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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto del estrés hidrico en dos periodos de desarrollo de
la vid (post-cuaja y post-pinta), sobre la composicion fenolica de mostos y vinos (en particular
antocianinas), se realiz6 un ensayo compuesto por tres niveles de reposicion hidrica (100, 70, y
40% de la Etreal). Para lo anterior, durante la temporada 2001-2002 se seleccioné un vifiedo
cv. Cabernet sauvignon de 8 afios de edad, plantado a una densidad 3,0 x 1,2 m, regado por
goteo (3,5 I/h) y conducido en espaldera vertical simple en la zona de Pencahue (VII Regién) en

el cual se aplic6 los tratamientos de riego.

Los resultados del andlisis quimico de las bayas sugieren que tanto los niveles de
compuestos fendlicos en general, como la concentracién de antocianinas en particular se vieron
afectados por los distintos niveles de reposicién hidrica en los tratamientos aplicados en el
periodo de post-cuaja. De esta manera, a medida que disminuy6é el sumininstro hidrico, se
produjo un aumento en la concentracion de polifenoles totales, modificando asi la composicion
fendlica de mostos y vinos. En particular, y con respecto a las antocianinas, se determiné un
aumento en su concentracion a medida que el déficit hidrico se hizo mas severo, destacando la
malvidina como la antocianina de mayor concentraciéon. La proporcion de antocianinas
acetiladas versus antocianinas cumariladas (madida como Indice de Holbach) no se vio alterada
por los tratamientos. Finalmente el estrés hidrico aplicado en el periodo de post-pinta no se
tradujo en cambios significativos en la composicién fendlica de los mostos y/o vinos, salvo en el

aumento del indice de polifenoles totales.



ABSTRAC

In order to evaluate the hydric stress efect in two periods of the vine's development
(post-setting and post-veraison) on the phenolic coposition of wines and grape (anthocyanins in
particular), a three-levelled hydrical reposition (100, 70, and 40% Etreal). Composed test was
carried on to accomplish the above mentioned goal, an, an eight year-old cv Cabernet
sauvignon vineyard, located in the Pencahue area (VIIth region) was chosen for the 2001-2002
season. The vineyard was planted on a 3,0 x 1,2 m density, watered by dripping (3,5 I/h), and

driven by simple trellis. Watering treatments were applied upon it.

The results of the berries chemical analysis suggest that phenolic compounds levels as
a whole as well-as anthocynins concentrations in particular, were affected fue to diverse levels
of hydric reposition during the post-setting treatments that were applied. Accordingly, as the
hydric supply was decreased, an increase on the total poliphenol concentration was measured,
thus, altering the phenolic composition on wines and neu wines. Specifically, and regarding on
the anthocyanins, an increase on it's concentration was found as the hydric deficit was made
mor severe, the malvidin outstanding as the most-concentrated antocyanins. The proportion of
Acetate anthocyanins versus p-coumarate anthocyanins (measurent as Holbach's rating)
experienced no changes during the treatment. Finally, the hydric scress applied during the
post-veraison perios did not result on any significant changes on the phenolic composition of

wines and/or grapes, apart from the increase on the total poliphenol rate.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia ha habido un aumento en la competitividad vitivinicola dentro de chile como
en el extranjero demandando esfuerzos adicionales por ofrecer vinos de alta calidad a precios
cada vez mas convenientes, que atraigan a los compradores de los principales mercados
beneficiando la calidad de las uvas en desmedro de los rendimientos, (Elliot, 2000). La calidad
de la uva y el momento de cosecha son considerados uno de los factores que tienen mayor
incidencia en la calidad del vino obtenido. Asi, se han hecho algunos estudios que indican que
un déficit de agua produce cambios importantes en el crecimiento vegetativo, en la
productividad y en la composicién del fruto. Donde déficit hidricos influyen en la calidad final del
vino producido, pero su efecto final sobre la vid va a depender de su duracién e intensidad,
ademas del estado fenol6gico en que se aplique, pudiendo aumentar, disminuir o no tener
efectos sobre la vifia. (Coombe, 1992). Por lo tanto, el riego es una herramienta util para
modificar algunas de las cualidades de la materia prima. Asi, los compuestos fendlicos tienen
una importancia fundamental en la calidad del vino, especialmente los antocianos y los taninos,

debido a que ellos son los que le dan color y astringencia a los vinos tintos.

