedad, de la
region de cultivo, del clima en el que se cosecha, el grado de madurez, y las
candiciones fisicas de la fruta, En la vinicultura interviene ei prensado, grado de
desgarramiento, temperatura de fermentacion, manejo del sombrero, niveles de
S0, oxigenay aicohol (22).

€l vino recién fermentado es un sistema complejo que sufre cambios posteriores
durante la maduracion y el almacenaméento. Los pardmetros sensoriales
alterados durante este periodo incluyen al color, que tiende a perder viveza. Los
compuestos fendlicos son los principales agentes responsables del cambio de
color en los vinos tintos; estos compuestos tienen diferentes reacciones de
oxidacion, condensacion y polimerizacion resultando usuaimente en cambio del
tono violeta al anaranjado (23).

Después de terminar las fermentaciones, alcohdlica y malolactica (si es que se
verifica esta Ultima), es convenlente estahilizar al vino con procedimientos que no
lo alteren ni pierdan las cualidades de su elaboracion.

Algunos vinos tintos reciben un tratamiento adicional para su mejora, por medio
del procedimiento caonocido como ctianza, con el fin de adquirir mejores
cualldades sensoriales, en vistas de obtener un vino mas afinado.

L.a crianza tradicional de vinos tiene dos etapas: la etapa vino-madera, llamada
también fase oxidante, y la etapa vino-vidrio, llamada de reduccién o fase
reductora (24).
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Durante el afiejamiento del vino tinto se produce todo una serie de
modificaciones, como son; Modificaciones de orden quimico: oxidacion de
polifenoles, formacién de aldehidos, acetales, &steres, hidrdlisis de los
polisacaridos. Modificaciones de orden fisico: insolubilizacién de sales, desarolio
de gas, evaporacion de sustancias volatiles, solubilizacion de sustancias
extractivas de la madera. Modificaciones de orden biolégico: fermentaciones
lacticas, formacion de écido acético, autolisis de las células de los
microorganismos, tal vez alteracion por accién de las bacterias. Modificaciones
de orden fisico-quimico: fenémenos de oxido-reduccion, formacién y floculacion
de coloides. Ademas de las sustancias que se forman, hay otras que
desaparecen, como los aromas afrutados o herbaceos de vinos jovenes, que son
sustituidos por perfumes terciarios (los secundarios son los que se forman
durante la fermentacion alcohgélica).

La disminucién de las antocianinas depende de la condensacion de sus
moléculas, las cuales pasan progresivamente al estado coloidal que precipitan y
se depositan en el fondo. Tal disminucién es aproximadamente del 30-35%
después de 3 meses, 50% después de un afo, 65% después de dos aftos, 75%
después de 3 afios, 85% después de 4 aios. El fenémeno va precedido por la
hidrélisis que transforma a las antocianinas en las agluconas correspondientes,
las cuales después facllmente se oxidan, se polimerizan y se condensan hasta la
formacion de gruesas micelas coloidales que precipitan. De aqul el ligerisimo
aumento de azucares que se produce en los vinos envejecidos.

En términos generales, se puede decir que un vino tinto es mas afiejable cuanto
mas alto es su contenido de antocianinas: si contiene Inicialmente pocas
antocianinas poco polimerizadas, envejece rdpidamente y no es conservable largo
tiempo, y a la inversa . Se ha visto que el contenido de antocianinas disminuye
con el tiempo y otros componentes tienden a sustituidos variando el tono a
amarillo (21).
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1.4.4 Distribucion de ias Antocianinas en las Diferentes Especies de Vitis

La distribucién de antocianinas en uvas es muy complejo, varia en el género Vitis
como una funcibn de las especies, que pueden contener desde 6 hasta 17
miembros de esta familia de pigmentos (5).

Esta distribucién dentro del género Vitis y en especial dentro del Vitis vinifera
conforma lo que llamaremos perfil cromatografico, que implica conocer cuales
antocianinas estén presentes, su proporcion relativa y el orden de elucién de
acuerdo a la polaridad de cada molécula, como a continuacion se describe.

Las antocianinas de uva tinta Vitis vinifera estan basadas en la predominancia de
maividina (5, 19, 22, 25, 26). Malvidin 3-monoglucdsido es el que se encuentra
en mayor proporcion (33-60%), le siguen malvidin 3-p-cumaril glucdsido, malvidin
3- acetil glucosido y malvidin 3-cafeoli glucédsido,

En la Tabla 2 se muestran los resultados de! estudio realizado por Ribéreau-
Gayén (5) donde las antoclaninas encontradas en las variedades de Vitis vinifera
son 5, su abundancia en orden ascendente es cianidina, peonidina, petunidina,
delfinidina y malvidina lo que es confirmado con otros estudios sobre el tema (22).
Los sustituyentes de las antocianinas pueden ser glucosidos en posicion 3, acii-
monoglucdsidos en posicion 3, diglucdsidos en las posiciones 3 y 5 y acil 3,5-
diglucdsidos. Aunque tratandose de V. vinifera (nicamente se han encontrado
monoglucosidos y acil-monoglucosidos en posicién 3, en este Uitimo grupo
generalmente los derivados de malvidina son ios de mayor proporcion y facit
distincion.

Las siguientes aseveraciones (extraldas del analisis de la Tabia 2) son
importantes para la interpretacion de los resultados cromatograficos esperados:

1. Malvidina 3-monoglucosido es el principal constituyente de ia materia colorida
de la uva en V. vinifera.

2. No se han sncontrado antocianidinas en la materia colorida de uvas.

3. Los diglucdsidos de las antocianinas ocufren fre'cuantememe en especies
americanas pero no en las de V. vinfera. Esta afirmacion es muy importante
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porque hace posible la diferenciacién entre uvas y vinos de V. vinifera y de
hibridos.

4, La presencia de derivados de clanidina y peonidina en uvas es comin, aunque
son abundantes sdlo en algunas especles,

5. Por Ultimo, la ausencia de antocianinas aciladas es demostrada para las

variedades Pinot y esta caracteristica es espaecifica para éstas variedades de V.
vinifera (5).

Tabla 2. Distribucion de la cantidad de antocianinas en las diferentes especies
det género Vitis.

Anto Especies do Vs

ciani (o | rps | rupes|labrus arizo berlan monti | cordi {rubra | kncec) aesti | amur }  vinifers
nas (ol ).g* st |ca® nka® den® cola® |fole® |* umi® {vals® lansis | (a) (b)
 Yotal | 6 15 ] 12 {11 jywloife 1112 {17 18 7 5 ] 8
Delfinidin

a 4 19 28 | 13 123 136 |15 |30 7. 13 [ 12
b [

[ 38 2 4 1

d K]

Clanidin

a 2 6 8 8 3 10 20 29 31 20 3
b 1

[ 9 5 2 1 1 2 3

d §

Petunidin

a 10 3 15 10 1 20 pi:] 18 20 B 10 5 9 12
b

[ 28 7. 1 22 1 1 { 2 2 ]

d 2 3

Peonidin

a 101141116 {5 "Hils 7 11 ] 13 {45 | 15
b 3 1. 1 1

¢ 6 2 8 ! 10 12 2 1 3 4 15

d 2

Malvidin

a [] 2 34 129 125 [ 27 |30 (18 |4 6 27 {20 | 36
b 2 7 3 2 K] 4 2 9
[ 18 21 8 2 10 2 5 2 1 2 40

d 2 1 2 1

Las aspecies seftaladas con asterisco son especies americanas.
a=monoglucosido; b=acil monoglucdsido; c=diglucdsido; d=acil diglucésido
(a) = Muscat Hambourg; (b) = otras variedades estudiadas de V vinifera.
Los datos son porcentaje dela cantidad total de cada pigmento.
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El orden de elucion para las antocianinas de uva en cromatografia de liquidos de
fase inversa es, de acuerdo a |a polaridad de cada molécula delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina y malvidina (18, 25-33). Adicionando un segundo
carbohidrato a la aglicona, la molécula es mas polar por lo que su retencién
disminuye y el grupo de antocianinas diglucésido eluye antes de las antocianinas
monoglucésido.

Con la presencia de un grupo acstil ( u otro &cido enlazado al monosacérido) la
retencion de la molécula aumenta, emergiendo de la columna después que las
antoclaninas monoglucdsido. E! orden de elucion se mantiene utilizando pares de
iones (61).

Las antocianinas de Vitis vinifera se encuentran no sélo como 3-glucésido,
también se encuentran los ésteres con dcido acético (3-acetil glucdsido), y acldo
p-cumdrico (3- p cumaril glucésido) y en ocasiones como 3-cafeoil glucésido,
como en el caso de Cabernet Sauvignon (27).

1.5 Métodos de Andlisis

A continuacion se presenta una breve revision de las técnicas reportadas en la
literatura mas utilizadas para el analisis de antocianinas.

Generalmente se parte de la extraccién de antocianinas del material a estudiar y
considerando que las antocianinas son muy solubles en agua, pueden extraerse
facilmente con dlisolventes polares. La extraccion es comtinmente acompanada
de maceracion y machacado del material vegetal en soluclones alcohdlicas
acidificadas, después de o cual puede llevarse a cabo la purificacidn de los
pigmentos,

Existe amplia bibliografia sobre la alta labilidad de las antocianinas aciladas, lo
que hace necesarlo llevar a cabo la extraccion de pigmentos con metanol o
efanol conteniendo &cidos débiles como acético (34-39), tartarico o citrico, en
lugar de HCI, que puede conducir a la degradacién de antocianinas por la
concentracion de éste (7) sin embargo, es el dcido mas utilizado (40-43).
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Para la purificacion del extracto crudo de antocianinas se han empleado
numerosas técnicas con resuitados exitosos. Estas incluyen la extraccién con
polivinilpirrolidona (PVP) (41), Sephadex LH 20 (34-36, 39, 40, 43, 44), poliamida
(43), resinas intercambladoras como Amberlita CG-50 (37, 44-49) y Amberlita
XAD-7 (40), Extraccion liquido-liquido (42) y Extraccién en Fase Sdlida (EFS) con
cartuchos C-18 (49).

