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: Revoluciones por minuto.

: Cromatografia liquida de alta eficacia.

: Desviacién Estandar.

: Malvidina-3-glucésido.
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: Oligbmeros de flavan-3-oles.

: Polimeros de flavan-3-oles.

: Equivalente de Acido galico.

: Grado medio de polimerizacion.

: Peso molecular promedio.
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. (+)-catequina.

: (+)-catequina unida a floroglucinol.
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: (-)-epicatequina unida a floroglucinol.

. (-)-epicatequina-3-O-galato unida a floroglucinol.
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: Malbec categoria de precio media.

: Malbec categoria de precio alta.

: Cabernet Sauvignon categoria de precio baja.
: Cabernet Sauvignon categoria de precio media.
: Cabernet Sauvignon categoria de precio alta.



RESUMEN

La variedad Malbec es producida principalmente en Mendoza, Argentina y se considera
emblematica en la vitivinicultura del pais; siendo una cepa tinta rica en taninos, que
produce rendimientos moderados y por ende, vinos de gran caracter y con buen potencial
de guarda.

Actualmente, solo existe una caracterizacion de la fraccion antocianica y de compuestos de
bajo peso molecular en vinos Malbec realizada por Fanzone et al. (2010), pero se
desconoce informacion respecto a las fracciones flavanicas responsables de conferir
atributos positivos para el vino, los cuales inciden en el precio de mercado. Por el contrario,
la variedad Cabernet Sauvignon ha sido ampliamente analizada (Lisoni, 2001; Monagas et
al., 2003; Kusch, 2005; Narvaez, 2010; Galvez, 2011) y fue incluida en este estudio de
manera complementaria. Por lo tanto, el objetivo de esta memoria es caracterizar la
fraccion flavanica de vinos argentinos de los cultivares Malbec y Cabernet Sauvignon con
distinto precio de mercado.

Se evaluaron 30 vinos representativos de tres categorias de precio “a consumidor”,
categoria baja (<7 USD), media (15-20 USD) y alta (>40 USD). A la totalidad de las
muestras se les determinaron las fracciones monomeéricas (FI), oligoméricas (FII) y
poliméricas (FIIl) de flavanoles, grado medio de polimerizacién (mDP), peso molecular
promedio (aMW) y porcentaje de galoilacion (% G), a través de la técnica analitica de
fraccionamiento de taninos y floroglucindlisis por medio de HPLC — DAD. Ademas, se
realizaron andlisis espectrofotométricos de fenoles totales, antocianos totales y taninos
totales.

En general, los promedios de los pardmetros medidos se mostraron siempre mas altos
mientras aumentaba el precio de los vinos en ambas variedades. Se comprobaron las
diferencias significativas entre tratamientos mediante el uso del andlisis de varianza y
prueba de comparaciones multiples de Tukey, proporcionando informacién relevante sobre
la composicion tanica y la relacion con la calidad enoldgica de los vinos, que se ven
representadas por su valor comercial.

Palabras Claves

Compuestos fendlicos
Cartuchos Sep-Pak Cyg
Fraccionamiento de taninos
Floroglucindlisis
Flavan-3-oles



ABSTRACT

There is only one characterization of the anthocyanin fraction and low molecular weight
phenolic compounds in Malbec wines made by Fanzone et al. (2010), but there is a back of
knowledge about flavanic fractions, which are the main responsibles for a significant
positive attributes for wine, parameters related with the final quality of wine, which is
expressed in market price. Instead Cabernet Sauvignon has been extensively analyzed
(Lisoni, 2001; Monagas et al., 2003; Kusch, 2005; Narvaez, 2010, Galvez, 2011) and has
been included in this study in a complementary way. Therefore the objective of this study
was to characterize argentinean Malbec and Cabernet Sauvignon wines from different price
segments.

Thirty wines representative of three retail price segments, low (<7 USD), medium (15-20
USD) and high (>40 USD) were evaluated. Monomeric (FI), oligomeric (FIl) and
polymeric fractions (FIII) of flavanols, mean degree of polymerization (mDP), average
molecular weight (aMW) and galoilation percentage (% G) were measured for all samples
using the technique of tannins fractionation and floroglucinolysis by HPLC-DAD, also
conducted a complementary spectrophotometric analysis of total phenols, total
anthocyanins and total tannins.

In general, the averages of all measured parameters were higher while increasing
commercial value of wines in both grape varieties, providing relevant information about
tannic composition and its relation with wines final quality which are reflected in their
commercial value.

Key Words

Phenolic compounds
C.s Sep-Pak cartridge
Tannin fractionation
Phloroglucinolysis
Flavan-3-ols



INTRODUCCION

Argentina es considerado un pais productor de vinos, que posee alrededor de 230.000 ha de
vifiedos, los cuales representan aproximadamente el 3,0% de la superficie mundial.
Mendoza es la principal provincia productora de vinos con un 70-75% de la superficie total
del pais dedicada solo a la industria vitivinicola (INV, 2009).

En Mendoza la superficie de produccion total abarca 161.000 ha, dentro de las cuales un
15% corresponde a Malbec y 8% a Cabernet Sauvignon. El cultivar Malbec (Vitis vinifera
L.) se considera actualmente la variedad emblematica de la vitivinicultura argentina, siendo
una cepa tinta rica en taninos, con rendimientos moderados, que produce vinos de gran
carécter y con buen potencial de envejecimiento. Es una variedad de origen francés, que se
ha adaptado muy bien a las condiciones edafoclimaticas de la zona de Mendoza,
produciendo vinos de un color rojo-violaceo intenso y aromas a frutos rojos, tales como
ciruela, cereza y mora (INV, 2009).

En vista de las necesidades y demandas del mercado vitivinicola actual, se hace cada vez
mas necesario producir vinos de la mayor aptitud posible. La calidad final del vino esta
determinada en su conjunto por diversos componentes, entre los cuales destacan alcoholes,
azucares, acidos organicos, proteinas, sales minerales y compuestos fendlicos. No obstante,
estos ultimos son vistos como un parametro por sobre los otros mencionados al momento
de juzgar las caracteristicas de las uvas, mostos en fermentacién y vinos terminados
(Zoecklein et al., 2000; Monagas et al., 2005).

Los compuestos fendlicos derivan del metabolismo secundario de los vegetales a partir de
la ruta fenilpropanoide (Khanbabaee y Van Ree, 2001; Geny et al.,, 2003) y son
responsables de propiedades de gran relevancia como el color, aroma, amargor y
astringencia. Ademas, debido a sus propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y
anticancerigenas, estos se asocian a muchos efectos beneficiosos que derivan del consumo
moderado de vino (Kennedy et al., 2000; Kennedy et al., 2002; Pérez-Magarifio y
Gonzalez-San José, 2004; Matus et al., 2009; Obreque-Slier et al., 2010).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar un
anillo bencénico formado por seis atomos de carbono (C6) unido a uno o varios radicales
hidroxilos (-OH). Seglun su estructura quimica, estos se dividen en dos grupos: no
flavonoides y flavonoides (Gawel, 1998; Valls et al., 2000; Kennedy et al., 2006; Bordeu y
Gonzélez, 2008; Lucker et al., 2010).

