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Métodos analiticos para determinacidon
de componentes polifendlicos del vino
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Determinacion de polifenoles en los vinos

* Vino contiene numerosas moléculas fendlicas en
cantidad variable.

* Dificil separar diferentes estructuras y dosificarlas
por separado.

* Se calculan INDICES, proveen evaluacion global del
contenido fendlico del vino.

* Permite clasificacidn de vinos por su rigueza fendlica.




Indice de Folin-Ciocalteu (IFC)

Reaccion déxido-reduccion entre el reactivo de Folin-Ciocalteu (se reduce) y
los polifenoles del vino (se oxidan).

Reactivo Folin-Ciocalteu es una mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico (obtenido a partir de Na2W04.2H20 y Na2Mo0a4.2H20)

Se reduce a una mezcla compleja de compuestos azules (de +6 a mezcla
de estados +6/+5).

Se mide absorbancia a 700 nm del color azul formado (maximo en torno a
esa longitud de onda)

Indice de Polifenoles Totales (IPT)

Fundamento del método

Toma en cuenta la absorcion a 280 nm caracteristica de los ciclos
bencénicos de la mayoria de los fenoles.

Procedimiento

Centrifugar muestra a analizar
Diluir el vino (100 veces tintos, 10 veces blancos) con H20 destilada.
Ajustar cero contra agua destilada.

Registrar la medida de absorbancia a 280 nm de la muestra previamente
diluida.

Calculos

IPT=A280xF

F = factor de dilucién
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Determinacion de antocianos

At = Al + Ac= Al + TA + TAT

At = antocianos totales
Al = antocianos libres

Ac = derivados de antocianinas (tanino-antociano directo o mediada por
acetaldehido, tipo visitina y otros)

Ac = (TA + TAT)
TA = fracciéon decolorable con SO2
TAT = fraccién no decolorable

Meétodo de Di Stefano

Método quimico basado en una propiedad caracteristica de
los antocianos: variacidon del color en funcion del pH.

pseudobase - incolora
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Método de Decoloracion con SO,

(cuantifica antocianos libres + derivados de antocianos decolorables)

* Utiliza propiedad de los antocianos de combinarse en forma
incolora con el ion bisulfito.

SO; + H:0O == H.S0Os; +=—= H+ + HSO:s-

anhidrido sulfuroso ac.sulfuroso ion bisulfito
OR/3

10jo .
incolora

* Rojo polimero se determina por los pigmentos no decolorables
con SO,
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Vino jéoven

Derivados de
antocianos

Antocianos Vino con 6 afios de crianza

Antocianos

Derivados de
antocianos

Medida del color en los vinos
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Medida de color en el vino

. Medir absorbancias a 420, 520 y 620 nm (elegir la celda de
paso 6ptico adecuada, no se puede realizar dilucidn)

1) Intensidad Colorante (IC )= (A420 + As20 + A620) X F
2) Matiz (T) = A420 / As20

Espacio CIElab




L* = luminosidad del color

a* = valores (-) indican
b* = valores (-) indican

Expresados en coorden

H* = matiz
C* = cromaticidad

verdey (+) rojo
azul y (+) amarillo

adas polares:

Polifenoles en uvas

Ry=H or OH
Ry=OH or galloyl
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Taninos en uvas y vinos

Subunidades
de extension

Subunidad
terminal

Determinacion de taninos
Precipitacidon de taninos y cuantificacion

Dos técnicas usando diferentes reactivos:

1- BSA, suero de albumina bovina

2- metilcelulosa 16
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Determinacidon de taninos por precipitacion
con metilcelulosa
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Figure 3. Correlation (r = 0.79) between tannin (mg/L epicatechin
equivalents) as determined by HPLC versus MCP-based tannin assay,
in 54 grape extracts.
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Figure 4. Correlation (r= 0.74) of red wine tannin (g/L epicatechin
equivalent) as determined by HPLC versus MCP-based tannin assay.
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Taninos de semilla

* Gran impacto en la calidad del vino

* La calidad de estos taninos se origina
en el vinedo
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Evolucion de los taninos de semilla
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Desarrollo de las semillas

8 semanas entre envero y cosecha

Flavan-3-ols, nmol/berry

Cosecha
| . C % of Total
1200 — eC C eC eCG

Bl CG 19-Aug 65 27 8

05-Sep 54 43 3

600 19-Sep 52 46 2
07-Oct 50 48 2

18-Oct 48 51 1

400 A

200 A

19-Aug

5-Sep

19-Sep

7-Oct 18-Oct

Kennedy et al.
Phytochemistry, 55:77-85 (2000)