La EFS se utiiizé para la purificacion de antocianinas en esta investigacién debido
a su facil manipulacién.  Para seleccionar el material de soporte fue necesario
considerar la composicion de la matriz (enocianina 1), es decir las impurezas que
son principalmente azicares y 4cidos (anexo 2) eligiendo una fase que no
retuviera a dichos componentes y que si lo hiciera con ias antocianinas o
viceversa.

La técnica consiste en hacer pasar la muestra por un soposte sdlido donde el
analito se queda adsorbido preferentemente en la superficie pemmitiendo eliminar
las impurezas mediante un lavado selectivo para posteriormente elulr con un
disolvente de polaridad semejante a la dei soluto (50). La separacién de los
compuestos se lleva a cabo de acuerdo a los principios de ia cromatografia.

Una vez tratada la muestra sigue ei analisis de las antocianinas y los métodos
mas utiiizados se describen brevemente a continuacion,

1.5.1 Determinacién dei Color en Vinos Tintos

Para la determinacién del coior rojo de ios vinos se ha utilizado ei método de
Sudraud (51), obteniendo curvas de absorcién como funcién del aitejamiento, que
es la causa esencial de la pérdida de color. Los vinos rojos jovenes, tienen un
méximo de absorcién a 520 nm, debido a ias antocianinas de ias uvas que son las
verdaderas responsabies del color rojo. Con los afios, el maximo de 520 nm
tiende a desaparecer, cayendo a un pequeiio hombro en vinos mas viejos (>10
afos). Esto corresponde al incremento de coior amarillo (absorcién a 420 nm)
que explica porque el rojo se torna a rojo-naranja (Figura 5). La reiacién de
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absorbancias de 420/520 es inferior a 0.7 en los vinos tintos jévenes, mientras
que alcanza 1.7 en los tintos viejos con tonos ladrillo (21). La suma de las
absorbancias a 420 y 520 nm es una expresion satisfactoria de la Intensidad de
color y con esto se permite comparar la cantidad de antocianinas entre varios
procesos, como vinificacion, almacenamiento y aftejamiento (5).

Absorhanciy
(1} ] \
07
06
o5
04
03
0.2
0.4

Figura 5. Espectro de Absorcién de 3 vinos tintos: |. vino tinto de 1 aflo; Il. vino
tinto de 10 afios; lil. vino tinto de 50 afos.

1.6.2 Electroforesis

Las antocianinas son de naturaleza idnica (dependiente del pH) por lo que debe
esperarse su movilidad dentro de un campo eléctrico. Sin embargo no ha sido
muy utilizada para el estudio de las antocianinas ya que no ofrece ventajas sobre
CP y CCF (12).

1.6.3 Cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion donde la transferencia de
especies se lleva a cabo por medlo de procesos de equilibrio que implica la
transferencla y distribucion de los compuestos entre dos fases distintas,
generalmente no miscibles,
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La separacion de los compuestos puede llevarse a cabo solamente si hay
diferencia entre sus distribuciones.

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de dos modos , el primero se
basa en la forma de como se ponen en contacto las fases: cromatografia en
columna y cromatografia plana. La otra clasificacién se basa en el tipo de fase
mévil y en la clase de equilibrios implicados en la transferencia de los solutos
entre |as fases: cromatografia de liquidos, cromatografia de gases y cromatografia
de fluidos supercriticos (52).

1.6.3.1 Cromatografia en Papel y on Capa Fina

Pionero en el andlisis de antocianinas por cromatografia en papel (CP) fue el
estudio realizado por Ribéreau-Gayon (5), donde se muestra por primera vez la
separacion del grupo de antocianinas con monoglucosidos y el grupo de
antocianinas con diglucésidos asi como una representacion grafica de la
separacion individual de las antocianinas de la uva (Figura 6). A partir de
entonces se ha hecho Investigacién al respecto y en la literatura se pueden
encontrar los Ry y los sistemas de elucidn de la separacion de antocianinas, por
ejemplo, de antocianinas aciladas (35, 38, 53), de uvas (5). etc.

La cromatografia en capa fina (CCF) tiene ventajas en tismpo de andlisis sobre la
cromatografia en papel, pero tiene el inconveniente que fa cantidad de muestra
“cargada® es muy pequeiia. Desafortunadamente los valcres de Rr reportados no
son muy confiables, tanto en CCF como en CP por la diferencia en grosor de la
pelicula de placa a placa asi como la poco uniformidad en la superficie del papel.
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Figura 8
1-6 Antocianinas diglucosido

6-10 A. acetil- glucosido
11-15 A. monoglucésido
18-20 A. aceti-monoglucasido

»

El orden ascendente de numera-
cion es en todos los casos:
Deffinidina, Petunidina, Malvidina,
Cianidina, Peonidina.

/

Existe una gran cantidad de documentos que ofrecen una buena discusién del
uso de los diferentes disolventes que se han usado para la separacion de
antocianinas con estas técnicas (12).

1.6.3.2 Cromatografia en Columna Abierta

Se usa para la separacion y cuantificacién de antocianinas a mayor escala. Los
materiales de soporte més utilizados incluyen al oxido de aluminio, celulosa,
resinas de intercambio i6nico, gel de Sephadex y poiiamida (7, 12). Asi como los
mencionados en la parte de purificacion de antocianinas.

1.6.3.3 Cromatografia de Gases

La Cromatografia de Gases (CG) es una técnica de separacién en columna
basada en la interaccion diferenciai de los componentes de la muestra con la fase
estacionaria. Los componentes de la muestra son transportados por la fase mévil,
que es un gas inerte cominmente ilamado gas acarreador.

A o largo de la columna se tiene una gran cantidad de equilibrios entre cada
componente con las fases movil y estacionaria. El compuesto que interactia mas
fuertemente con la fase estacionaria se tarda mas tiempo en emerger de la
columna (54).
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Como se menciond anteriormente las antocianinas son idbiles, de alto peso
molecular y con grupos funcionales polares, por lo que para analizarlas por
cromatografia de gases es necesario formar un derivado para modificar y mejorar
su volatilidad y estabilidad. La sllanizacién es un ejemplo del procedimiento de
darivatizacién que es ampliamente usado para modificar fa volatitidad y
establiidad de los solutos. Los derivados silanizados, como el trimetiisiiil (TMS)
se han empleado para mejorar la volatilidad de compuestos orgdnicos polares
{58). Compuestos que contienen hidrogenos activos (OH y NH;) pueden
incrementar dramaticamente su peso molecular después de la derivatizacion (55)
sin embargo, se aumenta su volatilidad al reducir la interaccion de los puentes de
hidrogeno,

En este proyecto se trabajé el modo de inyeccién en columna (on-column) que es
un sistema de inyeccion que contribuye a eliminar la discriminacién y aumenta la
estabilidad de esta clase de compuestos. En este sistema de inyeccion la
muestra es colocada dentro de la columna a upa temperatura ambiente o
ligeramente superior a la temperatura del disolvente por lo que es vaporizada por
el incremento gradual de a temperatura del horno (55).

Se han publicado pocos trabajos por Cromatografia de Gases Capilar (CGC) para
ol analisis de antoclaninas; y s6lo uno por CGC acopiado a espectrometria de
masas, formando un derivado de antocianinas con trimetii ciorosilano (TMCS) y
hexametil disilazana (HMDS) (56-57).

1.6.3.4 Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia

La separaclén en Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia (CLAE) esta
basada en la interaccion del analito con a fase moévi! y estacionaria, a diferencia
de Ja CG, la fase movll en este caso si Interactia con la muestra, En general, esta
basada en los mismos principios que la cromatografia de gases.
En cromatografia de liquidos cuando la fase estaclonaria es polar se le denomina
fase normal y cuando es no polar, cromatografia en fase inversa.
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De acuerdo a la literatura CLAE es la técnica mas utilizada para el andlisis de
antocianinas (13, 18, 25-32, 39, 42, 44, 56-57, 59-61, 64), debido a que no se
necesita tratamiento previo de la muestra (formacién de derivados), se trabaja a
temperatura ambiente evitando su degradacién térmica, asi como Ia selectividad
en la detecclon (sélo se detectan ias especies que absorben a una iongitud de
onda determinada en un detector UV-Visibie).

Se ha realizado el anaiisis de antoclaninas ulliizando cromatografia en fase
inversa, en donde la fase movil cominmente utiliza mezcias de disolventes como
metanol, acetonitriio y agua con pH's bajos como 1.5 o menores {13, 18, 26, 27,
29, 32, 42, 47, 49, 56, 57, 68) utilizando para elio en general 4cido acético y
acido formico al 16% y 10% respectivamente (13, 18, 25, 26, 27, 29, 30, 39, 42,
43, 47, 56, 57, 59) slendo poco recomendabies en porcentajes tan altos cuando
se realiza cromatografia de fase Inversa, porque se corre el riesgo de que los
grupos octadeciisitano (ODS) de la silica sean hidrolizados (27, 48). Para evitar lo
anterior y considerando que la estabiiidad de ias antocianinas es mayor cuando
s@ encuentran en su forma lonizada se trabajé cromatografia de liquidos con
pares de iones.

La cromatografia de pares de iones (o de formacidén de parejas de iones) es un
tipo de cromatografia de reparto, en fase inversa que se utiliza para la separacién
y determinacion de especies iénicas. El contra-ion es un ion que se combina con
of ion analito para formar una pareja de iones, que forma una especie neutra y
separable dentro de la columna (52). Sin embargo, el mecanismo no estd
elucidado compietamente.

La cromatografia de pares de iones se usa cuando alguno o todos los
componentes de ia muestra estan ionizados y por io tanto pueden interactuar con
el confra-ion. Esto significa que la retencién y separacion selectiva se ve afectada
por las caracteristicas de la fase mévil, como son pH, contra-ion, concentracion
del contra-lon y la fuerza idnica (63).