Dentro de los primeros, se encuentran los compuestos formados por solo un anillo
bencénico (C6), tales como los &cidos fendlicos (&cidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos) y los estilbenos (Monagas et al., 2005). Adicionalmente, los
compuestos flavonoides estdn formados por dos anillos de seis atomos de carbono (C6),
anillo A y B, unidos por un heterociclo central de tres atomos de carbono (C3) o anillo C,



lo que en forma esquematica se puede resumir como una estructura C6-C3-C6 (Pefia-
Neira, 2005). A este grupo pertenecen los flavonoles, pigmentos amarillos ubicados en el
hollejo de la baya, principalmente como heterosidos (Obreque-Slier, 2010), son
responsables del color de la piel de las uvas blancas y, evidentemente, de una parte del
color del vino blanco (Zamora, 2003). Los principales flavonoles son kaempferol,
quercetina, mirecitina e isoramnetina (Monagas et al., 2005).

Dentro de los flavonoides también se encuentran las antocianinas, responsables del color
de los vinos tintos. Estan constituidas por un aglicon (molécula de antocianidina) a la cual
se le adiciona una o dos moléculas de glucosa, formando antocianinas monoglucosiladas o
diglucosiladas respectivamente. En Vitis vinifera L. solo se encuentran monoglucosiladas
en el carbono 3 del anillo central B (Obreque-Slier, 2010). Las antocianinas identificadas
en las pieles y vinos de Vitis vinifera L. corresponden a 3-O-monoglucésidos acilados de
cinco antocianidinas: cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina, las cuales
difieren entre si por la ubicacion y nimero de grupos hidroxilos y metoxilos localizados en
el anillo B de la molécula (Monagas et al., 2005). De igual forma la glucosa se puede
encontrar unida al acido acético (conocidas como antocianinas acetiladas) y otras unidas al
acido p-coumarico, conocidas como antocianinas p-coumariladas, dando un total de 15
antocianinas (Pefia-Neira, 2005). En el género Vitis, la antocianina mas importante en
todos los cultivares es la Mv3GL (Ryan y Revilla, 2003; Blouin y Guimberteau, 2004;
Alcalde-Eon et al., 2005; Rio et al., 2008).

Por ultimo, los flavanoles, compuestos més abundantes en el fruto de la vid, estan presentes
en el hollejo, semilla y raquis (Kennedy et al., 2001), especificamente en vacuolas tanicas
ubicadas en la zona del hollejo y en las capas que recubren a las semillas (Pefia-Neira,
2006); su importancia radica en otorgar amargor, astringencia y estabilizacion de la materia
colorante de los vinos (Obreque-Slier, 2010) y se les puede encontrar como monoémeros,
oligbmeros o polimeros (Monagas et al., 2005); FI, FIl, FIlI respectivamente.

Existen dos grandes grupos de mondmeros de flavanol (flavan-3-oles): las procianidinas
representadas por (+)-catequina y su diasteroisomero (-)-epicatequina, ademas las
prodelfinidinas (-)-galocatequina y (-)-epigalocatequina (Pefia-Neira, 2006). Sin embargo,
diversos autores sefialan que en la uva son mayoritarias la (+)-catequina, (-)-epicatequina y
(-)-epicatequina-3-O-galato (Gawel, 1998; Kennedy et al., 2006; Obreque-Slier et al.,
2010). No obstante lo anterior, es importante destacar que los monomeros de flavanol
representan tan solo una pequefia proporcion, ya que en el vino la mayor parte se
encuentran polimerizados (Zoecklein et al., 2000; Jackson, 2008; Terrier et al., 2009). La
forma oligomérica o polimérica, también se conoce como taninos condensados o
proantocianidinas y corresponden a polimeros de diferente numero de monomeros de
flavanol (subunidades de flavan-3-oles) unidos entre si, mediante enlaces C4-C8 o C4-C6
(Khanbabaee y Van Ree, 2001; Terrier et al., 2009) y a partir de ellos es posible encontrar
una amplia variedad de compuestos de diversos pesos moleculares (Kennedy et al., 2006).

El andlisis de los compuestos fendlicos y especificamente de la familia de los taninos
condensados ha tomado gran importancia en el campo de la enologia y vitivinicultura



debido a su rol en la estabilidad de color, cuerpo, potencial de envejecimiento (Gonzalez-
Manzano et al., 2003). Sin embargo, poseen caracteristicas sensoriales que pueden resultar
negativas cuando son excesivas, como la astringencia y el amargor (Pefia-Neira, 2006;
Kennedy, 2008).

El grado de polimerizacion de las moléculas de compuestos fendlicos también influye en
su percepcion, de esta manera los monémeros se presentan mas amargos y menos
astringentes que los polimeros (Peleg et al., 1999; Broussaud et al., 2001), mostrando una
relacion inversa a medida que aumentan de tamafio (grado de polimerizaciéon),
disminuyendo el amargor pero aumentando su astringencia. Sin embargo, la
polimerizacion posterior conduce a la insolubilidad y por lo tanto a una pérdida de la
sensacion (Jackson, 2009; Pefia-Neira, 2009).

Asimismo, los compuestos base de los taninos pueden estar unidos al acido galico,
Ilamados taninos galoilados, mientras mayor sea éste, mayor sera el amargor que presenta
(Gawel, 1998). Ademas, a mayor grado de polimerizacién y menor grado de galoilacion
(nimero de moléculas de acido galico unido al tanino), el compuesto es menos astringente
y amargo (Kennedy et al., 2000; Jordao et al., 2001; Downey et al., 2003).

Dada la diversidad y complejidad de estructuras quimicas encontradas y el hecho de que
en la matriz del vino estos compuestos se encuentran junto a otro tipo de moléculas que
poseen similares grupos funcionales, la cuantificacion y caracterizacién de los taninos
condensados es un problema verdaderamente complejo, por lo tanto su analisis representa
un verdadero desafio para el &mbito de la investigacion cientifica (Mercurio y Smith,
2008).

Ultimamente, se han desarrollado nuevas metodologias que permiten conocer
caracteristicas cualitativas de los taninos, como el grado medio de polimerizacion de éstos
(mDP), el peso molecular promedio (aMW), el porcentaje de galoilacion (% G) (Kennedy
et al., 2001) y las concentraciones de las fracciones monoméricas (FI), oligoméricas (FII)
y poliméricas (FIII) (Sun et al., 1998a).

A la fecha solo existe una caracterizacion de las fracciones antocianicas y de compuestos
fenolicos de bajo peso molecular de vinos Malbec de diferentes zonas de Mendoza
(Fanzone et al., 2010), pero no existe informacion respecto a las fracciones de flavan-3-oles
de vinos argentinos Malbec y Cabernet Sauvignon de distintos precios de mercado.

En esta investigacion se analizaron vinos del cepaje Malbec, utilizando ademas de manera
complementaria muestras de la variedad Cabernet Sauvignon, cuyos vinos han sido
ampliamente estudiados (Lisoni, 2001; Monagas et al., 2003; Kusch, 2005; Narvéez, 2010;
Galvez, 2011).