El estrés hidrico controlado entre cuaja y pinta reduce el tamafio de la baya (Gurovich,
1997) y por lo mismo aumenta la relacion entre hollejo y pulpa (Pefia, 2002), con esto se
traduce a un mejor color en vinos tintos. Asi, al aumentar la concentracién de compuestos
fendlicos para sacar provecho de esta situacion desde el punto de vista cualitativo, no solo se
requieren del manejo agrondmico, sino que también el determinar el momento Optimo de
cosecha, donde ademas de medir la madurez tecnologica (azucar y acidez) se haga un
seguimiento de la evolucion de los compuestos fendlicos (antocianos y taninos) incorporando
asi el concepto de madurez fendlica, aspecto claro para determinar el momento 6ptimo de la

cosecha. (Bordeu et al, 2002).



1.1. Objetivos Generales.
e EIl objetivo de este trabajo es determinar cambios en la composicién fendlica en
bayas y vino de vides cv Cabernet sauvignon a través de distintas combinaciones

de déficit hidricos.

1.2. Objetivos Especificos.
e Determinar el contenido de antocianinas presentes en vinos jovenes, a través de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y ver la proporcion de antocianinas

acetiladas versus antocianinas cumariladas (madida como Indice de Holbach).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Estrés Hidrico

Un estrés hidrico es un grupo de respuestas fisioldgicas de la planta frente a una
limitacién del suministro del agua. Algunas de estas respuestas en vides incluyen: cierre
estomatico, reduccion de fotosintesis, reduccion de la division celular y pérdida de expansion
celular. Luego, un estrés hidrico controlado determina un potencial productivo menor,
reduciendo la expresién vegetativa y aumentando la concentracién de algunos compuestos de
los frutos (fenoles, taninos, solidos solubles, etc.), repercutiendo sobre la calidad de estos. Por
el contrario, un vifiedo bajo condiciones normales de aporte hidrico puede mantener e incluso

aumentar tanto el vigor de la planta como su produccién de uva. (Sotomayor y Lavin, 1996)

El tamafio de la baya es un factor importante de calidad para uvas de mesa y pasas, en
cambio para uva vinifera se prefiere un pequefio tamafio de bayas lo que se traduce en una alta
relacion superficie/volumen ya que en un aumento de los componentes que le otorgan color y
sabor al vino del tejido de la cuticula de la baya contiene la mayoria de estos. (Williams y

Matthews, 1990; Ferreyra y Sellés, 1999; Burgos et al, 1996; Aceituno, 2000).

Diversos estudios han concluido que un estrés hidrico post pinta afecta los rendimientos
disminuyéndolos significativamente, ademas se aumenta el color, el aroma y el sabor del vino
(Ginestar et al, 1998; Goowin, 1995). Del mismo modo, un estrés hidrico en pre pinta, durante
la primera etapa del desarrollo de la baya, tiene como resultado una disminucion en el diametro
de ésta teniendo un impacto mas significativo que un estrés en post pinta. (Poni et al,1993;
Matthews et al, 1987; Cabas et al, 1996). Ademas de lo anterior, existen estudios que indican

gue este tipo de estrés aumenta considerablemente los compuestos quimicos de la baya como



taninos, antocianinas (Chonél et al, 2000), sdlidos solubles y pH. (Reynolds y Naylor, 1994).
Otros estudios dicen que cualquier régimen deficitario aumenta los fenoles y en particular las
antocianinas (Ferreyra et al, 2002), los taninos (Gurovich y Paez, 2002) donde lo mejor es
estresar a las plantas entre cuaja a pinta y no después de pinta. De ahi que, en la produccién
de uva vinifera de calidad, el estrés hidrico controlado puede ser beneficioso para incrementar
la calidad de mostos y vinos (Hardie y Considine, 1976; Williams y Matthews, 1990; Burgos et

al, 1996;Gurovich, 1997).

2.2. Compuesto Fenoélicos

Segun Pridham, citado por Pefa (1999), una clasificacion general de los compuestos
fendlicos se incluye a un gran nimero de sustancias sumamente heterogéneas, que se
caracterizan por poseer un anillo aromatico con, al menos, una sustitucién hidroxilo y una
cadena lateral funcional. Estos compuestos, procedentes del metabolismo secundario de los
vegetales, estan ampliamente distribuidos en todo el Reino Vegetal. En las plantas superiores
es tal su abundancia, que sélo son superados por los carbohidratos. Se encuentran en todos
los tejidos, mostrando una gran diversidad de estructuras. Constan de un anillo bencénico que
contienen uno o diversos grupos hidroxilo, segun su estructura quimica. (Martinez de Toda,
2002). Los compuestos fendlicos de la uva provienen principalmente de la piel u hollejo de las
bayas y de las pepas, pues su concentracion es muy baja en la pulpa (semillas (65%),
escobajo (22%), piel (12%) y pulpa (1%)). Estos contribuyen a la calidad sensorial (color,
astringencia, amargor y aroma) y nutricional de los vegetales, tanto de los frutos como de sus

productos de transformacion. (Pefia, 1999).