La cromatografia de gases y la cromatografia de liquidos son los dos métodos
propuestos para el andlisis de antocianinas en esta investigacion.
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2. Desamollo Experimental

Debldo a que los estandares no se encuentran disponibles comercialmente, en la
primera parte del proyecto se hizo la purificacién de los pigmentos por Extraccion
en Fase Soélida, obteniéndose 4 fracciones de diferente color. Se partio de dos
extractos de uva, uno comercial y olro obtenido en el Iaboratorio, asi como dos
mostos, obtenidos de una casa vinicola,

En la segunda parte se desarrolld un método cromatogréfico para el andiisis de
antocianinas en vinos tintos. E| primer método propuesto fue por Cromatografia
de Gases Capilar a Alta Temperatura (CGC-AT) ya que presenta ventajas como
sensibilidad, buena resolucion, reproducibley tiempo de andlisis corto. En esta
parte del proyecto se procedié a establecer las condiciones cromatograficas de
andlisis. Se partié del procedimiento descrito por Bombardelli (56) en el cual se
utiliza una columna capilar SE-52, formando el derivado sllitado de antocianinas
con TMCS y HMDS. En esta investigacion se utilizo una columna de fase
estaclonaria similar a la utilizada por Bombardelli y también se formo el derivado
silanizado de antocianinas modificandose el programa de temperatura y utilizando
un sistema de Inyeccién en columna. Las pruebas se hicieron con extractos de
uva y se asigné a la Enoclanina 1 como estdndar secundario ya que se conocla
su composicion al estar descrito por Hong & Wrolstad (32).

Como segunda alternativa se propuso la determinacion por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (CLAE) en fase inversa (siendo la técnica mas utilizada) y
tercero, CLAE en fase Inversa por Pares de lones, donde igual que antes se
huscaron las condiciones cromatogrdficas para el analisis. La metodologla
empleada para el andlisis fue CLAE por pares de iones, donde !a asignacion de
identidades en los vinos se hizo con el estandar secundario y donde se
estudiaron los perfiles de los extractos y vinos tintos, asi como las fracciones
oblenidas en la etapa de purificacion.

Se practico la prueba de Arata, que sirve para detectar la adicion de colorantes
artificlales, a muestras que se sospecho tenian la adicién de colorante.
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Para complementar el estudio de antocianinas se lievd a cabo el analisis
aspectrofolométrico en vino tinto con el fin de relacionar el contenido de
antocianinas con la edad del vino, asli como evaluar indirectamente las
condiciones de almacenamiento de las muestras.

2.1 Reactivos

Acetonitrilo y metanol de Mallinckrodt AR®, Mallinckrodt Specialty Chemicals Co.
Kentuchy. Hexametil disilazano (HMDS) de Pierce Chemical Co., Rockford IL.,
USA. Trimetil clorosilano (TMCS) y sulfato acldo de tetrabutil amonio de Aldrich
Chemical Co. Inc. Milwaukee Wiss. 2,2,4 trimetilpentano (iscoctanc), tolueno,
acido clorhidrico, amoniaco, agua grado HPLC y piridina de J.T. Baker S.A de
C.V. Xalostoc, México. Acido o-fosforico de Merck-México, SA. de CV. Glucosa,
fructosa, sacarosa y arabinosa de Merck , Darmstadt. Cartuchos de fase inversa
C-18 de octadecll y fase normal de silica y florisil de 500 mg de Supelco, INC
USA. Agua destilada,

2.2 Estindares

Se utilizaron como estdndares extractos de uva que incluyen en su composicién
las antocianinas en estudio, Se enlista a continuacion las muestras utilizadas.
Extracto de uva comercial (Grape Skin Extract o Enocianina) de dos
procedencias; Enocianina 1 (Espafia) y Enoclanina 2 (Francia), donados por
Spectrum, S.A. de C.V., cuya clasificacién se encuentra en Food and Drug
Administration (FDA) capitulo 21, § 73.170 (61) y por la Comunidad Europea bajo
el numero E-163 (62) (anexo 1). Extracto de uva no comercial obtenido de hollejo
de uva tinta de mesa. Dos mostos de las variedades Rubired (Mosto 1) y Petit
Syrah (Mosto 2), cosecha 1994 procedentes de la zona vinicola del Valle de
Calafia, en Baja California. Donados por la casa vinicola Pedro Domecq.
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2.3 Muestras
Tabla 3. Vinos Tintos Analizados

No de| °G.L. | Regitn Afo de cosecha | Cepa
muestra _
11125 [iaRioisEspefa 89 no especificada
2|15 | Bordesux Francia 902 no especificada ‘
3__1120_[LoireFrancis 02 no especificada
4__113.0_ | CalifomisE.UA. 1988 Cabemet Sauvignon
5 1120 |Burgundy Chile "2 no especificada
68 __112.0_ {Vaite dei Maipo,Chile 992 Pinot
7 12.0 _|Valle dej Maipo Chile 1093 Cabemet
8_ 11268 |Valle de CaiafiaB. Califonia 1982 Cabemet Sauvignon
9__1126 !Vallede Guadalupe BC. Saos/comprado _ | no especificada
10 [12.0_|Valie de Calafia, B California 1987 1o especificada
1 8.8__ | Valle de Guadaiupe, B.C. recién comprado | no especificada
p 10.0 | Valie de Caiafia, B.Califomia__|Bados/comprado | no especificada
3__j12.5 |Tijvana B.Califonia recién comprado |} Cabemet Sauvignon
14 _ 1 8.0 _iParasCoahuila recién_comprado | no especificada
§_ 1268 |Ciénegas Coshuila recién_comprado | no especificada
6__]11.0 |SnJusn del rio,Querétaro recién comprado | Cabernet Sauvignon
2.4 Metodologia

2.4.1 Purificacién de Antocianinas

Como se fundamenté en los antecedentes (seccidn 1.5), la purificacién de
antocianinas se realiza por EFS. El cartucho C-18 se acondiciona previamente a
la aplicacién de la muestra, favoreciendo de esta manera la apertura de las
cadenas hidrocarbonadas, incrementandose el area superficial disponible para la
interaccién con el analito, asi como la eliminacién de cualquier tipo de impurezas
y material residual (50). Posteriormente se hace pasar agua para remover el
exceso del disolvente de acondicionamiento (Tabla 4). Se aplica la muestra en el
cartucho (variando el volumen dependiendo de la muestra, Tabla 5) enseguida se
lava con agua para remover las impurezas y finalmente se eluyen las fracciones
con disolventes de diferente polaridad. Cada fraccién se evapora a sequedad bajo
corriente de nitrégeno y se almacena tapada en refrigeracién hasta el momento
de su andlisis.
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Las condiciones finales seleccionadas para la purificacién de antocianinas se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4, Acondicionamiento y purificacion. ‘
| Elapa Disolvente
* Lavado 1. H3PO4 al 0.10% acuoso

2. Hz0 destilada

* Elucion 1. CHiCN
2. CHICN/MeOH (1:1 viv)
3. MeOH

4_CHICN/ HiPO4 21 20% (1:1 yiv) |

Tt i 1as .
Muestra/elapa | Acondi Eludién
clon. Muestra Lavado1 Lavado2 Fraccion 1 Fraccion 2 Fracciond  Fraccion 4
¥vQa L%“ E N Ll ITIRQ

| Enacianing 1 40 3.0 20 80 20 30 1.5 2.5
| Enocianina 2 40 3.0 20 20 15 30 1.5 20
| Adosto 1 4.0 3.0 20 9.0 20 25 25 ) e
| Mosto 2 40 3.0 20 20 15 30 1.5 20
LEX, de uva 40 20 0 90 20 S50 1.0 25
| Mugstza . 1 4.0 6.0 20 90 15 28 1.8 20
| Muesira 2 40 80 20 2.0 1.5 28 20 20
| Muestrs 4 40 80 2.0 20 20 39 10 20
| Muoslta 10 44 80 248 24 1.5 28 1.8 24
 Myasta 13 44 6.0 29 940 25 KX 20 240
| Musila 14 44 84 20 1 99 20 A0 P

* Los volumenes de acondicionamiento, lavado 1y 2 fueron constantes en todos los experimentos.
“Dependiondo de la muestra se variaron la cantidad de muestra y los volimenes de elucidn, ya
que ia concentracion de antocianinas en cada caso era diferente.

2.4,.2 Obtencion de Extracto de Uva no Comercial

E! extracto de uva tinta no comercial se prepara segun la metodologla reportada

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

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

hollejo y 100 mi de acido formico al 1% en metanol. El extracto asl obtenido se
~ filtra en un buchner y con los sdlidos restantes se hace una segunda extraccion

con 50 ml mas de la solucion de acido formico. Se juntan los dos extractos y se
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concentra a aproximadamente 15 ml en un rotavapor a presion reducida, Biichi
waterbath B-480/R-114. Manteniendo una temperatura menor de 20°C para evitar
la degradacion de antocianinas.

2.4.3 Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura

Condiciones cromatogréificas. Cromatdgrafo de gases Hewlett Packard modelo
5890 serie |1, equipado con detector de ionizacion de flama e inyector en columna
(on-column) con integrador Hewlett Packard 3396A. Columna capilar de silice
fundida Aluminium-clad (Quadrex Corporation), de 15m x 0.25mm D.l., 0.1pm metii
sliicon. Programa de Temperatura: 40°C Incrementando 15°C/min hasta 340°C
sostenido por 15 minutos.

Cromatografia de Gases Capllar Espectrometria de Masas (CGC/EM)

Condiciones cromatograficas. Cromatografo de gases Hewilett Packard modeio
5890 serie |i, acoplado a un detector de masas Hewlett Packard modeio §971.
Fuente de ionizacion de impacto eiectrénico. Rango de m/z de 50 a 550, Columna
capilar DB-1, de 25m x 0.25mm D.I., 0.25um de espesor de pelicuia.