En consideracion a estos antecedentes se hace indispensable caracterizar la fraccion
flavanica, responsables de conferir atributos positivos para el vino, pardmetros que estan
relacionados con su calidad enoldgica, que en la mayoria de los casos se ve expresado en el



precio de mercado. Consecuentemente, este estudio tiene como finalidad relacionar el
precio del vino con la calidad flavanica del mismo.

Por las razones expuestas con anterioridad, se ha propuesto el siguiente trabajo de
investigacion.

Objetivo

Caracterizar la fraccion flavanica de vinos argentinos de los cultivares Malbec y Cabernet
Sauvignon con distinto precio de mercado.



MATERIALES Y METODO

Lugar de estudio

El trabajo experimental y las determinaciones analiticas se realizaron en el Laboratorio de
Quimica Enoldgica y de Cromatografia del Departamento de Agroindustria y Enologia, de
la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, ubicada en la Comuna de
La Pintana, ciudad de Santiago, Region Metropolitana, Chile.

Materiales

Muestras

Se analizaron vinos argentinos de las variedades Malbec y Cabernet Sauvignon
provenientes de bodegas colaboradoras que producen vinos monovarietales, garantizando
de esta manera su pureza (100% monovarietales). En el Apéndice 1 se muestra el listado de
vinos segun variedad, categoria de precio, afio y bodega.

El ndmero total de muestras fue de 30 botellas (750 mL), correspondientes a distintas
categorias de precio, para las dos variedades mencionadas. Las categorias de precio a
utilizar fueron: categoria baja (<7 USD), media (>15 USD y <20 USD) y alta (>40 USD),
USD observado en Enero del 2011.

Las muestras de vinos para el estudio se obtuvieron por parte del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Mendoza, Argentina, donde fueron embotelladas en
condiciones controladas y almacenadas en oscuridad a temperaturas entre 12 y 15 °C,
abriéndose cada botella solo previo al analisis. Debido al tiempo requerido para completar
toda la metodologia analitica (alrededor de dos meses), las muestras de vino fueron
envasadas en botellas color ambar e inertizadas con N, para evitar posibles oxidaciones y
asi asegurar su correcta preservacion.



Equipamiento de laboratorio

Para realizar los analisis experimentales del presente trabajo se emplearon: Cartuchos
Waters modelo Sep-Pak Environmental tC18 37-55 pum y Sep-Pak Plus tC18 37-55 um;
una bomba de vacio marca Boeco modelo R-300; un bafio ultrasonico de 2,8 L marca
Branson modelo 2510; un agitador Vortex Mixter marca Boeco modelo V1 Plus; un
espectrofotdometro UV/VIS de doble haz marca Jasco modelo V-530; una balanza marca
Denver Instrument modelo XL-3100; un rotavapor marca Buchi modelo R-210, provisto de
una bomba de vacio modelo V700 y de un bafio maria modelo B-491; una centrifuga marca
Hareaus modelo Labouge 400; un pH-metro marca Hanna modelo pH-21; un desionizador
de agua Millipore; un cromatdgrafo liquido de alta eficacia (HPLC) marca Agilent
Technologies 1200 Series, este equipo estaba constituido por un inyector automatico
modelo L-7200, un detector de arreglo de fotodiodos alineados modelo L-7455. Para los
andlisis de compuestos fendlicos de bajo peso molecular se utilizé una columna Waters
Nova-Pak C;g (4um, 3,9 mm de didmetro interno por 300 mm de largo). Asimismo para los
estudios de Floroglucinol por HPLC-DAD, se emple6 una columna LiChro Cart 100 RP-18
(4 mm de diametro interno por 250 mm de largo). Ademas equipo basico de laboratorio
como matraces corazon, kitazato, Erlenmeyer y aforados; tubos de ensayo, gradillas,
columna de vidrio con base porosa de vidrio y valvula, algodén, limadura de vidrio,
probetas, vasos precipitados, baquetas, soportes, tripodes; embudo de decantacion,
mangueras, refrigerantes, pipetas, pisetas, probetas, micropipetas, puntas de micropipeta,
tubos eppendorf, viales, jeringas de filtracion, filtros de 0,22 um y 0,45 pum y sistema de
arrastre con Nj.

Reactivos

Como reactivos para los andlisis espectrofotométricos y cromatograficos se empled: Agua
destilada, metanol puro, tampon fosfato (Buffer pH 7), acetato de etilo, éter dietilico,
vainillina, acido sulfarico, agua bi-destilada, etanol, acido trifluoroacetico, acetona,
fractogel (Toyopearl HW-40F), floroglucinol, acido ascérbico, acido clorhidrico fumante
37%, metabisulfito al 15% (p/v) y acetato de sodio.
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Metodologia

Tratamientos y Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado que considerd 2 ensayos independientes
entre si, uno para cada variedad, con 3 tratamientos por ensayo correspondiente a las
categorias de precio baja, media y alta, que consta con 5 repeticiones por tratamiento
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Variedad empleada, categoria de precio y el nimero de repeticiones.

VARIEDAD TRATAMIENTOS CATEGORIA N° DE REPETICIONES

Ensayo 1 Malbec MBB Baja 5

(n=15) MBM Media 5

MBA Alta 5

Ensayo 2  Cabernet CSB Baja 5
Sauvignon ]

(n=15) CSM Media 5

CSA Alta 5

Procedimiento

La totalidad de las muestras, equivalentes a 30 botellas de vino (750 mL), fueron
conservadas en oscuridad a temperaturas entre 12 y 15°C y filtradas con una membrana de
0,22 um en el momento previo al analisis.

Variables a medir

Al conjunto de las muestras se le realizaron las siguientes determinaciones analiticas, (en el
Apéndice 11 se detalla la metodologia empleada).

Fenoles totales. Mediante espectrofotometria, expresado en mg EAG/L (Bordeu y Scarpa,
1998).
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Antocianos totales. Mediante decoloracion con bisulfito sodico, expresado en mg
equivalentes de Mv3GL/L (Garcia-Barceld, 1990).

Taninos totales. Mediante la reaccion de Bate-Smith, que consistié en la transformacion de
los taninos en antocianidinas por calentamiento en un medio &cido (Bate-Smith, 1981;
Zoecklein et al., 2000), expresados en g/L de (+)-catequina.

Floroglucinolisis. Se determino el grado medio de polimerizacion de los taninos mediante
una catalisis &cida en presencia de floroglucinol (Figura 1), (Kennedy y Jones, 2001).

Fraccionamiento de taninos. Se determind mediante la separacion de las procianidinas a
través del uso de cartuchos Sep-Pak Cig, en mondmeros, oligomeros y polimeros (Figura 2).
El contenido de cada fraccion fue determinado por reaccion con vainillina (Figura 3)
(Monagas et al., 2003), posterior anélisis espectrofotométrico a 500 nm y expresado en mg
(+)-catequina/L (Sun et al., 1998a).