La concentracién y variedad de polifenoles en el vino depende de numerosos factores:
la variedad de vid, el tipo de vino, clima, terreno, época de cosecha, diferentes procedimientos

de prensado de la uva, tiempo de fermentacién del mosto con la piel y las pepas, entre otros.(*)

Los compuestos fendlicos de la uva se dividen en no flavonoides y flavonoides. Los no
flavonoides tienen un Unico anillo, mientras que los flavonoides estan formados por dos anillos
fendlicos unidos por una cadena de tres &tomos de carbono (Martinez de Toda, 2002). Dentro
de los no flavonoides se encuentran los acidos fenoles, divididos en acidos benzdicos (C6-C1)
y acidos cinnamicos (C6-C3). Los acidos fenoles son principalmente acidos hidroxicinnamicos
y se encuentran en las vacuolas de las células del hollejo y de la pulpa bajo forma de ésteres
tartaricos. La concentracion de los ésteres hidroxicinnamicos diminuye durante el desarrollo de

la baya y se estabiliza en la madurez enoldgica. (Cheynier et al., 2000).

Los flavonoides estan representados en la uva por los antocianos, flavonoles y taninos.
Los antocianos estan localizados en el hollejo de las bayas en la 3™ — 10® capas de las vacuolas
de la superficie del hollejos (Hernandez, 2000) y contribuyen de manera preponderante al color
de las especies tintas. Estos compuestos poseen varios grupos hidroxilos (-OH) unidos a su
estructura de anillo (Cheynier et al., 2000). Los flavonoles estan Gnicamente en el hollejo de las
bayas, bajo la forma de glicdsidos, son pigmentos de color amarillo. Los taninos son flavanos
(3-flavan-oles) estan presentes en la uva en estado de monémeros y bajo formas mas o menos

polimerizadas que constituyen los taninos catéquicos. (Valls, et al, 2000).

* Boletin Ciencia, Vino y Salud. Polifenoles en el Vino: la clave de su Capacidad Antioxidante.2(2), mayo 1998



2.3. Composiciéon fendlica de los vinos

En el vino junto con las moléculas procedentes de las bayas, aparecen otros fenoles en
las etapas fermentativas. La maceracion es el principal procedimiento en cepas tintas para la
extraccion de color. Los antocianos son extraidos rapidamente, alcanzando una concentracion
maxima los primeros dias, mientras que los taninos son extraidos con un tiempo de latencia, por
lo que va aumentando su concentracion progresivamente con el tiempo de contacto (Cheynier
et al., 2000). El color, astringencia y amargor del vino son debidos a sustancias fendlicas y a
los productos de sus reacciones, asi el color del vino se debe a los antocianos libres y ademas

a las combinaciones de las estructuras taninos-antocianos. (Ribéreau-Gayon, 1982)

2.4. Antocianinas

Las antocianinas en la naturaleza no se encuentran en estado libre, sino que estan
asociadas a una o mas moléculas de azlcar. La cantidad y composicion de estas en la uva
varian enormemente en funcién de la especie y variedad (Mazza y Miniati, 1993), siendo el
contenido global de (500 hasta 3000 mg/Kg). La antocianidinas corresponden a una aglucona
(sin glucosa en su molécula) de las antocianinas. Asi es posible encontrar 5 antocianinas de las
variedades europeas (Vitis vinifera L.), que se caracterizan por la glucosilacién en posicién 3y
la presencia mayoritaria es la malvidina-3-glucésido y de sus derivados acilados (Waterhouse y
Ebeler; 1999). Los principales acidos que esterifican el azicar en posicién 6 son el cido acético
y el p-cumarico, obteniendo varias estructuras, diferenciandose en el nimero y posicién de

grupos hidroxilos (Figura 1).