Programa de Temperatura: 50°C incrementando 10°C/min hasta 300°C sostenido
por 15 minutos.

Derivado. Se coloca la muestra seca en un viaj de reaccién con seilo de teflén. Se
disueive con 250ui de piriding, y se adicionan 200ui de HMDS y 100ui de TMCS.
~ Se calienta a 80°C por 30 min. Se deja enfriar a temperatura amblente y se
inyecta 0.5 i del sobrenadants.
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2.4.4 Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia en Fase inversa

Condiciones Cromatogrificas. Cromatégrafo de liquidos Waters Associates,
Miliford, MA. Detector UV-Visible con longitud de onda variable Waters 484.
Bombas Waters 510, con inyector Rheodyne (20u! de ioop) integrador Waters
746. Columna pBondapak C-18 de 300 x 3.9 mm y 10um de tamafio de particula
(Waters Associates).

Se utitiza un sistema isocratico para la elucion , donde la fase mévil consiste de
HiPOs 4% acuoso/ CHaCN (80:20 viv). Las muestras se inyectan sin tratamiento
previo. Fiujo 1.5 mi/min y deteccidn a una A= 520 nm,

2.4.6 Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia por Parea de iones

Condiciones cromatogrificas. Se emplea el mismo equipo que para
cromatografia de liquidos en fase inversa ademds de un gradiente Waters 680.

Se utiliza un sistema binario con gradients fineal de ejucion. Comenzando con
10% de la fase movil A hasta 50% de A en 45 minutos, dejando estabiiizar el
equipo 15 minutos para hacer Ja siguiente inyeccion.

Fase movil A : acetonitrilo/metanoi (1:1 v/v), suifato acido de tetrabutil amonio
0.05M y acido fosfdrico al 0.04% (pH=2.0).

Fase movil B : agua destilada, sulfato acido de tetrabutil amonio 0,05M y acido
fostdrico al 0.04% (pH= 2.0).

l.as muestras en solucion se inyectan sin tratamiento previo, y las muestras secas
se disuelven en la fase mévil B. Flujo 1.0 mi/min y deteccion a una =520 nm.
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2.4.5.1 Analisis Espectrofotométrico

Espectrofotémetro Lambda 2 UV/VIS Perkin Eimer, con celdas de cuarzo de 1cm
de espesor. ’

Se colocan en la celda del espectrofotémetro 4 ml de la muestra en estudio y se
hace un barrido en la regién del visible desde 425 a 700 nm.

2.4.5.2 Determinacion de Colorantes Artificiales (Método de Arata)

Se hierve moderadamente 30 ml de la muestra a analizar, hasta reducir su
volumen inicial @ dos terceras partes (Parrilla eléctrica Thermolyne Type 1000).
Se agregan 4 ml de una soluclén acuosa de HCI al 10% y un poco de lana cruda
previamente desengrasada, prolongando su ebullicion por § minutos. Después de
los cuales se decanta el liquido y se lava la lana en el mismo matraz con agua fria
hasta que no hay color en el agua de lavado. Se adicionan 100 ml de agua
acidulada con HCI; calentandose a ebulliclon y se mantiene asi durante 5
minutos. Se decanta y se repite el lavado hasta obtener el agua incolora,
asegurandose a la vez que se elimina toda acldez de ia lana. Posteriormente se
adicionan 50 mi de agua y unas gotas de amoniaco, se hlerve suavemente
durante 10 minutos. Si la lana asi obtenida, después de ser lavada con agua fria
se tile de un rojo evidente, se puede asegurar que el vino fue tedido con
colorantes orgdnicos de caracter dcldo es decir, con derivados azoicos y fucsinas
sulfoconjugadas (67).
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3. Resultados y Discusién de Resultados

3.1 Purificacién de Antocianinas por EFS

Para elegir la polaridad del soporte en la purificacién de antocianinas por EFS
sa hicleron pruebas con cartuchos de fase normal y fase Inversa C-18. Con
los resultados obtenidos de ambas fases se eligié a la fase inversa ya que
permitié retener selectivamente a las antocianinas (suponiendo que ios
azicares y los 4cidos no se retienen en esta fase y asegurandose por los
lavados de agua y HsPO, al 0.10% su eliminacidn), permite ademads mantener
estables a las antocianinas con los disolventes probados y se tiene una
elucién aparentemente selectiva.

Se habla de una elucién “aparentemente selectiva” al observar que los colores
de las fracciones obtenidas son diferentes, lo que hace suponer la separacion
individual de antocianinas en cada fraccién colectada, aunque con el andlisis
de estas fracciones se determind realmente su composicion,

Las pruebas de optimizacion de condiciones se describen enseguida.

Se probaron cartuchos de fase inversa C-18, utilizandose el tratamiento
reportado por Amitabh (49), cambiando el disolvente de elucién por MeOH/
CH,CN (1:1 wiv), para facilitar su evaporacion, obteniéndose los mismos
resultados que por el método original, @s decir, una sola banda colorida.
Aunque se separaron las antocianinas de los otros componentes (una sola
banda), se deseaba separarlas de una manera Selectiva ya que de acuerdo a
su composicion quimica tienen diferente polaridad, por io que se utilizaron
disolventes con diferente polaridad observandose varias bandas coloridas bien
definidas. En la Tabla 6 se muestran los resultados de esta separaciéon en
diferentes fracciones.
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Tabla 8. Limpieza en cartucho C-18

No.de fraccion { Disolvente Color

1 CH,CN rojo obscuro

2 CH,CNMeOH(1:1viv) violeta intenso

3 MeOH violeta

4 C,t;l),CN/H;P0420%(1:1 rosa mexicano
V

5 [CHsCN/H,PO420% 1:1 | rosa palido
v/v)yMeOH (80:20 v/v)

8 MeOH/ CHyCN/H;PO, | rosa pélido
50:30:20 viv)

7 MeOH/ CH,CN/CH;0;(rosa palido
(50:30:20 viv)

De acuerdo a estos resultados, aparentemente se tiene una separacion
selectiva de las antocianinas eliminandose l0s aztcares y dcidos y permitiendo
concentrar con facilidad cada una las fracciones eluidas.

Las condiciones finales seleccionadas para |a separacién y purificacién de
antocianinas se mostro en la Tabla 4. La eleccion se hizo en base a que el
color y tono de las ultimas 3 fracciones era el mismo, pareciendo ser la cola de
la 4a fraccion, por lo que se simplificé a una, quedando el tratamiento completo
con 4 fracciones. Este tratamiento se practicéd con los demds extractos y
algunos de los vinos tintos.

En general, las muestras no eluyen con los lavados, la excepcion fue
Enocianina 2 que eluye un poco con el lavado de H;PQ, e incluso se observa
un poco de elucion desde que la muestra es aplicada al cartucho C-18 no asi
Enocianina 1 que se fija perfectamente en el cartucho, lo que sugiere una
posible diferencia en composicién entre ambos extractos.
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3.2 Cromatografia de Gases Capilar a Alta Temperatura

Como primer aproximacion se traté de predecir el tiempo de retencién de las
antocianinas, Esto se hizo comparando la estructura de éstas con la estructura
de oligosacéridos, como sacarosa, En la Tabla 7 se muestran los tiempos de
retencion obtenldos y el peso molecular de los derlvados de azdcares, asi como
de malvidina monoglucosido (Mv-3-Ggl),caracteristico de Vitis vinifera.

Tabla 7. Tiempos de retencidn de referencia,

Estindar Peso malecular & (min)
—(gmal),

Glucosa 540 10.55

Fruciuosa 540 10.08

Secaosa e 15.08

Mv-3gl 90973 -

Conslderando estos resultados se procedi¢ a establecer un orden de elucién a los
azlcares y las antoclaninas presentes en las muestras. En base a esto, el primer
grupo de sefales (Figura 7) corresponde a los monosacaridos como glucosa y
fructuosa (), el segundo los disacdridos representados por sacarosa (il),
posteriormente los trisacédridos y asi suceslvamente,
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Flgura 7. Cromatograma de los derivados silanizados de azicares.

De acuerdo a la estructura y peso molecular del derivado de malvidina
monoglucésido se esperaba que eluyeran en la region de los trisacéridos o en la
parte final de los disacridos.

Se analizaron entonces dos extractos de uva formando previamente el derivado
silanizado, observandose que el extracto de uva blanca (Figura 8) muestra dos
grupos de sefiales que corresponden a monosacdridos (grupo 1) y disacéridos
(grupo Il) mientras que el extracto de uva tinta (Figura 9), muestra un tercer grupo
que es el que deberla corresponder a las antocianinas.
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Figura 8. Cromatograma del derivado del Extracto de uva blanca.

Figura 9. Cromatograma del derivado del Extracto de uvatinta.
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Como se esperaba, el extracto de uva blanca no presentd el tercer grupo
que es el que corresponderia a las antocianinas.

También se analizé el estandar secundario (enocianina 1) observandose ia
presencia de los grupos |, It y lll.

LA

P lnuu

P

1
n Tiampo (min)

Flgura 10. Cromatograma del derivado de Enoclanina 1,

En el articulo de Bombardelli (56) la temperatura a la que eluyen las antoclaninas
es arriba de 290°C por lo que se esperaria que las antoclaninas y compuestos
mas pesados aparezcan en la region que se ha asignado como grupo Il

Estas muestras se analizaron por cromatografia de gases capilar/espectrometria
de masas (Figura 11) obteniéndose diferentes espectros de masas,
Desafortunadamente no se observaron los iones fragmento caracteristicos de
antocianinas ni el ion molecular (Tabla 8) sin embargo, se identificaron otros
componentes como acido acético, acido malico, écldo succinico, &acido
butanedioico, glicerol, inositol, fructuosa, glucosa, xilosa y manosa, sirviendo ésta
identificacién para confirmar la asignacion de grupos.
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Tabla 8. Espectros de masas de algunas antocianinas de uva (56).

