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Resumen

En este trabajo se analizd la composicidn antocia nica en vinos tintos jovenes de la D.O. Navarra.
Se trata de vinos comerciales, de tres variedades de Vitis vinifera, dos autdctonas, Tempranillo y
Garnacha, y otra ford nea pero muy implantada en la region, Cabernet Sauvignon. Se han
estudiado dos vendimias consecutivas correspondientes a los afi os 1999 y 2000. Mediante la
técnica anali tica de cromatografi a li quida de alta resolucién se han separado y cuantificado 14
compuestos antocid nicos correspondientes a los 3-monoglucésidos de cuatro antocianidinas
(delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina); cinco derivados acéticos de los anteriores;
cuatro derivados cuma ricos y un derivado cafeico (cafeoato del monoglucosido de malvidina).

De los resultados obtenidos no se observa una clara diferenciacion de las variedades tanto en el
contenido de antocianos totales como en el de antocianos libres, si bien se han observado
patrones de antocianos individuales propios de cada variedad. Estos patrones se caracterizan por
las diferentes proporciones de acilacion del azu car y por la identidad del agente acilante.

Résume

Dans ce travail on analyse la composition anthocyanique de vins rouges jeunes de la A.O.

Navarra. Ce sont des vins commerciaux des cépages Tempranillo, Garnacha et Cabernet

Sauvignon des vendanges 1999 et 2000. On a séparé et quantifié par cromatographie liquide

d’” haute résolution (CLHP) 14 composés anthocyaniques que correspondent au 3-
monoglucosides de quatre anthcyanidines (delphinidin, petunidin, peonidin et malvidin); cinq

dérivés acétiques des mémes; quatre dérivés cumariques et un dérivé cafeique (cafeoate du

monogluside de malvidine).

Les résultats ne montrent pas une claire différentiation des cépages par la quantité d” anthocyanes
totaux et d” antohocyanes libres, mais on a observé patrons individuels qui caractérisent chaque
cépage et qui sont distinguées par les différents taux d” acylation du sucre aussi que par 1" identité
de1” agent acylant.



Introduccion

El sector vitivini cola constituye una de las principales actividades agri cola e industrial de la
Comunidad Foral de Navarra. Es por ello, que se debe tratar de impulsar el desarrollo
cienti fico y tecnoldgico de este importante sector socioecondmico, sin olvidarnos de los
cambios que se esta n produciendo en los ha bitos del consumidor. Estos cambios nos indican
una evolucion favorable en el consumo de vinos de calidad.

En el caso de los vinos tintos, los compuestos polifendlicos, y los productos de sus reacciones
qui micas, juegan un papel importante ya que son los responsables principales del color y del
sabor de los mismos. Por lo tanto, estas sustancias representan una de las variables que ma s
influyen en la calidad final del vino tinto.

Entre estos compuestos se encuentran los antocianos. Estructuralmente, los antocianos
pertenecen al grupo de compuestos fenolicos llamados flavonoides, que se caracterizan por la
presencia de un aglucon (antocianidina) unida a una o varias moléculas de azu car que pueden
estar o no esterificadas con 4 cidos orgéa nicos. Estas moléculas provienen de diferentes partes
del racimo de uva y son extrai das durante la vinificaciéon. Roggero y col. (1986) sefi alan que
la concentracidon de antocianos, siendo una caracteri stica relacionada con la naturaleza de la
uva, vari a en funcion de caracteri sticas clima ticas y pedoldgicas.

La importancia de esta familia de compuestos polifendlicos sobre la calidad final del vino,
nos ha llevado a emprender esta investigacion, con el objetivo de determinar la composicion
antocid nica de los vinos tintos jovenes de la D.O Navarra, procedentes de tres variedades
distintas de uva, asi como de dos afi adas diferentes. Se pretende analizar las diferencias entre
las variedades objeto de estudio.

Materiales y métodos
Material

En este trabajo se estudian un total de 25 vinos tintos jévenes monovarietales. Son vinos
comerciales de la D.O. Navarra y pertenecientes a las vendimias de los afi os 1999 y 2000. Las
variedades con las que se han elaborado los distintos vinos son: Tempranillo, Garnacha y
Cabernet Sauvignon. Los vinos de las dos afi adas de estudio se analizaron conjuntamente.