Analisis Estadistico

La unidad muestral para el analisis estadistico corresponde a una botella de 750 mL. Los
datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante Analisis de Varianza (ANDEVA)
con 95% de confianza, con el objetivo de determinar diferencias entre los tratamientos
descritos para cada variedad estudiada. Un valor p < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo.

En caso de observar diferencias significativas entre los tratamientos se aplicé el Test de
Tukey. Para ejecutar los analisis se utilizd el software estadistico Minitab®16. Las figuras
y gréaficos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.
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Columna
TOYOPEARL
HW-40F

20 mL soluciéon A S
10 mL muestra filtrada

< con membrana 0,45 pm

50 ml solucién A

., . 30 mL solucién B
Elucién de Antocianos,

mondmeros y oligdmeros
de flavan-3-oles

FIll
Concentrado en un
Restituido con 0,5 mL de Rotavapor (30°C)
metanol y 0,5 ml S
solucion de floroglucinol
E Bafio maria a 50 °C
por 20 min.
0,5 mL de solucion de
acetato de sodio y enfriar —>
con agua Centrifugado a
<— 11500 rpm por 20
min
Filtrado con Membrana
Millipore 0,22 pm S
Cromatrografia
Liquida
(HPLC-DAD)

Figura 1. Esquema anélisis, catalisis acida en presencia de floroglucinol.
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10 mL de vino

Filtrado con S
Membrana 0,45 pum
Concentrado en un
< Rotavapor (30°C)
Restituid,o con 20 mL S
tampdn fosfato ]
Ajustado a pH 7 con
< NaOH o HCI
Cartuchos Sep-Pak Cyg Condicionado con
< 10 mL metanol, 20 mL
agua destilada y
] 10 mL tamp6n fosfato.
10 mL tampon fosfato
12,5%
Acidos Fenolicos . Sequedad con N,
por 2 horas
25 mL Acetato de
etilo
15 mL de Metanol Fl + FIl
2 Concentrado en un
F 1l Rotavapor (30°C)
Restituido con 10
< mL tampon fosfato

Condicionado con
10 mL metanol, 20 mL
agua destilada y
10 mL tamp6n fosfato.

> | Cartuchos Sep-Pak Cig

< Sequedad con N,

por 2 horas
25 mL éter dietilico
Fl 15 mL de
Metanol

Figura 2. Esquema de fraccionamiento de taninos. -




14

Espectrofotometria a 500
nm por 1, 1800 y 5000 s
respectivamente

Figura 3. Esquema ensayo de la vainillina.

FI, FlIly FIH
Concentrado en un
rotavapor (30°C) >
Restituido con 4,5 mL
< de metanol
1mL 1mL
2,5 mL de H,SO,al s < 1 2,5mL de H,SO,al
25% viv en metanol 25% v/v en metanol
2,5 mL de vainillina N
al 1% p/v en metanol D 2,5 mL de metanol
Muestra Blanco
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles totales

El anélisis de fenoles totales indica la concentracion de compuestos fendlicos, sin detallar
sobre las familias especificas presentes (Zamora, 2003). Segun el mismo autor, los
compuestos fenolicos totales en vinos tintos poseen una concentracion porcentual promedio
de &cidos fendlicos (9,4 %); flavonoles (6,4%); taninos hidrolizables (5,5%); flavanoles
(65,0%) y antocianos (13,7%). Todos los compuestos fendlicos poseen de cierto modo,
propiedades organolépticas definidas (Monagas et al., 2005), pero desde la perspectiva
sensorial son los flavanoles y los antocianos son los que tienen mayor relevancia en el vino
tinto y por ende determinan fuertemente sus caracteristicas positivas (Gawel, 1998).

Como se observa en la Figura 4, es posible destacar diferencias entre las categorias de
precio; en promedio los vinos de la categoria de precio alta mostraron mayores
concentraciones de fenoles totales, mientras que el menor contenido se observo siempre en
la categoria baja para ambas variedades. Los resultados se sitlan entre 2667,5 a 3905,0
mg/L y 2765,3 a 3944,3 mg/L de &cido galico en Malbec y Cabernet Sauvignon
respectivamente (Cuadro 2, Apéndice I1l1). Estos resultados son similares a los publicados
por otros autores en vinos de las mismas variedades (Fanzone et al., 2010; Ginjom et al.,
2010).

Los resultados del anlisis de varianza concluy6 que existen diferencias significativas entre
las categorias de precio, para ambas variedades, donde existe una influencia positiva de
estos compuestos con respecto al valor comercial, que muestra un contenido
significativamente mayor en la categoria alta y media con respecto a la categoria baja
(Figura 4).

Estos resultados tienen una explicacion asumiendo que los vinos pertenecientes a la
categoria de precio alta y media provienen de uvas cosechadas en madurez fendlica, de
vifiedos de menor rendimiento y que fueron elaborados bajo procesos de vinificacion
donde el tiempo de contacto de las partes sélidas con el mosto o vino y la temperatura son
los factores méas importantes durante el proceso, otorgando caracteristicas que definen a
este tipo de vinos en funcién de su calidad enoldgica, como son estabilizacion del color, el
cuerpo y la estructura, entre otros (Kovac et al., 1992; Zimman et al., 2002). Ademas,
producto de la guarda en barrica ocurre una extraccion de taninos hidrolizables (polimeros
del acido galico y elagico) que provocan que el contenido de fenoles totales de este tipo de
vinos sea mayor que en vinos de categoria de precio baja, en donde los procesos extractivos
Son menores y N0 necesariamente pasan por un proceso de envejecimiento en madera.
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Fenoles totales

5000 1= ! ! ! ! ! ! ! ! - Categoria de precio baja.
4000 b b 1 = Categoria de precio media.
b ab - Categoria de precio alta.

S 3000 a* [ a S -
c’ ..... e
e | B |
o | .
5 2000 el .

1000+ [goag] -

0 T —— T L T
Malbec Cabernet Sauvignon

Figura 4. Contenido de fenoles totales (mg EAG/L). (*) Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05
Test de Tukey).

Taninos totales

Los taninos totales fueron los compuestos mas abundantes identificados en todas las
muestras, los cuales se exponen graficamente en la Figura 5.

Los resultados se sitan en un rango entre 4502,3 a 6222,1 y 4688,9 a 4947,8 mg/L de
(+)-catequina, en Malbec y Cabernet Sauvignon respectivamente, valores mayores a los
encontrados por Narvéez (2010) en variedad Cabernet Sauvignon y utilizando la misma
metodologia (Cuadro 2, Apéndice III).

El resultado del analisis de varianza concluy6 que existen diferencias significativas entre
las categorias de precio solo para el ensayo de Malbec, en donde existe una influencia
positiva de estos compuestos en el valor comercial, que muestra un contenido
significativamente mayor en la categoria alta y media con respecto a la categoria baja,
mientras que en los vinos del cultivar Cabernet Sauvignon no se encontraron diferencias
significativas para este parametro (Figura 5).