Antocianina Fragmentos del derivado, m/z (19%)
Delfinidin-3-O-glucosido | 1111 (2.5) |733 (100) | 861(97.5) | 450(2.5) |361(268.4)
Cianidin-3-O-glucésido {1023 (1.4) [645(91.2) [573 (100) [450(14.2) | 361(42.6)
Peonidin-3-O-plucésido {965 (3.2) | 587(82.8) | 515 (100) | 450(10.7) | 361 (28)
Petunidin-3-O-glucésido | 1053 (2.3) | 675 (100) | 803(59.6) | 450 (3.1) |361 (13)
Malvidin-3-O-glucosido 995 (4.2) [617(96.4) | 545 (100) | 450(11.3) | 361 (81)

Abundandia 204 -
6000154 |
4000; | . 361
l 103 " 217
2000{ 133[ (] 43 281
M/z° a'o 1507 160200 240 280 320 360

Abundancia; 73 217
60000 204 8
40000; ur

MIZ >""5 |00 150 200 250 360 350 400 450 500

Figura 11. Espectro de masas de una seilal de tiempo de retencién ubicado en el
grupo lll de A. Enocianina 1y B. Extracto de uva tinta.

Debido a que no fue posible hacer |a identificacion de antocianinas se procedi6 a
realizar la hiddlisis de las mismas para liberar al azucar de las antocianinas y de
esta manera fratar de identificarlas.

Para ello se siguid el método reportado por Strack (11) obteniéndose dos
fracciones: una amilica que deberia contener a las antoclanidinas y otra acuosa
que deberla contener al aziicar. Estas dos fracciones se analizaron por CGC-
EM, pudiendo identificar en la fase acuosa azdcares, mientras que en la amilica
no se logrd observar el ion molecular, pero si fragmentos que indican anillos
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aromaticos (biblioteca) y los uGltimos fragmentos que se pueden observar son
masas muy cercanas al peso molecuar de las antocianidinas,
desafortunadamente no se tuvo repetibilidad en el andlisis.

Uno de los problemas centrales en la determinacion de antocianinas por esta via
fue sin duda ia faita de estandares.

Aunque después de realizar algunos cambios tanto en Ias condiciones
cromatogréficas como en el procedimiento de hidrdlisis y formacion del derivado
se tuvieron pequeros logros, no se logré mejorar totalmente, pues no se obtuvo lo
reportado por Bombardelli (55-56). Por 1o anterior se decidid intentar esta
determinacién por Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia aprovechando
que las antocianinas absorben a una longitud de onda espacifica en un detector
UV-visible.

Esto no quiere decir que la determinacion de antocianinas no se pueda reaiizar
por Cromatografia de Gases, se necesitaria invertir mucho mas tiempo, contar
con los estdndares o tener un equipo de mayor resolucion de masas para que al
seguir optimizando cada etapa se logre el resultado deseado.
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3.3 Cromatografia de Liquidos de Aita Eficiencia

Para el analisis se partlé de las candiciones cromatogréficas repartadas por Amitabh
(49) donde la fase mévil (seccién 2.4.4) tenia un pH de 1.1 y obteniendo como
resultado 4 sefales que eluian antes de 4 minutos, no blen resueitas y con pobre
repetibilidad . Una segunda fase movii fue la mezcla de H,O/AcOH/MeOH (65:15; 20)
con un pH de 2.0, Una tercera fase movil fue la reportada por Williams&Hradzina (60)
con un pH de 1.6. En ambos casos no se logré mejorar la resolucion nl tener buena
reproduciblilidad.

Se probaron otras columnas de fase inversa C-18 (Novapack, Lichrosorb) sin conseguir
mejores resultados, por lo que una posible causa de estos resultados pudo ser la
inestabilidad de la columna por los valores de pH tan bajos que se estaban utilizando,
Por lo anterior se pensé en utilizar la cromatografia en fase inversa de pares de iones
aprovechando la estructura {dnica de las antoclaninas.

Al probar en CLAE por pares de lones las condiciones descritas (seccién 2.4.5) se
consiguié buena resolucion de las principales antocianinas en estudio, asi como buena
repetibliidad, lo que puede interpretarse como una estabilizacion de ia columna al
introducir el contra-lon y aumentar ef pH,

De acuerdo a la composicién del Extracto del Hollejo de Uva (Grape Skin Extract o
Enoclanina) reportado por Hong (32) (Figura 12) se asigné la identidad de cada
antocianina en el exiracto de uva comercial Enocianina 1 (Figura 13).

Con éste perfil, que es caracterlstico de Vilis vinifera (12, 13, 18, 27, 31, 43, 45, 64) se
hizo ia asignacién de antoclaninas en ias muestras de vino tinto y en lo demds
extractos, adicionando enoclanina 1 para la identificacién de antocianinas

monoglucésido.
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Figura 12, Perfil de Grape Skin Extract reportado por Hong (32). 1. Delfinidina, 2.
Cianidina, 3. Petunidina, 4. Peonidina, 5. Malvidina.

En la Figura 13 se muastra el cromatograma obtenido del andlisis de una solucién de
enocianina 1 con una concentracién de 3mg/ml, observandosa cinco sefiales que de
acuerdo al perfii cromatografico descrito por Hong (32) son: delfinidina, clanidina,
petunidina, peonidina y maividina monoglucdsidos.

5
13
4
2
HTVM“
{ 1 | { 1
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Figura 12. Analisis por CLAE por pares de iones de Enocianina 1. 1. Delfinidina
(16.35%), 2. Cianidina (6.07%), 3. Petunidina (16.43%), 4. Peonidina (7.83%), 5.
Malvidina (36.88%). Condiciones cromatograficas en el texto. Porcentajes relativos.
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La sefial de mayor intensidad (Pico 5) sirve para confirmar la presencia de malvidina,
que generalmente es la antocianina de mayor proporcién reportada en uva de V.
vinifera (4, 18, 19, 27, 31, 33, 60, 62).

Comparando con enocianina 2, se observa una diferencia en la concentracion de
antocianinas, siendo necesaria una concentracién 3 veces mayor de enocianina 2 para
obtener seiiales (picos) similares a las de enocianina 1. También se puede observar
diferencia en sus perfiles cromatograficos es decir, en enocianina 1 se observan
Unicamente a las antocianinas monoglucésido mientras que en enocianina 2 se
presentan otras seiales identificadas como malvidin-cafeoil-glucosido y malvidin-
cumaril-glucésido (picos 6 y 7 respectivamente). Comprobando con estos resultados, la
hipétesis propuesta en la seccién 3.1 es decir, que existe diferencia en la composlicién
de los dos extractos comerciales (Figura 14).

|
0 10 20 30 40
Tiempao (min)

Figura 14.  Analisis por CLAE por pares de iones de Enocianina 2 (10 mg/ml). 1.
Delfinidina (7.62%), 2. Cianidina (1.38%), 3. Petunidina (3.34%), 4. Peonidina (4.43%),
5. Malvidina (17.55%), 6. Malvidin-cafecil-glucésido (4.92%), 7. Malvidin-cumaril-
glucosido (7.91%). Condiciones cromatograficas en el texto. Porcentajes relativos.
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En el analisis de mosto 1 se observa una composicion diferente a todas las demas
muestras analizadas observandose una sola seiial que tiene un area de 62% del total,
en un tiempo de retencién de 18.02 min.

La Figura 15 muesira el andlisis de mosto 2, identificAndose los 5 monoglucosidos de
antocianinas, asi como a los derivados de malvidina. Sin embargo, clanidina
monosacarido se encuentra casl en la misma proporcion que malvidina monoglucésido,
aunque éste sigue siendo el principal componente, lo que veriﬁca‘que las diferentes
cepas dentro de V. vinifera tienen un perfil diferente,

2
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Figura 15. Analisis por CLAE por pares de iones de Mosto 2 (Pelite Syrah), 1,
Delfinidina (3.3%), 2. Cianidina (11.08%), 3. Petunidina (2.26%}, 4. Peonidina (1.8%),
5. Malvidina (16.77%), 6. Malvidin-acaetil-glucdsido (8.95%), 7. Malvidin-cafeiol-
glucésido (3.9%), 8. Malvidin-cumaril-glucdsido (3.7%). Condiciones cromatogréaficas
en el texto. Porcentajes relativos.

El extracto de uva no comercial (Figura 16) muestra el mismo perfil de antocianinas
caracteristicas de la uva sin embargo, no corresponde a las proporciones de Vilis
vinifera es dacir, malvidina monoglucésido (pico 5) no se encuentra en mayor
proporcién, en este caso es peonidina monoglucesido (pico 4) la que predomina.
Ademds no aparece la sefial de malvidin-acetil-glucosido, sino Unicamente e! de
malvidin-cafeoii-glucosido (pico 6), asi como malvidin-cumaril-glucésido (pico 7).
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Figura 16. Analisis por CLAE por pares de lones de Extracto de uva tinta no comercial
1. Delfinidina (4.24%), 2. Cianidina (12.57%), 3. Petunidina (3.14%), 4. Peonidina
(35.5%), 5. Maividina (9.79%), 6. Malvidin-cafeiol-glucésido (8.17%), 8. Malvidin-
cumaril-glucosido (5.26%). Condiciones cromatograficas en el texto. Porcentajes
relativos,

Bajo las mismas condiciones se analizaron las 4 fracciones obtenidas en ia etapa de
purificacidn (seccion 3.1) de Enocianina 1 (Figura 17), observandose que eluye la
mayor parte de antocianinas (63,7%) en la fraccion 2, En ia 4a fraccion se observa una
sefal significativa que podria tratarse de ios productos de la degradacion de
antocianinas debido a que el eluyente utilizado contiene 20% de acido fosfdrico.
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Figura 17. Analisis por CLAE por pares de iones de las fracciones de Enocianina 1
A. Fraccién 1, B. Fraccion 2, C. Fraccion 3, D. Fraccién 4. Condiciones de elucién en la

Tabla 4.
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La Figura 18 muestra graficamente la composicion relativa de antocianinas
identificadas en las cuatro fracciones obtenidas de [a enocianina 1.