05/06/2009

13



Taninos de cascara

Se hacen evidentes por la incorporacion de
antocianos

Variabilidad en la cantidad de extraibles durante la
madurez

Variabilidad en la distribucién por tamafio

Taninos en cascara
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En resumen

¢ Taninos de semilla
— Aumenta la oxidacion

* Reduccion del porcentaje de bajo peso
molecular

— Disminuye la extractibilidad

— Cambios paralelos a los cambios de color
* Taninos de cdscara

— Variable grado de polimerizacién media

— Incorporaciéon de pigmentos

— Incorporacién de pectina

— Extraccidn variable

¢ Aumento en la proporcidon de taninos de cascara
respecto a los de semilla

Acidos cindmicos en vinos y sus correspondientes
esteres tartaricos en uvas

R,
RAy=Hz=H p-Cioumarnic scid, p-Cus
Ry=0H; Rg=H  Caffieic acd, CA
CH=—C cooy  Pi=0CHgz Bp=H Fernulic acid, FA
Ry=Ap=0CHy Sinapic acid, 5a
I
CO0OH
- o B g
CH=—C - nc , CTA
Y },a" .I: R=0CH; Feraric acid, FTA
H—LC—0OH
H
Figure 2.2 Hydroxyannamoy] tartane aad (CTA, p2CuTA, FTA) csters in grape

and the correspondent hydroxyanmamee acids [HCA) found in wine
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Flavonoles en uvas y vinos

kaemferol
quercetina
miricetina
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Determinacion de flavonoles
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Figure 218 HPLC profile of flavonols of a Brueello df Mosiglome wine recorded
at w;hc|l:|l|.;1]l 350 nm. 1:1 ] l1'|].'riLcti|I g|u|.'u||l1'id.r:: [3] |‘|Ij-ri|.'l:|.'i|‘| |;|mx:-:.1'\lc: [j'l
guercetin glucuronde, (4] quercenn glecoside + quercenn runnossde, (5) kacmpferaol
glecuromide, (6) kacmpferol glucoside, (7) quercetin aglycone

Stilbenos en uvas y vinos
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Determinacion de stilbenos

iy

A G Columna: RP C18

Solvente A: Acetonitrilo

Solvente B: Agua

Deteccidn: tiempo de retencion
y espectro UV
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Fig. 2. HPLC chromatogram of the standards used {detection by fluo-
rometry). Peak A, trans-piceid; peak B, cis-piceid; peak C, trans-resvera-
trol; peak D, cis-resveratrol; peak E, frans-resveratrol dehydrodimer;

peak F, cis-resveratrol dehydrodimer; peak G, trans-pterostilbene; peak . e
H, cis-pterostilbena. Adrian et al, Am. J. Enol. Vitic., 2000

Determinacion de stilbenos
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Fig. 2. HPLC chromatogram of the standards used {detection by fluo-
rometry). Peak A, trans-piceid; peak B, cis-piceid; peak C, frans-resvera-
trol: peak D, cls-resveratrol; peak E, trans-resveratrol dehydrodimer;

peak F, cis-resveratrol dehydrodimer; peak G, trans-pterostilbene; peak . L.
H, cis-pterostilbena. Adrian et al, Am. J. Enol. Vitic., 2000
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Determinacion de procianidinas (HPLC/MS)

-Separar cascara y semillas
- Semillas
Homogenizar y extraer con metanol (HCl 1%)
Rotaevaporar metanol
Recoger con agua y liofilizar
Reconstituir e inyectar
- Cascara
Homogenizar y extraer con metanol/agua (75:25)
Rotoevaporar metanol
Recoger con agua y liofilizar
Purificar e inyectar HPLC-MS"

Columna C18 de fase reversa 150 x 4,6 mm
Solventes:

A, acido acético 2,5%

B, acido acético 2,5%-acetonitrilo (90:10, v:v)

C: acetonitrilo
Gradiente de eluciéon: desde 0 a 100% de B durante 5 min, desde 0 a 15% de C
durante 25 min, desde 15 a 50% durante 5 min, e isocratico 50% de C durante 5 min,
con un flujo de 0,5 mL/min.
La deteccion se llevé a cabo a 280 nm (flavanoles)

Correlacion de fenoles totales con al capacidad antioxidante

total de ruptura de cadena
(reactivo linoleato de metilo)
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