Métodos anali ticos

Para la determinacion anali tica, tanto del contenido en antocianos totales como en antocianos
libres se tomaron dos muestras por cada vino objeto de estudio, realizando los ana lisis por
duplicado. Con lo cual se obtuvieron cuatro datos por cada vino analizado.

Para la determinacion del contenido en antocianos totales, expresado en miligramos por litro,
se sigui6 el método por decoloracidon con bisulfito, de Ribéreau-Gayon y Stonestreet (1965).
El equipo utilizado fue un espectrofotometro UV-Vis Cintra 20.

El equipo utilizado para la realizacion de los ana lisis de antocianos libres mediante la técnica
de cromatografi a 1i quida de alta resolucion (HPLC), estaba compuesto de un Mddulo de
Separacion Waters 2690 acoplado a un detector PDA Waters 996. Para la obtencién y
tratamiento de los datos se utilizd el programa informa tico Millenium. Como columna
cromatogra fica se empled una columna Nova-Pack Gs, cuyas dimensiones eran de 150 mm x
2 mm, y 4 pm de tamail o de parti cula. El volumen de muestra inyectado era de 20 pl. La



muestra se preparaba previamente a la inyeccidon haciéndola pasar por un cartucho Sep-Pak
C,g y posterior concentracion a vaci o en rotavapor (T* de 35 ° C). Como método de trabajo, se
utilizé un flujo de fase moévil de 0,2 ml/min, empleando como eluyente A a cido féormico en
agua (5:95) y como eluyente B acetonitrilo. El gradiente de concentraciones era el siguiente:

Tiempo de ana lisis (min) % Solvente A % Solvente B
0 90 10
20 80 20
28 80 20
35 75,8 24,2

La eluciéon de los distintos compuestos antocid nicos fue monitorizada en el rango de
longitudes de onda de 250 nm a 550 nm, y se identificaron por medio de los tiempos de
retencidon de los picos cromatogra ficos, dado que el orden de elucidon de estos compuestos en
estas condiciones de ana lisis es siempre el mismo (los ma s polares eluyen antes que los
menos polares), y de las caracteri sticas espectrales de cada pico. La cuantificacion de cada
antociano identificado se realizd a la longitud de onda de 520 nm, expresada como
miligramos por litro de 3-monoglucésido de malvidina utilizado como patron.

Tratamiento estadi stico de los datos

Para el tratamiento de los datos referentes a los antocianos libres se han utilizado los
porcentajes de cada antocianina respecto al contenido total en antocianos libres.

Los distintos and lisis estadi sticos presentados en este trabajo se realizaron con el programa
Statgraphics Plus para Windows, version 5.0.

Resultados y discusion

A través del and lisis multifactorial de la varianza efectuado con las medias del contenido en
antocianos totales, se pretende ver si existe diferenciacion varietal y por afi adas, respecto a
estos compuestos, en el conjunto total de vinos estudiados. Los resultados del ana lisis, que
aparecen en la tabla 1, muestran que no existen diferencias significativas entre las tres

variedades en cuanto al contenido en antocianos totales, mientras que las diferencias si son
significativas al considerar el efecto afi ada. La interaccion entre ambos factores tampoco
resulta significativa.

Tabla 1. Analisis multifactorial de la varianza. Antocianos Totales

Fuente de Suma de Cuadrados Estadi stico

variacion cuadrados gl medios F P
EFECTOS

A:Variedad 10667,9 2 5333,9 1,48 0,2522
B: Afi ada 179491,0 1 179491,0 49,88 0,0000
INTERACCIONES

AB 4548,8 2 2274.,4 0,63 0,5423
RESIDUO 8371,9 19 3598.5

TOTAL 309602,0 24




Los vinos jovenes de primer afi o, es decir los correspondientes a la afi ada 2000, muestran
mayores contenidos, para el caso de las tres variedades, que los vinos jovenes de segundo afi o,
como se puede observar en la figura 1. Este resultado es totalmente logico, puesto que los
antocianos evolucionan ra pidamente en el vino.
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Figura 1. Medias e intervalos de confianza para el efecto afiada

Con respecto a los resultados del ana lisis cromatogra fico de los antocianos libres, no se observa
una clara diferenciacion en el contenido total en antocianos libres entre las tres variedades,
aunque si ocurre para los vinos pertenecientes a las distintas afi adas (tabla 2), tal y como sucedi a
en el caso de los antocianos totales.