O ...GLUCOSA

H
Antocianidina Antocianina = Antocianina + Glucosa R R’
Malvidina Malvidina- 3 —Glucosido OCHjs OCHjs
Cianidina Cianidina-3-Glucésido OH H
Petunidina Petunidina-3-Glucoésido OH OCH;4
Delfinidina Delfinidina-3-Glucoésido OH OH
Peonidina Peonidina-3-Glucoésido OCHs H

Fuente: Pefa, 1999
Figura 1. Estructura General de los Antocianos

Estudios en Alemania han propuesto una relacién entre las antocianinas acetiladas con
las antocianinas cumariladas, formando un indice, en el cual se pueden diferenciar distintos
vinos varietales. La metodologia propuesta por Holbach, dice que la suma de antocianinas
aciladas y la relacién de antocianinas acetiladas/cumariladas forman un parametro analitico
para el futuro y poder hacer util diferenciar distintos clase de uvas. Asi con indices superiores

a 3,5 son Cabernet sauvignon (Holbach et al., 1997)



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Manejo general del experimento

Esta investigacion se llevd a cabo en un vifiedo ubicado en el valle de Pencahue, VIl
region (35° 22’ LS, 71° 47’ LW; 150 m.s.n.m), en una parcela experimental de 972 m2, durante la
temporada agricola 2001- 2002. El estudio se realizé con vides (Vitis vinifera L.) del cv
Cabernet sauvignon de 8 afios de edad, plantado a una densidad de 3,0 x 1,2 m regado por
goteo (3,5 I/h) y conducido en espaldera simple (orientacion norte-sur) podada en pitén
cargador. Los analisis de madurez (pH, acidez total, °Brix) y los de polifenoles en uva y vino

han sido realizado en el Centro Tecnoldgico de la Vid y el Vino de la Universidad de Talca.

3.2. Caracteristicas edafocliméaticas

El clima es de tipo templado semiarido, con una temperatura maxima y minima durante
el afio de 27,6 y 5,5°C. EIl régimen hidrico presenta una precipitacion promedio anual de 709
mm, un déficit hidrico de 863 mm con un periodo seco de 7 meses. El periodo libre de heladas
es de 301 dias, con un promedio de 3 heladas por afio. Registra anualmente 1.685 dias grado
y 660 horas de frio. El suelo pertenece a la serie Cunculén, que ocupa una posicion de terraza
remanente siendo un suelo plano a moderadamente ondulado, con pendiente que varia entre
1% a 5% de drenaje imperfecto con permeabilidad moderadamente lenta y escurrimiento
superficial moderadamente lento a moderadamente rapido. La profundidad de suelo varia entre
25 a 95 cm, presentando suelos derivados de arenisca compactada de textura franco arenosa

en superficie y franco arcillosa a arcillosa en profundidad, segun el analisis de suelo.



Con el objetivo de definir la capacidad de estanque del ensayo, se realiz6 un muestreo
de suelo, excavando 4 calicatas en posicién cercana a la espaldera. Posteriormente se
procedid a describir los distintos horizontes del perfil de suelo extrayendo las muestras
respectivas, con las cuales se efectud la determinacién de las propiedades fisico hidricas. Asi,
se determiné a una profundidad de 60 cm una densidad aparente de 1,44 gr cm™, un pH que
varié entre 5,9 y 6,4 a través del perfil y una humedad aprovechable de 13,1% (CC: 25,2%;

PMP: 12,3%)

Durante la Primavera del afio 2001 de septiembre hasta diciembre las temperaturas
minimas promedio fueron de 8,2°C y las temperaturas maximas promedio fueron de 26,4°C; la
humedad relativa minima promedio fue de 35,3% y la humedad relativa maxima promedio fue
de 92,4%; las precipitaciones durante la primavera fueron de 47,6 mm. La poda se ajust6 a 20
yemas por metro lineal se hizo chapoda a principios de diciembre, luego se ajusto la carga

dejando en promedio 1,4 racimos por brote, no se hizo deshoje.

3.3. Tratamientos de reposicién hidrica

Se utilizaron tres niveles de reposicion hidrica en post-cuaja y tres niveles en post-pinta
de 40%, 70% y 100% de la evapotranspiracion real de la vid. (Anexo 1) muestra esquema que
representa el sector con las 27 parcelas, donde hay 9 tratamientos con tres repeticiones cada

uno.

3.4. Disefio experimental

El ensayo correspondid a un arreglo factorial de 3 x 3 con un disefio experimental
completamente al azar, (Cuadro 1). Asi, el disefio generé un total de 9 tratamientos con tres
repeticiones cada uno. Cada repeticién o unidad experimental estuvo compuesta por 30 plantas
(incluido los bordes). Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza y en los casos

donde esta resulto significativa se realizé la prueba de comparacion multiple de Duncan con un



nivel de confianza de 95%. Dado la gran variabilidad de los datos de las antocianinas, se
decidié considerar un nivel de significancia hasta p< 0,1 de esta forma en cada analisis se

incluye un valor “p” real arrojado por el analisis correspondiente.