Las concentraciones normales y esperadas de encontrar en un vino tinto varian entre 1500 y
5000 mg/L de (+)-catequina, dependiendo, entre otros factores, de la variedad de la uva, su
grado de madurez, técnicas de vinificacion enfocados para lograr una mayor extraccion de
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las bayas como maceraciones prolongadas, alto contenido de etanol, que solubiliza a estos
compuestos, altos niveles de SO, que permeabiliza las membranas celulares, frecuencia e
intensidad de remontajes, temperatura de fermentacion y edad del vino (Zoecklein et al.,
2000; Monagas et al., 2005; Sacchi et al., 2005).

Por otra parte, es necesario considerar que los taninos presentan cambios por precipitacion,
ruptura de aquellos de gran tamafio y formacion de otros de tamafio medio
(polimerizacién), lo que modificara las propiedades sensoriales de astringencia y amargor
(Gawel et al., 2001; Jackson, 2008).

Estas reacciones, asociadas frecuentemente a un medio oxidativo se ven favorecidas en el
caso de la formacion de nuevos pigmentos y polimerizacién de taninos, por la presencia de
etanal (acetaldehido) el cual sirve de puente entre las moléculas (uniones tanino-antociano
y tanino-tanino), y que se forma por la oxidacién de etanol durante la guarda en barrica o
cuando el vino se somete a tratamientos como la microoxigenacion (Pefia-Neira, 2009).

Taninos totales

80001 ' ' ' ' ' ' ' ' - Categoria de precio baja.
b Categoria de precio media.
b ] .
1 60004 o n - Categoria de precio alta.
2 S . S a ’ g
p a* [
g | g [
S 40004 eaga] 7
o
s | .
E .....
Q ki
< 20004 N [ .
0 T - I - T I T

Malbec Cabernet Sauvignon

Figura 5. Contenido de taninos totales expresado en g equivalentes de (+)-catequina/L.
(*) Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre categorias de
precios para la misma variedad (p < 0,05 Test de Tukey).
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Antocianos totales

Los Antocianos presentes en las pieles de las uvas tintas aportan el color al vino, primera
caracteristica que se evalia al momento de degustar un vino, ademas, junto con la
astringencia y amargor, son parametros organolépticos relacionados con la calidad final del
vino tinto (Garcia-Puente, 2006). Asimismo, a través del color es posible asociarlos con el
potencial de guarda, edad, concentracion tanica, estado de conservacion e incluso defectos
(Jaffré et al., 2009).

Durante la vinificacién, la manera en que se conduce la fermentacion y maceracion influye
mayoritariamente sobre la cantidad de antocianos presentes en el vino (Kennedy, 2008).
Por otra parte, la extractabilidad de los antocianos es también un factor principal que
determina su concentracién, condicion que aumenta mientras mayor sea el grado de
madurez de la uva (Kennedy et al., 2001; Canals et al., 2005).

Los resultados se ubican en un rango entre 324,8 a 411,0 mg/L de Mv3GL en Malbec que
concuerda con lo expuesto por Fanzone et al. (2010) y 216,4 a 320,7 mg/L de Mv3GL en
Cabernet Sauvignon, valor inferior al resultado obtenido por Gélvez (2011) en la misma
variedad y metodologia (Cuadro 2, Apéndice I11).

El resultado del andlisis de varianza concluyo que existen diferencias significativas entre
las categorias de precio solo para el ensayo de Cabernet Sauvignon, en donde existe una
influencia positiva de estos compuestos con respecto a su valor comercial, mientras que en
el cultivar Malbec no se encontré diferencias significativas para este parametro (Figura 6).
No obstante, en promedio los vinos de la categoria alta para ambas variedades mostraron
mayores concentraciones de antocianos totales. Estos resultados estan de acuerdo con los
obtenidos por otros autores en vinos de las mismas variedades (Fanzone et al., 2010;
Kontoudakis et al., 2011).
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Antocianos totales

500
' ' ' ' ' ' ' ' ' - Categoria de precio baja.
400 a Categoria de precio media.
4 a 4
- — b - Categoria de precio alta.
y i b
Eﬁ 3004 — -
9 a (&8
> 200 e T
> | e el
100+ jgacg] T
0 T —T— T =T T
Malbec Cabernet Sauvignon

Figura 6. Contenido de antocianos totales expresado en Mv3GL mg/L. (*) Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma
variedad (p <0,05 Test de Tukey).

Fraccionamiento de taninos

Los flavan-3-oles se pueden encontrar como mondmeros, oligomeros o polimeros, siendo
las dos dltimas formas también conocidas como proantocianidinas o taninos condensados,
los que se pueden clasificar segun el nimero de unidades monomeéricas que las conforman.

Actualmente no existe un criterio unanime que indique el nimero de unidades
monomeéricas de flavan-3-oles que forman un oligdmero o un polimero. Segin Monagas et
al. (2005), un oligémero tiene un grado medio de polimerizacion entre 2 y 5 unidades que
no pueden ser separadas dado el alto nimero de posibles isomeros. Sin embargo, es
importante recalcar que esta definicion es subjetiva y varia segun el sustrato, técnica
empleada o autor (Monagas et al., 2005). A modo de ejemplo, Souquet et al. (1996) definen
a los oligbmeros como aquellos compuestos que poseen entre 2 a 10 unidades y a los
polimeros con un mDP mayor a 10.

Sun et al. (1998a) indican que la fracciébn monomérica (FI) consta solo de (+)-catequina,
(-)-epicatequina y (-)-epicatequina-3-O-galato, mientras que la fraccion oligomérica (FII)
estd formada por dimeros y trimeros de proantocianidina y la fraccion polimérica (FIII) se
compone de las proantocianidinas poliméricas. En este aspecto Zamora (2003), sefiala que
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los flavanoles monoméricos tienen una tendencia clara a polimerizar y formar estructuras
cada vez méas complejas, conforme avanza el proceso de vinificacién y ademas frente a un
aumento en la edad del vino.

Para la concentracion monomérica los rangos se disponen entre 7,3 a 10,0 mg/L de (+)-
catequina para la variedad Malbec y 11,6 a 14,8 mg/L de (+)-catequina en Cabernet
Sauvignon, valor bastante inferior a los resultados obtenidos por Narvéez (2010) en la
misma variedad (Cuadro 3, Apéndice III).

El resultado del analisis de varianza concluyd que existen diferencias significativas entre
las categorias de precio solo para la variedad Malbec. No obstante, el promedio de FI para
ambas variedades mostré siempre una disminucion en vinos de categoria de precio alta
(Figura 7 y Figura 8).

Esto tiene una explicacion debido a las técnicas enoldgicas empleadas y al envejecimiento
en barrica, ya que a medida que avanza la vinificacion los monomeros de flavan-3-oles
tienden a unirse entre si y a formar oligomeros y polimeros. Ademas, pueden acoplarse con
antocianos otorgando estabilidad del color, que consecuentemente hacen disminuir su
concentracion. De esta manera es esperable que vinos de categorias de precio alta
(generalmente relacionado a vinos de guarda) presenten bajas concentraciones de
flavan-3-oles monoméricos (Noble, 1994; Gawel, 1998; Centeno, 2006).