Tabla 2. Contenidos en antocianos libres, segun la variedad y el afio de vendimia

Antocianos libres (mg/1)

Variedad
Tempranillo 116,55
Garnacha 102,02
Cabernet Sauvignon 124,29
Aiio vendimia
1999 37,57
2000 198,01

Las antocianinas libres cuantificadas, agrupadas en cuatro fracciones, asi como la codificacion
que se ha utilizado para cada uno de ellas, son:

- Antocianinas-3-monoglucosido: monoglucosido de delfinidina (DfG), monoglucaosido de

petunidina (PtG), monoglucosido de peonidina (PnG), monoglucosido de malvidina
(MvG).

- Antocianinas-3-monoglucosido (6-acetato): acetato del monoglucosido de delfinidina
(DfAc), acetato del monoglucosido de cianidina (CyAc), acetato del monoglucosido de
petunidina (PtAc), acetato del monoglucosido de peonidina (PnAc), acetato del
monoglucosido de malvidina (MvAc).

- Antocianinas-3-monoglucésido  (6-cumarato): cumarato del monoglucosido de cianidina
(CyCu), cumarato del monoglucosido de petunidina (PtCu), cumarato del monoglucosido
de peonidina (PnCu), cumarato del monoglucosido de malvidina (MvCu).

- Antocianinas-3-monoglucésido (6-cafeoato): cafeoato del monoglucosido de malvidina
(MvCH).



Roggero y col. (1986) sefi alan que los para metros ma s importantes, desde el punto de vista
taxondmico, para la clasificacion de las variedades segl n su contenido antocid nico son: los
contenidos en los monoglucésidos de las antocianidinas delfinidina, petunidina, peonidina y
malvidina, las concentraciones de ésteres acéticos y cumad ricos, principalmente de los
glucdsidos de peonidina y malvidina, asi como la relacion entre el monoglucosido de
malvidina y el de peonidina (MvG/PnQG).

Otros autores, entre ellos Ortega y col. (1992), proponen también incluir la suma de los
derivados de delfinidina, petunidina, malvidina con respecto a los de peonidina (derivados
(Mv+Pt+Df)/Pn), y la relacion entre el monoglucosido de malvidina y el de delfinidina
(MvG/DfG), ya que manifiestan actividades enzima ticas especi ficas de la especie.

Asi , la distribucion por variedad y afi o de vendimia de las distintas fracciones antocia nicas y
de algunas relaciones entre las antocianinas se pueden observar en la tabla 3. La fraccion de
antocianos no acilados engloba los monoglucésidos de las antocianidinas y los derivados
cind micos incluyen logp-cumaratos y el U nico cafeoato cuantificado.

Tabla 3. Distribucion, por variedad y afio de vendimia, de las distintas fracciones antocianicas
(%) y relaciones entre antocianos

Monoglucos. No Derivados Derivados MvG/PnG Derivados MvG/DfG

malvidina  Acilados acéticos  cind micos (Mv+Pt+Df)/Pn
(%) (%) (%) (%)

Variedad

Tempranillo 54,34 74,80 12,98 12,08 12,06 12,79 8,61
Garnacha 58,04 74,10 14,77 11,13 12,49 14,32 12,54
Cabernet 49,39 67,26 22,88 9,86 11,49 12,32 7,86
Afio

1999 46,59 64,64 22,52 12,77 9,93 12,11 7,62
2000 59,75 77,96 12,47 9,56 11,15 13,50 11,20

La observacion de los datos obtenidos para cada una de las tres variedades, muestra una clara
diferencia entre ellas cuando comparamos los contenidos en el monoglucdsido de malvidina.
Asi , los vinos de Cabernet Sauvignon son los que presentan, por término medio, una menor
proporcidén de esta antocianidina, mientras que la diferencia no es tan acusada entre las
variedades Tempranillo y Garnacha. En cuanto a la proporcion en antocianos no acilados, ésta
pone de manifiesto una similitud entre los vinos de Tempranillo y Garnacha, siendo la
variedad Cabernet Sauvignon la que presenta el valor menor.