Aporte de cada fraccién

Composicion de cada fraccion

No. de Fracelon

A= Antocianinas monoglucdsido
B= Derivados acilados de antocianinas
C= Otros {no identificados)

Figura 18. Porcentajes relativos de las fracciones de Enoclanina 1.
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Con la metodologia de purificacion se buscaba obtener a cada antocianina
individualmente sin embargo al analizar las fracciones la composicion no fue la
esperada. Lo que en realidad contiene cada fraccién es una mezcla de todas las
antocianinas presentes en el extracto, aunque concentradas en la fraccién 1.

La Tabla 9 resume los resultados de la composicion de las fracciones de las muestras
a las que se les aplicé el tratamiento. El comportamiento general observado es que la
fraccién eluida con acetonitrilo (fraccién 1) concentra la mayor proporcién de pigmentos
y eluyen tanto Jos monoglucésidos como los derivados aciiados en mayor cantidad. Lo
que se observa en las fracciones 2, 3 y 4 es que terminan de eluir las antoclaninas de
la fraccion 1 pues la concentracién va disminuyendo.

La Enoclanina 1 y la muestra 14 presentaron un comportamiento diferente ya que
concentran en la fracclon 2. La Enoclanina 2 concentra a las antocianinas
monoglucésido en la fracclon 2 y a los derivados acilados en la fraccion 1.
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Tabla 9. Composicion de las fracciones obtenidas en ia etapa de purificacion, expresado en % relativos.

FRACCION 1 (PORCENTAJES FRACCION ENTAJES! FRACCION 3 ICENTAJES FRACCION 4 (PORCENTAJES)
cat _[wong loer  lomos le gt ’%_ fn lotros {c w7 lwonc logr  lotros fcwt. jmons loer loteos
ENOC 1 48 2323 227 408 o 1408 ¢ ] 2.14 1.! 001 048 o 476 0.88 [¢] 388 pd
ENOC 2 ( 51 27 27 44 4281 15, 75\ 7.72 1834 131 °!7 o 019 d 4.58 026 0.38 393 pd
MOSTO 2 ( 75 L&ZH \ ﬁ 33234 } 1615 352 324 83 o L?_gi 173 078 032 & 520 0568 0.07 A4S6pa |
EXT. UVA( 68 44 04 955 ~d 3135 27 .46 2.32 18 d 142 1.18 007 018¢ 0.98 0.46 001 0.52 pd
1 ( 76 _a\ 5276 18.56 313 424 11.18¢ 053 011 0.12 028d £.45 0.18 0.43 385
\ — 385pd |
2 68 2495 _m[ 2423 Inor 716 788 1598 046 0.08 012 |0.24pg
P 75 -@_d 32829 J1733  Jas7 741 s254 fo7s 028 03e 0124 _J596 0.49 067 _la8pa
10 82 805 18.67 323 foX. 1 1.18 (<X 14 10.15 271 744 d 385 010 0.3S 348pg
13 dn 1108 1992 Joos  low 418 se2g foi3 008 00 00sd 529 003 525
14 2320 {1358 212 7539 28  1808-¢ J24 [15er 1272 so7

C. al T. =contribucion de esa fraccidn al porcentaje total ( que es la suma de las 4 fracciones)

MONOG.= porcentaje de antocianinas con monoglucésidos

DER. = porcentaje de derivados de malvidina

OTROS= porcentaje de otras antocianinas no identificadas

d= en cantidad despreciable, ya que son muchos picos pero muy pequefios y ~d s:gmf ca mas o menos despreciable, es
decir, que no son importantes para tomarse en cuenta.

p.d= significa que son productos de degradacion de la fraccion, por el medio dcido manejado en la elucion.

La cantidad encerrada en una elipse representa la fraccion de mayor contribucion al total de las 4 fracciones.

La que se encuentra en un arco arriba de ia cantidad numerica representa ia fraccién con el mayor contenido de
monoeglucésidos y el arco por abajo de la cantidad significa la fraccién con el mayor contenido de derivados de malvidin
de las 4 fracciones de cada muestra.

1= o e e
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Los resultados del analisis de los vinos tintos se resumen en [a Tabla 10 y a
continuacion se ilustra el cromatograma de la muestra 14 que presenta el perfil de
antocianinas de Vitis vinifera.

| | | T

B 10 20 30 . 40
Tiempo (min)

Figura 19. Analisis por CLAE por pares de iones de la muestra 14. 1. Delfinidina

(6.5%), 2. Cianidina (1.1%), 3. Petunidina (5.9%), 4. Peonidina (1.6%), 5. Malvidina

(35.3%), 6. Malvidin-acetil-glucésido (8.5%), 7. Malvidin-cafeoil-glucdsido (2.4%), 8.

Malvidin-cumaril-glucésido (3.5%).Condiciones cromatograficas en el texto. Porcentajes

relativos.

De las 9 muestras nacionales analizadas solo las muestras 8,13,14 y 16 presentaron el
perfil completo de antocianinas. Las muestras 9,12, 15 y 16 presentaron una sefial
diferente al perfil esperado (Figura 20). Esta sefial eluye a un tiempo de retencién de
27.5 min y se encuentra en una concentracién significativa. Esta sefal sugiere la
presencia de antocianinas de uva hibrida o la posible adicién de algun colorante
aunque por |a concentracidn encontrada es mas probable que sea debida a la adicién
de colorante. Para verificar esto Ultimo se procedié6 a realizar la prueba de Arata en las
muestras que presentaron dicha seflal y cuyos resultados se encuentran en la secclén
332
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Figura 20. Andlisis por CLAE por pares de iones de la muestra 15,

El perfil de vinos importados se liustra con la muestra 2 (Figura 21). En este caso como
se muestra en la Tabla 10 estdn presentes las antocianinas monoglucésidos y los tres
derivados de malvidina, variando su concentracidén y manteniendo el orden de eiucidén
esperado.

1 1 ]
0 10 20 30 40

Tiempo (min)

Figura 21. Anélisis por CLAE por pares de iones de la muestra 2, 1. Delfinidina (4.6%),
2. Cianidina (2.7%), 3. Petunidina (4.6%), 4. Peonldina (2.5%), 5. Malvidina (19.2%), 6.
Malvidin-acetil-glucésido (8.5%), 7. Malvidin-cafelol-glucésido (4.7%), 8. Malvidin-

cumaril-glucdsido (3.2%) . Condiciones cromatograficas en e! texto. Porcentajes
relativos.
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De las muestras importadas hubo una muestra que presentd la sefial no identificada
{(tr=27.5 min) a pesar de que el nombre del vino indica que es de Cabernet, no
especifica la variedad surgiendo la duda del arigen de la uva y si es éste el factor que
origina tal sefal, sospechandose la posible adicion de colorante.

Dentro de las aplicaciones del perfil cromatografico se cuenta principaimente con la
verificacién de la presencia de antocianinas diglucdsido en vinos tintos, con el fin de
saber s| pertenece a Vilis vinffera sin embargo, se debe contar con los esténdares de
los mismos y mds aln si es que se pretende la determinacién sea para detectar esta
adulteraclén, pues las sefales observadas antes del grupo de antocianinas
monoglucbsido pueden ser antocianinas diglucésido pero también fragmentos de
molécutas de antocianinas.

Otra aplicacidn del perfil cromatografico es la autentificacién de cepas es decir, ia
comprobacion de la cepa que se declara en la etiqueta fue elaborado el vino. Por
ejemplo, comparando los cromatogramas de las muestras 4, 8 y 13 se encuentra que
pueden superponerse perfectamente por lo que en este caso podemos verificar que las
tres se elaboraron a panir de la misma variedad, Aunque para ceriificar que se trata de
Cabernet Sauvignon (declarado asi en Ia etiqueta) se necesita de la cepa estdndar , se
hizo la comparacion del perfil encontrado en este estudio que es el mismo que el
publicado en la literatura (Figura 22) y se observa que tienen el mismo orden de
elucién y composicién (Figura 23),

il

Tpo ?mln?o S0

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

En {as dos uitimas figuras (22 y 23) la asignacion de identidades es 1. Deifinidina, 2.
Cianidina, 3. Petunidina, 4. Peonidina, 5. Malvidina, 6. Malvidina acetil-glucésido, 7.
Malvidina cafeoil-glucosido y 8. Malvidina cumaril-glucdsido.

De acuerdo al perfil obtenido en las muestras anallzadas, se pudo observar que el
mosto de uva Petite Syrah y las muestras de vino 1-6, 8,13 y 14 tienen el perfil
completo de antocianinas y se encuentran en las proporciones establecidas de Vitis
vinifera. Mientras que el extracto de uva tinta no comercial presento el perfil de uva,
pero no en las proporciones de Vitis vinifera.

Las muestras 10 y 11 no presentan a todas las antocianinas esperadas (Tabia 10),
debldo probablemente a su degradacion. Las causas de tal degradacién pueden ser
diferentes es decir, se podria atribuir a la edad del vino o bien, a condiciones
deficientes de almacenamiento, lo que se pude comprobar con el analisis
espectrofotométrico aplicado a todas las muestras. Los resultados de éste analisis se
describen en la siguiente seccion.

Finalmente, las muestras 7, 9, 12, 15 y 16 presentaron un perfil diferente, con una
sefial de gran concentracién, que hace suponer la posible adicién de colorantes
artificiales, por lo que se practic la prueba de Arata que es especifica para comprobar
tal adician,



Tabla 10. Porcentaje relativo del contenido de antocianinas en cada muestra.

48

18

293

125

40" Mv-cum-gi= malvidin-cumaril-glucdsido.