En relacion a la concentracion de oligomeros (Cuadro 3, Apéndice Il11), el resultado del
analisis de varianza concluy6 que no existen diferencias significativas entre las categorias
de precio en ninguna de las variedades estudiadas y por ende no existe influencia de los
oligébmeros en el valor comercial del vino.

Los resultados de la fraccion polimérica se sitlan en un rango que va desde 1307,7 a 1601,0
y 1603,8 a 2049,4 mg/L de (+)-catequina, en Malbec y Cabernet Sauvignon
respectivamente (Cuadro 3, Apéndice I11).

Con respecto a la concentracion de polimeros, el resultado del analisis de varianza concluyé
que existen diferencias significativas solo para la variedad Cabernet Sauvignon, en donde
se comprueba una influencia positiva de estos compuestos en el valor comercial, que
mostré un contenido significativamente mayor en la categoria alta con respecto a la
categoria media y baja. Asimismo, el promedio de la FIIl siempre tendio a aumentar en
vinos de categoria de precio alta, tanto en Malbec y Cabernet Sauvignon (Figura 7 y Figura
8).

El contenido relativo de las diversas fracciones obtenidas en este trabajo coincide con los
resultados obtenidos por Monagas et al., (2003).
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Malbec
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Figura 7. Fraccionamiento de taninos expresado en mg/L de mondmeros, oligdmeros y
polimeros. (*) Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05 Test de Tukey).

Cabernet Sauvignon

2500
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Figura 8. Fraccionamiento de taninos expresado en mg/L de mondmeros, oligdbmeros y
polimeros. (*) Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05 Test de Tukey).
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Floroglucinolisis

El Cuadro 5 (Apéndice Il1), muestra los resultados de los analisis de las proantocianidinas
en vinos Malbec y Cabernet Sauvignon a través de una catalisis acida en presencia de
floroglucinol.

En relacion a mDP, que representa el nimero medio de unidades monoméricas de
proantocianidinas. Segun Monagas et al., (2003) el valor promedio de mDP en un vino
tinto varia entre 6,9 y 13. El rango de mDP obtenido va desde 4,5 hasta 6,1 y 4,7 a 5,3 en
Malbec y Cabernet Sauvignon respectivamente (Cuadro 5, apéndice Il1), valores menores a
los encontrados por Coronado (2011) en la misma variedad; el resultado del analisis de
varianza concluy6 que existen diferencias significativas entre las categorias de precio solo
para vinos de la variedad Malbec, en donde se comprueba que el grado medio de
polimerizacion aumenta en vinos de alto valor comercial. Asimismo, el promedio es
siempre mayor mientras aumenta el valor comercial del vino para ambas variedades
(Figura 9).

Con respecto a aMW, el resultado del anlisis de varianza concluyo que existen diferencias
significativas entre las categorias de precio tanto en Malbec como en Cabernet Sauvignon,
donde se comprueba una influencia positiva entre aMW vy el valor comercial, que mostr6 un
contenido significativamente mayor en la categoria de precio alta con respecto a la
categoria media y baja (Figura 10).

mDP
8
' ' ' ' ' ' ' ' ' - Categoria de precio baja.
b Categoria de precio media.
6 b a 1 - Categoria de precio alta.
a* a a

E 47 ]

2 - -

0 T ~ I = T I T

Malbec Cabernet Sauvignon

Figura Grado medio de polimerizacion (mDP). (*) Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05
Test de Tukey).
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Figura 10. Peso molecular promedio (aMW). (*) Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05
Test de Tukey).

El nivel de astringencia y amargor que aporta un tanino esta dado como se ha dicho por el
porcentaje de galoilacién, pero también por su tamafio o grado de polimerizacion, es decir a
mayor grado de polimerizacion y menor porcentaje de galoilacién, el tanino es menos
astringente y amargo (Kennedy et al., 2000; Jordao et al., 2001; Downey et al., 2003;
Jackson, 2009).

Con respecto al % G, los resultados se situaron entre 1,6 a 1,8 % en Malbec y 1,8 a2 2,2 %
en Cabernet Sauvignon (Cuadro 5, Apéndice I11), valores bajos en comparacién con el % G
promedio de 3,4 encontrados por Monagas et al. (2003) en Cabernet Sauvignon. El
resultado del andlisis de varianza concluy6 que no existen diferencias significativas para
ninguna de las variedades estudiadas (Figura 11).

Fue interesante encontrar bajo porcentaje de galoilacion en las categorias baja, media y alta,
ya que a mayor presencia de acido galico unida al tanino, mayor amargor y astringencia,
parametros negativos desde el punto de vista sensorial, por lo que se concluye que ninguna
categoria de precio presenta dichas caracteristicas.

El grado de galoilacion disminuye con el periodo de maduracion de las bayas, aumentando
por otra parte el grado de polimerizacion. Por lo tanto para elaborar vinos finos con taninos
de buena calidad enologica, se hace indispensable realizar una cosecha cada vez mas tardia
esperando una mayor madurez fendlica, tomando en cuenta aspectos como la senescencia
de las bayas que podria afectar a otros compuestos de importancia como son los aromas, 0
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bien aumentar la susceptibilidad a la aparicion de hongos asociados a cuadros de
senescencia de bayas (Zoecklein et al., 2000; Pefia-Neira, 2006).

% G

2.5 T T

2.0
a*
1.5

% G

1.0+

0.5+

0.01—

Malbec

Cabernet Sauvignon

- Categoria de precio baja.
Categoria de precio media.
- Categoria de precio alta.

Figura 11. Porcentaje de galoilacion (%G). (*) Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma variedad (p < 0,05

Test de Tukey).
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CONCLUSION

De acuerdo a las condiciones empleadas en este estudio, se puede concluir que:

Se pudo caracterizar las diversas fracciones flavanicas de vinos argentinos de los
cultivares Malbec y Cabernet Sauvignon con distinto precio de mercado.

En general para las variables analizadas en este estudio, se observo que los valores
promedios fueron mayores en vinos de categoria de precio alta, por ende se logro
constatar que existe una relacion entre la concentracion de los compuestos
mencionados Yy el valor comercial del vino. Por lo tanto se concluye en base a los
resultados obtenidos que vinos de categorias altas de precio, tanto para la variedad
Malbec y Cabernet Sauvignon revelan una riqueza flavanica y gran potencial para
producir vinos de la mas alta calidad enoldgica y sugiere un avance en el
conocimiento sobre vinos argentinos de la variedad Malbec para la industria
enoldgica a nivel mundial.
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Listado de vinos segun variedad, categoria de precio, afio y bodega.