En cuanto a los acetatos y cinamatos, la variedad Tempranillo tiene un contenido similar en
estos compuestos, mientras que en la variedad Garnacha la concentracion de acetatos es un poco
mayor que la de cinamatos. Aun es mas clara esta diferencia para la variedad Cabernet
Sauvignon, que presenta un mayor porcentaje de acetatos, en comparacion con las otras dos
variedades, y una menor proporcién de derivados cind micos.

Respecto a las relaciones entre los compuestos antocia nicos que aparecen en las tres u Itimas
columnas de la tabla 3, se observa que la variedad Cabernet Sauvignon presenta los valores
menores, aunque las diferencias son pequefl as en las tres variedades. No obstante, la variedad
Garnacha se diferencia de las otras dos por su mayor valor en la relacion MvG/DfG, debido,
principalmente a la mayor contribucién del monoglucésido de malvidina en esta variedad.



Atendiendo al aii o de vendimia, se observa que el porcentaje tanto en monoglucésido de
malvidina como en antocianos no esterificados es menor en los vinos de la afi ada 1999 con
respecto a los de la afi ada 2000. A los mismos resultados se llega si observamos los valores de
las relaciones MvG/PnG, MvG/DpG vy la de los derivados de Mv, Pt y Df con respecto a los
de Pn.

A continuacién, con los datos correspondientes a los antocianos libres, se realizaron los

correspondientes ana lisis multifactorial de la varianza, considerando los mismos efectos que en
el caso del and lisis de los antocianos totales. El objetivo era intentar encontrar diferencias entre
las variedades y las afi adas en cuanto a la composicion en los distintos antocianos. La tabla 4
presenta los resultados de aquellas variables antocia nicas para las cuales todos o algunos de los
efectos han resultado significativos.

Tabla 4. Analisis multifactorial de la varianza, para los antocianos libres: valores
de F y P por cada factor de variacion

Variable Variedad (V) Afi 0 Vendimia (Av) Interaccion (V x Av)
PtG 10,90 (0,0007) 2,31 (0,1450) 2,85 (0,0828)
MvG 2,22 (0,1360) 32,73 (0,0000) 3,74 (0,0427)
DfAc 14,38 (0,0002) 63,01 (0,0000) 16,47 (0,0001)
CyAc 2,63 (0,0981) 16,66 (0,0006) 0,46 (0,6365)
PtAc 8,11 (0,0028) 32,47 (0,0000) 7,37 (0,0043)
MvAc 12,09 (0,0004) 0,82 (0,3753) 0,55 (0,5874)
CyCu 6,03 (0,0094) 1,45 (0,2434) 6,87 (0,0057)
PtCu 6,59 (0,0067) 26,11 (0,0001) 4,31 (0,0285)
MvCf 2,59 (0,1010) 28,28 (0,0000) 2,92 (0,0784)

Las variables antocid nicas que mejor explicari an las diferencias existentes entre las variedades
de uva estudiadas seri an el acetato del monoglucésido de delfinidina (DfAc) seguido del
acetato del monoglucosido de malvidina (MvAc) y, en tercer lugar, el monoglucésido de
petunidina (PtG). Todos ellos presentan unos valores P de significatividad entre 0,0001 y
0,0010. Respecto al afi o de vendimia, existe el mismo nu mero de antocianinas que
contribuyen a la diferenciacion de los vinos segu n este factor, siendo ma s significativas el
DfAc, el MvG, el PtAc y el MvCf, con valores de P = 0,0000. Aunque también son
especialmente significativas las variables PtCu y CyAc (P<0,001). Por u Itimo, la interaccion
de los dos factores muestra significatividad en cuanto al contenido en DfAc, PtAc, CyCu, y
PtCu, es decir, en algunos de los derivados acilados.