AA.|.= Aporte de antocianinas identificadas, que incluyen a los monoglocésidos y los derivados de malvidina.

A.P.D.= Aporte del pico desconocido (tiempo de retencidn en 27°).

S.Total=sumade AAly APD.

220 L S32 . 13538
Monoglucos:dos Dp— delfi mdma Cy= cianidina; Pt-' petumdma Pn= peonidina; Mv= malvidina
30’ Mv-ace-gi= malvidin-acetil-glucésido.
35’ Mv-caf-gl= malvidin-cafeoil-glucdsido.

DOp Cy o] Pn L 30" M- A0Mv- AAL APD S.Tas Aftc de cosecha
== B oy
Enocianina 1 153 507 16 43 783 | 3588 13 480 S0 90
Enocianing 2 447 118 596 183 1110 565 $8 464 464
Mosto 2 330 11.04 225 18 1877 B.95 k1] 517 517 Sep 1954
Ext uvs 424 1257 3.14 3ss 7% s26 7867 7887 1995
1 A9t 225 3:24 328 853 313 RE-Z] 202 202 1988
2 461 288 457 2S 1818 252 318 8.9 4991 1992
3 237 282 4 45 { 2017 088 $3% b _-%- 385 1882
4 3.14 225 182 1.58 2483 19.64 3Q 8838 8823 1983
s 533 180 675 514 22.28 1.43 9% 4751 4751 1952
€ 186 148 442 196 807 466 386 408 409 1992
7 (o1 ] 045 104 030 1183 289 458 253% 3390 56.27 1933
-} £18 173 375 204 184 5898 656 4443 44 43 1992
s 191 397 2.7 887 Safics de c
10 3.3 188 533 422 280 D8 2383 1987
11 605 1.88 9.6 433 248 _ 2828 2826 | csténeranis | recién comprago
12 257 080 | 374 «©72 asd8 Gsfosdec
13 240 o8 248 197 871 554 192 20.04 2004 Tecien comprado
14 247 108 507 1.6¢ 2811 12.48 511 4035 6035 olo ceraza recién comprado
1s 0208 45 7377 7880 recién com
[ 284 9 -k ] 33 7158 recién com;
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3.3.1 Determinacidn del Color de los Vinos

Al hacer una inspeccion visual del color de las diferentes muestras (Tabla 3) se
encontré una marcada diferencia entre las mismas. Siendo las antocianinas los
pigmentos responsables del color de los vinos tintos, se esperaria que a mayor
cantidad de antocianinas, mayor es ia intensidad del color sin embargo, se debe
fomar en cuenta la edad del vino, ya que el factor tiempo es sumamente
importante. Como se ha explicado en los antecedentes, las antocianinas sufren
cambios desde la sulfitacidn, después en la maduracion y finalmente en el
almacenamiento. Ademds de que la forma en que se lleva a cabo ia extraccion de
antocianinas puede variar en ia practica para la elaboracién del vino. Este Gitimo
pardmetro se desconoce y no hay manera de suponerlo, por lo que se trabajo con
ia hipbtesis de que todas las muestras analizadas se elaboraron con el mismo
método, asi como el tratamiento de estabilizacion fue el mismo para todas las
muestras y asi poder hacer valida la comparacion.

Para cada muestra en estudio se corri6 el espectro de absorcién en la region del
visible y con los datos de cuantificacion relativa obtenida por CLAE en pares de
iones se traté de establecer una relacion entre el contenido de antocianinas y el
color def vino.

Como se puede observar en la Tabla 10, ia muestra 1 liene 6 afios desde que la
uva fue cosechada y convertida en vino. El color observado va de acuerdo a su
edad y al bajo contenido de antocianinas, lo que es confirmado por su espectro
(Figura 24) que comparando con la Figura 5 cae perfectamente dentro de la
clasificacion de vinos entre 1 y 10 afos, pues la curva se torna en forma de
hombro en lugar del méximo bien definido.



50

[ ak-B-K E-2aE-E E-8 3

Figura 24. Espectro en la
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La muestra 4 si tiene perféciamente bien definido su maximo en 520nm (Figura
25) que concuerda con el color de Ja muestra y el alto contenido de antocianinas.
Sin embargo, este vino es un afic mas viejo que la muestra 1 (anteriormente
expuasta) por lo que la diferencia de color debido a la cantidad de antocianinas
en cada caso hace suponer mejores condiciones de almacenamiento en ef vino
californiano que en la muestra 1.

Figura 25. Espectro en la

; . region del visible de la muestra
R
) 4.

Longmhsts oa nvide (Nm)
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La muestra 11 tiene un contenido hajo de antocianinas, descrito ya en el analisis
por CLAE, que revela un perfil incompleto de antocianinas. Visualmente presenta
un color café naranja que va de acuerdo a su espectro (Figura 26) sin embargo, e!
vino es de compra reciente, lo que descalifica 1a degradacion de antocianinas por
la edad del vino. Estos resultados hacen entonces suponer que las condiciones
de almacenamiento de este vino fueron malas. Para verificar esta evaluacion se
puede recurfir a la informacién que brinda ia botella es decir, el vino estaba
envasado en vidrio fransparente, cerrado con lamina plastificada, y con escasa
informacién en la etiqueta, lo que confirma ia evaiuacién antes hecha.
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° : Figura 26. Espectra de la
5

a region del visible de Ia
Longitud de onda (nm) muestra 11.

En las muestras 9, 7, 12, 15 y 16 se ohservaron resultados muy diferentes de las
muestras restantes.

Muestra | Color Afto de cosecha | % Relativo de % Relativo del pico
Antocianinas no identificado
15 morado recién comprado 18.60 .77
12 café-naranja | 6 aflos de comprado 44.48 40.72
8 | caté-naranja | 6 aitos de comprado 56.67 52.70
7 oo | 1993 59.27 33.90
16 rojo recién comprado 71.58 42.32

En
cromatografia de liquidos va de acuerda al color intenso y brillante del vino, asi

a muestra 15, el alto contenido de antocianinas encontradas por
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como con su edad relativa. Sin embargo, del 78.6% que tiene como suma total de
antocianinas, el 73.7% lo aporta la sefial con un tiempo de relencién de 27.50
min, El aporte del resto de antocianinas es sélo del 4.8%. En el espectro de la
region del visible se puede observar el maximo a 520 nm perfectamente definido,
pero ademds un maximo en 627nm, lo que no sucede en las demas muestras
analizadas (Figura 27).

8032307 0al)

500 a00
Longtud de onde (nm)

Figura 27. Espectro de absorcion de muestra 15.

Las muestras 9 y 12 tienen caracteristicas similares de color (café-naranja) que
va de acuerdo a la edad aproximada de su elaboracién. Sin embargo el contenido
de antocianinas no es tan bajo, lo que podria indicar buenas condiciones de
almacenamiento. Pero al igual que en el caso de la muestra 15, el aporte de una
sola sefial (ir= 27.54 min) es del 52% en la muestra 9 y 40% en la muestra 12 y
en ambos casos la contribucion de las demas antocianinas es del 4%
aproximadamente.

Finaimente, en las muestras 7 y 16 se observa un color rojo biillante que
concuerda con la edad del vino y el relativamente alto contenldo de antocianinas.
El espectro de absorcién muestra el maximo a 520nm muy bien definido
justificando el color observado. Sin embargo, la contribucién del pico no
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identificado aporta el 33.9% en la muestra 7 y el 42.3% en la muestra 16 de las
antocianinas totales, pero a diferencia de los casos anteriores, el aporte de las
antoclaninas restantes es del 25.37% y 29.2% respectivamente.

Se debe remarcar que la relacion del color entre el contenido de antoclaninas y la
edad del vino puede servir para la evaluacion de las condiciones de
almacenamiento de un vino y servir esto.como parametro de calldad. Sin
embargo, para emitir tal juicio es necesario partir de condiciones conocidas y
estandarizadas, por ejemplo, poblaciones que hayan tenldo el mismo proceso de
extraccion de antocianinas (termovinificacion, fermentacion con maceracion,
vinificacion continua, autoiliniﬁcacién, etc.), asi como saber el método y tiempo de
estabilizacion (acabado del vino) y sl tuvo crianza y cémo, lo que abre ofra ruta
completa de investigacion amplia e interesante,

Es interesante hacer hincapié en que aunque las 5 muestras sospechosas de
tener colorante arificial presentan la sefial en un tiempo de retenclon muy
parecido, es muy posible que no se trate del mismo colorante, ya que cada
muestra tuvo un color diferente.

Por los resultados anteriores se practicé la prueba de Arata, a las muestras
7,9,12,15 y 16 para la determinacion de colorantes artificiales en vinos y cuyos
resultados se explican en la siguiente seccion,
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3.3.2 Prueba de Arata

Las muestras 7, 9, 12, 15y 16 se corrieron junto con un testigo, como se describe
en la Tabla 13.

Tabla 13. Distribucién de las muestras.

Muestras
Testigos 15 12 9 7 18
14 X X X X X
4 X X
2 X X

La eleccion de testigos fue en base a fos resuitados obtenidos en los
cromatogramas de las muestras con mejor pefit de antocianinas. Se tralé de
comparar las muestras naclonales con testigo de origen nacional, de igual forma
para la muestra imporiada.

La tnica muestra do vino que presentd resultados francamente positivos fue la
niimero 15, pues la Jana cruda se tiid de un color rosa mexicano blen perceptible.
Las muestras restantes quedaron dudosas, ya que el color adquirido no fue rojo
sino diferentes tonos de café. Sin embargo, esto pudo ser debido a que no se
adiciond el mismo colorante, Se practicd la prueba también al mosto 1 (por el
perfil obtenido) sin embargo también se obtuvo lana de color café.