Variedad Categoria Afio Bodega

MB Baja 2008  Séptima

MB Baja 2008  Nieto Senetiner
MB Baja 2009 Tapiz

MB Baja 2008  Cap Vistalba
MB Baja 2009  Catena Zapata
MB Media 2008  Nieto Senetiner
MB Media 2008  Mendel

MB Media 2008  Séptima

MB Media 2008  Tapiz

MB Media 2008  Cobos

MB Alta 2008  Mendel

MB Alta 2008  Tapiz

MB Alta 2008  Nieto Senetiner
MB Alta 2009  Cap Vistalba
MB Alta 2008  Catena Zapata
CS Baja 2008  Nieto Senetiner
CS Baja 2008  Septima

CS Baja 2009  Catena Zapata
CS Baja 2009  Chandon

CS Baja 2009 INTA

CS Media 2008  Nieto Senetiner
CS Media 2008  Septima

CS Media 2008  Tapiz

CS Media 2009  Cap Vistalba
CS Media 2008  Chandon

CS Alta 2008  Catena Zapata
CS Alta 2008  Chandon

CS Alta 2009  Mendel

CS Alta 2008  Tapiz

CS Alta 2008 Nieto Senetiner
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Detalle de la metodologia empleada.

Fenoles totales. La determinacion de fenoles totales se realizo mediante analisis
espectrofotométrico a 280 nm con respecto a un blanco de agua, en cubetas de cuarzo de 10
mm de paso Optico, previa dilucion de las muestras en agua destilada (1:100). La
absorbancia obtenida se multiplic6 por la dilucion (100) y por el factor 28,9. La
concentracion de fenoles totales obtenidos se expresé en mg/L de &cido galico (EAG)
(Bordeu y Scarpa, 1998).

Antocianos totales. La determinacion de antocianos totales se realizd6 mediante la
decoloracién con bisulfito sodico (Garcia-Barcel6, 1990). En un matraz Erlenmeyer se
mezclé 1 mL de la muestra de vino con 1 mL de HCL al 0,1% p/v en etanol al 95% y 20
mL de una solucion acuosa de HCL al 2% p/v. La mezcla anterior se separ6 en dos tubos de
ensayo A y B (10 mL para cada uno). Adicionalmente se agregd al tubo A, 4 mL de
NaHSO3 al 15% p/v en agua y al tubo B, 4 mL de agua destilada. Transcurridos 20 minutos
se leyo el valor de la absorbancia a 520 nm contra un blanco de agua, en cubetas de 10 mm
de paso optico. Posteriormente la diferencia de las absorbancias de cada tubo se multiplico
por el factor 865. La concentracion de antocianos totales obtenidos se expreso en mg/L de
Mv3GL.

Taninos totales. La determinacion de taninos totales se realizd mediante la reaccion de
Bate-Smith, que consistio en la transformacion de los taninos en antocianidinas por
calentamiento en un medio acido (Bate-Smith, 1981; Zoecklein et al., 2000). La muestra de
vino se diluyd en agua destilada (1:50). Luego a dos tubos de ensayo A y B, cada uno con 4
mL de la dilucién anterior, se les adicion6 2 mL de agua destilada y 6 mL de HCI al 37%
v/v para cada tubo. El tubo A se colocé en un bafio de agua a 100 °C durante 30 minutos,
mientras el tubo B se dejoé a temperatura ambiente en oscuridad. Una vez frios los tubos, se
les adicion6 1 mL de etanol al 95%. Despues se midié la absorbancia a 550 nm contra un
blanco de agua, en cubetas de 10 mm de paso éptico. Posteriormente la diferencia de las
absorbancias de cada tubo se multiplicé por el factor 19,3. La concentracion de taninos
totales obtenidos se expresaron en g/L de (+)-catequina.

Las mediciones de fenoles totales, antocianos totales y taninos totales se efectuaron en un
espectrofotdmetro UV-vis Jasco modelo V-530.

Floroglucinolisis. El grado medio de polimerizacién de los taninos se determiné mediante
una catélisis acida en presencia de floroglucinol (Figura 1), (Kennedy y Jones, 2001). Para
aislar los polimeros de flavan-3-oles de cada muestra se utilizé una columna preparada a
base de fractogel Toyopearl HW-40F. El procedimiento consistié en realizar un lavado con
20 mL de una solucién de etanol al 55% v/v con 0,05% v/v de &cido trifluoroacético y 45%
de agua bidestilada (Solucién A). Posteriormente se adicionaron 10 mL de la muestra
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previamente filtrada y luego se descartaron los antocianos, mondémeros y oligbmeros de
flavan-3-oles, entre otros, con 50 mL de la solucién descrita anteriormente. La fraccion
polimérica se obtuvo con 30 mL de una solucion de acetona al 60% v/v en agua bidestilada
(Solucion B). Los polimeros de flavan-3-oles aislados se concentraron en un rotavapor a
30°C. Luego se mezclé 0,5 mL de metanol con 0,5 mL de una solucion 0,1 N de HCI en
metanol con 50 g/L de floroglucinol y 10 g/L de acido ascérbico (Solucién de
Floroglucinol). Las proantocianidinas de interés reaccionaron en esta solucién a 50 °C
durante 20 minutos a bafio maria. Transcurrido este tiempo se agregd 0,5 mL de acetato de
sodio para detener la reaccion y se enfrié inmediatamente con agua fria. Por ultimo la
muestra se centrifugd a 11500 rpm en un tiempo de 20 minutos. Finalmente la muestra se
filtré en una jeringa provista de membranas Millipore de 0,22 um, posteriormente se midio
en un cromatografo liquido (HPLC-DAD) modelo Agilent 1200.

Los diferentes compuestos fueron identificados con sus espectros de absorciéon y se
compararon los tiempos de retencion con los indicados en la literatura. La cuantificacion se
realiz6 utilizando los siguientes estandares externos: EGC para EGC unida a floroglucinol
(EGC-F), C para C unida a floroglucinol (C-F), y EC para EC unida a floroglucinol (EC-F)
y ECG para ECG unida a floroglucinol (ECG-F).

El grado medio de polimerizacion (mDP) se obtuvo por la division entre la totalidad de las
subunidades identificadas (proantocianidinas terminales y extension) y las
proantocianidinas terminales. En el caso del porcentaje de galoilacion (% G) se consiguio
por division entre la totalidad de proantocianidinas galoiladas y la totalidad de las
proantocianidinas identificadas, multiplicado por 100. Finalmente, el peso molecular
promedio (aMW) se logro del resultado de la ecuacién mDP*[288+(152*%G/100)]+2.