Finalmente, aplicamos un and lisis de componentes principales, con los datos originales, con el
fin de reducir el ni mero de dimensiones. De los 14 posibles componentes principales, se han
obtenido cuatro con valores propios superiores a la unidad. Estos cuatro primeros
componentes logran explicar conjuntamente alrededor del 82 % de la varianza de los datos.

En la tabla 5 se muestran los pesos de cada antociano en estos cuatro componentes
principales, mientras que la figura 2 muestra la distribucion de las muestras en el plano
definido por PC1 y PC4. Asi , el PC4 permite la agrupacion de los vinos de la variedad
Cabernet Sauvignon gracias a su relativa alta concentraciéon en MvAc. Los demd s vinos



aparecen ma s dispersos respecto a este componente principal. El PC1 diferencia los vinos en
funcion de su contenido en MvG, principalmente. Logra una clara diferenciacion entre afi adas
en los casos de las variedades Garnacha y Cabernet Sauvignon. Sin embargo, este primer

componente principal no consigue una buena clasificacion de los vinos segu n la variedad a la
que pertenecen, puesto que se observa una gran influencia del efecto afi ada. Por lo tanto, con
el objeto de mejorar los resultados obtenidos e intentar encontrar diferencias varietales,

aplicamos, nuevamente, un ana lisis multivariante de componentes principales a los datos
pertenecientes a cada afi ada.

Tabla 5. Resultados del analisis de componentes principales. Todos los vinos.

Componente Principal
1 1 I 14
Valor Propio 5,46 2,55 1,94 1,45
f ;;22”2’;’] ¢ de la 39,04 18,24 13,91 10,38
Variable Peso de las variables en cada componente
CyAc 0,353 0,102 0,188 0,169
CyCu 0,164 -0,424 0,273 0,203
DfAc 0,383 0,194 -0,091 -0,119
DfG -0,072 0,104 0,569 -0,360
MvAc 0,099 0,341 0,334 0,355
MvCf 0,372 -0,107 -0,038 -0,365
MvCu 0,054 - 0,231 -0,226 -0,533
MvG -0,377 -0,014 -0,285 0,060
PnAc -0,027 -0,472 -0,064 0,094
PnCu 0,190 -0,412 0,185 0,193
PnG 0,150 -0,365 -0,068 0,239
PtAc 0,398 0,146 -0,044 -0,002
PtCu 0,396 0,030 -0,192 -0,125
PtG -0,172 -0,179 0,481 -0,347
2,8
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Figura 2. Distribucion de los vinos segtin los componentes principales CP1 y CP4



Los resultados del ana lisis de componentes principales efectuado con los datos correspondientes
a la afi ada 1999, muestran cuatro componentes principales con valores propios superiores a la
unidad, logrando explicar conjuntamente el 86 % de la variabilidad de los datos. La figura 3
muestra la distribucion de los vinos sobre el plano definido por los componentes principales
CP1 y CP3, asi como los pesos de cada antociano. De esta manera se pueden visualizar las
diferencias entre muestras, las correlaciones, positivas o negativas, entre antocianos y las
relaciones que pueden existir entre algunos grupos de vinos y los antocianos identificados. Se
observa que el CP1 estd caracterizado, principalmente, por el contenido en antocianos
monoglucdsidos. En concreto, por el contenido en MvG, DfG y PtG. Asi , podri amos decir que
este componente principal contribuye a la diferenciacion de los vinos de Tempranillo, situados
en la zona negativa del CP1, gracias a su mayor contenido relativo en estos compuestos. Por otro
lado, el CP3 logra diferenciar los vinos de Cabernet Sauvignon del resto de variedades. Este
componente principal estd relacionado, principalmente, con las antocianidinas MvAc y CyAc de
forma positiva y con MvCu negativamente.
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Figura 3. Distribucion de los vinos de 1999 segiin los componentes principales CP1 y CP3