Conjuntando los resultados de cada muestra, la interpretacion es que en las
muestras 7, 9, 12 y 16 probablements fueron adicionadas de algun colorante pero
partiendo de uva para su eiaboracion, ya que las muestras 9 y 12 presentan el
perfil esperado de antocianinas ademas de la sedtal no identificada (27.5 min).
Mientras que en las muestras 9 y 12 se observa en sus espectros que las
antocianinas ya fueron degradadas y por eso es que no se observa su presencia
on el analisis por cromatografia de liquidos. Finalmente, en la muestra 15 es
francamente dudosa su elaboracion a partir de uva, sugiriendo por los resultados
que es una mezcla artificial de los componentes del vino.
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4. CONCLUSIONES

1. De acuerdo a los rasultados del andlisis por CLAE por pares de iones de las
fracciones obtenidas por Extraccion en Fase Sélida se puede concluir que este
método no es adecuado para la separacion Individual de cada antocianina.
Sin embargo es un tratamiento preiiminar que puede eliminar azdcares y
Acidos y permite concentrar a las antocianinas utilizando acetonitrilo como
eluyente,

2. En la determinaciéon de antocianinas por CGC-AT el derivado silanizado
formado con HMDS/TMCS (reportado por Bombardelli) presentd problemas de
estabilidad por lo que se sugiere el cambio de reactivos silanizantes, slendo
una alternativa formarlo con trimetilsilil Imidazol.

3. No se logré reproducir la reaccion de hidrdlisis de antocianinas por lo que se
sugiere la optimizacién de condiclones para llevar a cabo ésta reaccion. Seria
recomendable dejar mas tiempo |a reaccidn para asegurar el rompimiento de la
molécula, que sumado a un derivado mas estable (como se menciond en el
inciso anterior) se deben mejorar los resultados.

4. No fue posibie realizar el anélisis de antoclaninas por CG/EM por contar con
un detector masico que no detecta adecuadamente valores arriba de 600 nvz,
pero tenlendo los estdndares o un equipo de mayor resolucién de masas es
factible obtener resultados confiables.

5. La coiumna utilizada para el andlisis de antocianinas por CLAE en fase
inversa fue la misma que por CLAE por pares de iones, o que sugiere que al
introducir el contra-ion y aumentar el pH se estabilizé la columna, obteniendo
buenos resultados, lo cual no fue posible con fase inversa,

6. Se obtiene una buena resolucién y repetibiiidad en el anélisis de
antocianinas con la metodologla establecida en CLAE por pares de lones.

7. El orden de elucién de las antoclaninas monoglucésido por CLAE por pares
de iones es el mismo que el reportado en la literatura para CLAE en fase
inversa: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina.
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8. Las muestras 1 al 6, 8, 13, 14 y mosto 2 presentaron el perfil caracteristico
de Vilis vinifera, aunque para asegurar que no contiene antocianinas
diglucésido (o verificar en qué concentracién) se necesita de los estandares y
mas aun 8i s que se pretende que este pardmetro se proponga en la NOM
para vinos tintos,

9. El perfil de mosto 1 suglere una composicidon diferente de todas las
muestras analizadas presentando una sola sefial de gran concentracién. De
acuerdo al perfil cromatogréfica conocido, esta sefial no podia ser debida a
antocianinas, por 10 que sugirié la adicién de colorante artificial al vino. Sin
embargo la prueba de Arala para colorantes artificlales di6 negativa.

10. En ia muestra 15 pudo comprobarse {a adicion de colorante artificial,
mientras las muestras 7,9, 12 y 16 tuvieron resultados dudosos de la prueba
de Arata, aunque pudo ser debido ai uso de otro tipo de compussto.

11. El método propuesto permite el andlisis de antocianinas en vino tinto
proporcionando un perfil caracteristico que permite identificar y distinguir a las
antocianinas mas comunes y diferenciar por medio de ste a diferentes cepas,

12. El perfil cromatografico mostrd ser Otil en la comparaclon de los perfiles de
Cabernet Sauvighon, por o que formando una “biblioteca" de perfiles de cepas
certificadas se podria utiiizar en la determinacién de autenticidad de las cepas.
13. El conocimiento del perfil de diferentes frutos ayudara al aislamiento de
diferentes antocianinas que podran ser utilizadas como estdndares,

14. Seria Interesante hacer una evaluacion sensorial conjunta de los vinos
tintos, ya que la muestra 15 tenia un color, sabor y aroma diferente al resto de
las muestras, sugiriendo una mezcla artificial de los componentes del vino.

15. Con el estudio por CLAE por pares de lones y UV-Visible se pudo
determinar si |a edad del vino (el afo de la cosecha declarado o aproximado)
iba de acuerdo a su contenido de antocianinas asi como evaiuar por medio de
estos resultados la caiidad del almacenamiento del vino,
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ANEXO 1
Chapter 1- Food and Druq Administration (65)

§ 73.170 Grape Skin Extract (Enoclanina)
1. ldentidad: E| aditivo Grape skin extract (Enocianina) es un liquido purpura-

rojo preparado de la extraccibn acuosa de la torta desemillada remanente
después de su prensado, para producir jugo o vino. Contiene los componentes
comunes del jugo de uva, nombrados como antocianinas, acido tartdrico,
taninos, azicares, minerales, etc. pero no en las mismas proporciones que se
encuentran en el jugo. Durante el proceso, se adiciona didxido de azufre y
muchos de los azicares extraidos se fermentan para producir alcohol. El
extracto es concentrado por evaporacion con vacio, durante el cual el alcohol es
removido por compieto. Una pequeiia cantidad de diéxido de azufre puede estar
presente.

Tipicamente, grape skin extract tiene una gravedad especifica de 1.13 g/mi a
20°C, un contenido de solidos de 28-32 °Brix (+/- 3°), a pH de 3 la fuerza del
colorante es cerca dei 1.25% (medido a 520 nm en buffer de citratos a pH de
3.0). Grape skin extract se encuentra disponibie deshidratado, teniendo un
poder de coior de 3 a 4 veces mayor que el del iiquido,

2. Mezclas del colorante para uso alimentario con grape skin extract
(Enocianina) puede contener soio los componentes antes iistados como seguros
y convenientes como aditivos de color.

Especificaclones. Grape skin strect tiene las siguientes especificaciones:
Residuos de pesticidas; no mayor que io permitido en o para uvas en la
reglame ntacion promulgada en la seccion 408 de FDA.

Plomo (como Pb); no mas de 10 ppm

Arsénico (como As): no mas de 1 ppm

Usos y restricciones: Grape skin extract puede se usado sin peligro como
colorante, sin embargo en bebidas carbonatadas y base de bebidas, y bebidas
alcohdlicas estan sujetas a las siguientes restricciones:
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1. No puede ser usado para colorante de alimentos para los cuales los
estandares de identidad hayan sido promulgados en la seccion 401 del actual a
menos que sea autorizado como colorante.

2. E! uso en bebidas alcohélicas a menos que esté de acuerdo con lo interino
de las partes 4 y 5 deli titulo 27 CFR.,

Requerimientos de etiquetado. La etiqueta de colorante y de las mezcla hechas
con él solo o en parte con propésitos de colorear estan conformados en la
seccion §70.25 de este capitulo, El nombre usual de este aditivo es grape skin
extract seguido, si se desea, de Enoclanina.

Excepcion de certificacién: La certificacién de este aditivo de color no es
necesaria para la proteccién de ia salud plblica, por lo que queda exento de la
certificacién requisitada en la seccién 706(c) del actual.

Clasificacion por la Comunidad Europea (EC) Colorantes permitidos (66)

E163 Antocianos (Schulz 1384 y 1400)

Origen. Pigmentos naturales de plantas -E163(a) Cianidina (rojo);
E163(b) Delfinidina (azul); E163(c) Malvidina (morado); E163(d)
Pelargoidina (marrén rojizo); E163(e) Peonidina (rojo obscuro);
E163(f) Petunidina (rojo oscuro). Todos estos pigmentos
estdn presentes en la savia de las células de muchas flores, frutos
tallos y hojas.

Funcién,  Colorante para alimentos

Efectos
adversos. No se conoce ninguno



ESTA VS me menr
SAMOBE LR mmummL ¥

ANEXO 2

Estas formas estructurales son Interconvertibles de acuerdo al siguiente

esquema

Catién flavilium
Base quinoidal
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Chalcona Pseudo-base carbinol



Composicién media de la uva tinta (16).

Components Porcentaje
Pulpa 83-83.5
agua 78
azlcares 20
dcidos orgénicos 1.5
acidos libres 0.25
minerales 0.20
materia colorante 0.05
Pepitas 3540
agua 27-39
lefioso 4548
grasas 4-10
4c. volétiles 05-1
materia resinosa 1.3-2
Holle)o 89.5
agua 64-78
lefioso 20-32
tanino 0.154.23
ac. libres 1-1.3
minerales 1-2
materia colorante
bitartrato de k 0-1
Raspén 35-5
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Composicion del zumo fresco de uva (16,20)

Componente Porcentaje
Agua 70- 85
Hidratos de Carbono 15-25
glucosa 8-13
fructuosa 7-12
pentosas 0.08-0.2
pectina 0.01-0.1
inositol 0.02 -0.08
Acidos Organicos 03-1.5
tartdrico 02-1
malico 01-08
citrico 0.01-0.05
Taninos 0.01-0.10
Anlocianinas 0.04-0.5*
Compuestos 0.03-0.17
nitrogenados
proteina 0.001 - 0.01
amina 0.017-0.14
humina 0.001 - 0.002
amida 0.001 - 0.004
amoniaco 0.001 - 0.012
residuos 0.01-0.02
Compuestos minerales 0.3 -0.5
aluminio T-0.003
boro T-0.007
calcio 0.004 - 0.025
cloruros 0.001 - 0.010
cobre T -0.0003
hierro T-0.003
magnesio 0.01 - 0.025
manganeso T -0.0051
potasio 0.15-0.256
fosfato 0.02-0.05
rubidio T-0.001
ac. salicllico 0.0002 - 0.005
sodio T-0.020
sulfatos 0.03 - 0.035

T=trazas
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