Fraccionamiento de taninos. La separacion de los taninos se realiz6 mediante cartuchos
Waters Sep-Pak Cig (Monagas et al., 2003), como se detalla en la Figura 2. La muestra de
10 mL de vino previamente filtrada con una membrana de celulosa de 0,45 pm, se
concentrd hasta sequedad en un rotavapor a 30 °C, luego se restituy6é con 20 mL de tampon
fosfato pH 7,0. Cuando fue necesario, se ajusté el pH a 7,0 con soluciones de NaOH o HCI.
Dos cartuchos Sep-Pak Cig fueron conectados en serie, en la parte superior se colocé un
cartucho Waters Sep-Pak tC;g Environmental y en la parte inferior un Waters Sep-Pak Plus
tCyg, estos fueron condicionados con 10 mL de metanol, 20 mL de agua destilada y 10 mL
de tampon fosfato pH 7,0. Posteriormente se agregaron las muestras a través de los
cartuchos e inmediatamente los &cidos fendlicos se eliminaron por elucion con 10 mL de
tampon fosfato pH 7,0 al 12,5% v/v en agua destilada. Después de secar los cartuchos
durante dos horas con N, la elucion de los monémeros y oligdmeros de flavan-3-oles
(fracciones Fl y FlI, respectivamente) se realizd con 25 mL de acetato de etilo, seguida por
la elucién de las proantocianidinas poliméricas (fraccion FIlI) con 15 mL de metanol. Para
separar las fracciones FI y FlI, el acetato de etilo se concentro hasta la sequedad en un
rotavapor a 30°C, luego se restituyd en 10 mL de tampon fosfato pH 7,0 y finalmente se
redepositd en la misma serie de cartuchos reacondicionada como se describi6
anteriormente. Estos nuevamente se secaron con N, durante 2 horas y los monémeros se
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separaron de los oligdbmeros por elucion secuencial con 25 mL de éter dietilico (FI) y 15
mL de metanol (FII). Las tres fracciones fueron concentradas hasta la sequedad en un
rotavapor a 30°C y redisueltas en 4,5 mL de metanol. El contenido total de cada fraccion se
determin6 mediante el ensayo de la vainillina.

Ensayo de la vainillina. La concentracion de las fracciones obtenidas (FI, FIl y FIII) se
determinaron segun el método descrito por Sun et al. (1998b), detallado en la Figura 3. La
muestra seca se restituyd con 4,5 mL de metanol, posteriormente en un tubo de ensayo se
adiciono 1 mL de la muestra restituida, mas 2,5 mL de H,SO,4 al 25% v/v en metanol y 2,5
mL de vainillina al 1% p/v en metanol. Se prepard simultaneamente un blanco de la misma
forma, pero sustituyendo la vainillina al 1% p/v en metanol, por metanol puro. En el caso
de la FI la absorbancia se midié a 500 nm de manera inmediata previo bafio maria a 30°C
por 15 minutos. Para las fracciones FII y FllI, la reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente y la lectura se realiz6 por 1800 y 5000 s respectivamente. Todas las mediciones se
realizaron en el espectrofotometro UV-vis Jabco modelo V-530.
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Cuadro 2. Analisis de fenoles totales, taninos totales y antocianos totales.

Tratamiento Fenoles totales™ Taninos totales” Antocianos totales®™

Prom = DE Prom = DE Prom = DE
MBB 2667,5*+ 87,6 4502,3% + 138,9 324,8%+ 26,9
MBM 3110,6%° +274.4 5759,1°+ 1458 369,9%+ 24,4
MBA 3905,0° +267,8 6222,1° + 352,7 411,0°+ 37,4
CSB 2765,3° +1159 4688,9% + 206,7 216,4°+ 13,8
CSM 3251,6% + 256,0 5171,4% + 406,5 307,3" + 18,7
CSA 3944,3° +3483 4947,8% + 448,3 320,7° + 18,9

Prom: Promedio de 5 repeticiones; DE: Desviacion Estandar. (*) Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre categorias de precios para la misma
variedad, de acuerdo al test de Tuckey con respecto a la interaccion entre la variedad y la
categoria de precio, considerandose significativa cuando (p < 0,05).

(1)Expresado en mg EAG/L

(2)Expresado en (+)-catequina mg/L
(3)Expresado en Mv3GL mg/L

Cuadro 3. Analisis de fraccionamiento de taninos.

Tratamiento Mondmeros™ Oligémeros® Polimeros®

Prom = DE Prom + DE Prom = DE
MBB 75 +0,2 67,1°+ 57 1307,7% + 101,7
MBM 10,0b +1,2 69,4°+ 8,5 1277,0° + 134 ,4
MBA 73 +10 51,3+ 572 1601,0% + 126,7
CSB 14,8+ 2,0 81,7+ 6,40 1603,8% + 102,7
CSM 11,6°+1,7 90,74+ 10,5 1592,3% + 94,7
CSA 13,22+ 0,6 75,6%+ 3,50 2049,4°+ 31,4

Prom: Promedio de 5 repeticiones; DE: Desviacion Estandar. (*) Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre las categorias de precio para la misma
variedad, de acuerdo al Test de Tuckey con respecto a la interaccion entre la variedad y la
categoria de precio, considerandose significativa cuando (p < 0,05).

(1), (2), (3); FI, FII, FIII respectivamente, expresados en (+)-catequina mg/L.
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Cuadro 4. Analisis de fraccionamiento de taninos expresado en porcentaje.

Tratamiento Polimeros™ Oligémeros® Mondmeros™

Prom + DE Prom + DE Prom = DE

MBB 94,5®" +0,5 4,9* +0,5 0,56%+ 0,05

MBM 93,9 +0,9 5,3* +0,9 0,78+ 0,17

MBA 96,4" +0,4 3,1°+0,3 0,48%+ 0,09
94,9%* 4,5 0,6

CSB 94,3" +0,3 4,8°+0,3 0,867+ 0,07

CSM 94,0° +0,7 54°+ 0,6 0,70+ 0,10

CSA 95,8° +0,1 3,5°+0,1 0,62%+ 0,02
94,7 4,6 0,7

Prom: Promedio de 5 repeticiones; DE: Desviacion Estandar. (*) Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre las categorias de precio para la misma
variedad, de acuerdo al Test de Tuckey con respecto a la interaccion entre la variedad y la
categoria de precio, considerandose significativa cuando (p < 0,05). (**)Promedio de las 3
categorias de precio.

(1), (2), (3); FHI, FII, FI respectivamente, expresados en porcentaje (%).

Cuadro 5. Resultados de Floroglucinolisis.

Tratamiento mDPY amMmw® % G
Prom = DE Prom = DE Prom = DE
MBB 45 +0,3 1312,9* + 72,6 1,6°+0,1
MBM 5,0°+0,2 1450,7%+ 54,5 1,82+ 0,1
MBA 6,1" +04 1770,7° + 89,7 1,8°+0,1
CSB 47°+0,3 1323,8%+ 79,3 2,0°+0,2
CSM 45%+0,1 1302,0* + 39,4 1,8°+0,2
CSA 5,3°+ 0,4 1561,5° + 52,3 2,2+0,1

Prom: Promedio de 5 repeticiones; DE: Desviacion Estandar. (*) Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre las categorias de precio para la misma
variedad, de acuerdo al Test de Tuckey con respecto a la interaccién entre la variedad y la
categoria de precio, considerandose significativa cuando (p < 0,05).

(1) Grado medio de polimerizacién.

(2) Peso molecular promedio.

(3) Porcentaje de galoilacion.
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Figura 9. Cromatograma tipo (280nm) por HPLC-DAD, analisis de floroglucinolisis en
vino de variedad Malbec. Los picos corresponden a: (1) (-)-epigalocatequina unida a
floroglucinol (EGC-F); (2) (+)-catequina unida a floroglucinol (C-F); (3) (-)-epicatequina
unida a floroglucinol (EC-F); (4) (+)-catequina; (5) (-)-epicatequina-3-O-galato unida a
floroglucinol; (6) (-)-epicatequina.