Los vinos pertenecientes a la afi ada 2000 esta n representados, en el grd fico de la figura 4,
respecto a los componentes principales CP1 y CP2 resultantes del correspondiente ana lisis de
componentes principales realizado con los datos de esta afl ada. Se han obtenido cuatro
componentes principales con valores propios mayores a la unidad, logrando explicar el 91,53 %
de la variabilidad de los datos originales. En la figura 4 se observa la distribucion de las distintas
muestras asi como los pesos de los antocianos en los dos primeros componentes principales, que
explican el 65, 86 % de la varianza de los datos. El CP1 permite diferenciar entre si los vinos de
Cabernet Sauvignon de los de Garnacha. Este primer componente principal se relaciona con
MvG vy algunos de los derivados cuma ricos, que presentan los mayores pesos negativos, y por
otro lado con los derivados acéticos que muestran pesos positivos. Por lo tanto podemos decir
que los vinos de Garnacha se caracterizan por su mayor contenido relativo en MvG con respecto
a los de Cabernet Sauvignon, mientras que estos u Itimos lo hacen por su elevado contenido en
derivados acéticos, frente a cind micos, y en concreto por su alta concentracion relativa en MvAc.
El CP2 consigue una vaga diferenciacion de la variedad Tempranillo con respecto a las otras dos,
gracias a su mayor concentracion en las antocianidinas monoglucosidas DfG y PtG, y en los
derivados cuma rico y cafeico del monoglucosido de malvidina (MvCfy MvCu).
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Figura 4. Distribucion de los vinos de la afiada 2000 segtin los componentes principales CP1y CP2

Conclusiones

Con respecto al contenido en antocianos totales, no se han encontrado diferencias importantes
entre los vinos de las tres variedades estudiadas, sin embargo esas diferencias se observan
teniendo en cuenta la afi ada a la que pertenecen los vinos, correspondiéndoles un mayor
contenido a los vinos mé s jévenes (afi ada 2000), como era de esperar.

En cuanto a la distribucién antocia nica, los resultados muestran que un mi nimo nd mero de
antocianinas hace posible la caracterizacion varietal de los vinos estudiados. Esa diferenciacion
se hace ma s difi cil al estudiar todos los vinos globalmente, sin considerar el afi o de vendimia. Se
observa claramente que la diferenciacion de las variedades, al estudiarlas en cada afi ada por
separado, esta relacionada tanto con el contenido relativo en monoglucésido de malvidina (MvG)
como con la proporcién de antocianos esterificados. Por otro lado, el PnG no se muestra como
factor importante en la caracterizacion de estos vinos, lo cual contradice las observaciones de
otros autores.

Se ha observado, en todos los casos, que la variedad que ma s se diferencia del resto es la
Cabernet Sauvignon. El MvG, siendo el antociano mayoritario en todos los vinos, se encuentra
en proporcion similar en los vinos de Tempranillo y Garnacha, aunque mayoritario en esta
u Itima, mientras que los de Cabernet Sauvignon presentan menor contenido. Por otro lado, esas
mismas variedades, Tempranillo y Garnacha, también se asemejan por la concentracion en
antocianos no acilados, que resulta ser menor que en los vinos de la variedad Cabernet
Sauvignon, caracterizados por su alta proporcidon de derivados acéticos frente a cind micos y, en
concreto, por su alto contenido en MvAc.

De todo lo concluido anteriormente, hay que tener presente que en el contenido antocid nico de
los vinos influyen otros factores, independientes de la naturaleza de la uva, como son los
clima ticos y los relacionados con el proceso de elaboracidon del vino. Factores, por otro lado,
incontrolables en el trabajo realizado puesto que, como ya sefi alamos anteriormente, las muestras
analizadas corresponden a vinos comerciales (embotellados y representativos de las bodegas de
la D.O Navarra). Por lo tanto, resulta difi cil establecer una clasificacion de los vinos segi n la
variedad de procedencia atendiendo solamente a su contenido antocid nico. No obstante, el
estudio de un mayor ni mero de muestras considerando, a su vez, mayor ni mero de afi adas
podri a mejorar los resultados de este trabajo.
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