Cuadro 1. Tratamientos de reposicién hidrica (Post-cuaja y Post-pinta)

Tratamiento Reposicién hidrica (%)
Cuaja — Pinta Pinta — Cosecha
T1 100 100
T2 100 70
T3 100 40
T4 70 100
T5 70 70
T6 70 40
T7 40 100
T8 40 70
T9 40 40

3.5. Componentes del rendimiento

Diametros de bayas y rendimientos de tratamientos. Desde cuaja se midio el tamafio de
las bayas, con una frecuencia de siete dias hasta el momento de la cosecha. Las mediciones
se hicieron con un pie de metro a racimos marcados. En cosecha se pesaron las distintas

parcelas para asi, medir los rendimientos de cada tratamiento.

3.6.Madurez tecnoldgica

En cosecha cada tratamiento pasa por la molienda de donde se extrae el jugo para
realizar analisis de sélidos solubles (a través de refractometria), acidez total (neutralizacion con

NaOH 0,1N, expresado g/L de &cido sulfarico), pH (potenciémetro).

10



3.7.Madurez fendlica

La evolucion de madurez se llevé a cabo desde la pinta hasta el momento de cosecha
la a través del método Glories (Anexo 2). Para esto se recolectaron 200 bayas
guincenalmente en cada parcela, tomando bayas desde el apice, el sector medio y el hombro
del cada racimo muestreado, desde un solo lado de la espaldera 'y en forma aleatoria. Con las
muestras se realizaron analisis de antocianinas totales ((mg/L)/200bayas), antocianos
facilmente extraibles ((mg/L)/200bayas), indice de polifenoles totales, fenoles totales

(mg/L)equivalente ac. galico, indice de madurez celular (EA, indice de madurez de pepas (Mp).

3.8. Composicion de vinos

Una vez finalizada la fermentacibn malolactica se hicieron analisis de pH
(potenciometria), grado alcohdlico (mediante determinacién de etanol por destilacion), acidez
volatil (por el método de Blarez, mediante de vapor de agua), acidez total (determinada por
titulacion con NaOH 0.1 N usando como indicador azul de bromotimol), taninos totales (mg g de
(+)catequina/L) (Anexo 3), antocianos totales (a través de la absorbancia de 520 nm) (Anexo 4),
indice de Taninos (% a través del indice de etanol) (Anexo 5), fenoles totales (mg o g de
equivalente de acido galico) (Anexo 6), intensidad colorante (determinado mediante densidad
Optica medida a 420, 520, 620 nm), matiz (obtenido mediante el cuociente entre las absorbancia

de 420 y 520 nm) (Anexo 3)

3.9. Extraccién de _antocianinas a través de cromatografia liquida HPLC

Las antocianinas individualizadas se determinaron mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), siguiendo el proceso de extraccion y analisis cromatografico propuesto
por Johnston y Morris (1997). La identificacion de los compuestos se realizd por comparacion

de sus espectros a 520 nm. La cuantificacion se realizé mediante el uso de un patrén externo
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(cloruro de malvidin-3,5-diglucosido) y se siguieron las recomendaciones indicadas por Cacho
et al., (1992). Luego de cuantificar todas las antocianinas se hicieron calculos del Indice de
Holbach, donde se toman todas las sumatorias de las antocianinas acetiladas y las antocianinas

cumariladas y se hace una relacion entre ellas.

_ Y AntocianinasAcetiladas
IndicedeHolbach =

z AntocianinasCumariladas
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Componentes del rendimiento

Evolucion del diametro de bayas y rendimientos. La evolucion del diametro de
bayas desde cuaja en adelante muestra diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 2),
donde la reduccion del tamafio final de las bayas es mas significativo para los tratamientos de
estrés hidrico de 40% ETreal en post-cuaja, que para los de post-pinta, por lo tanto el
didmetro es muy dependiente de la alimentacién hidrica durante ese periodo (Ojeda, 2002), ya
gue esta reduccién del tamafio de las bayas esta asociado al proceso de divisién celular que
ocurre en el pericarpio, en la fase inicial del crecimiento del fruto (Gurovich y Paez; 2002), lo
gue hace que haya un menor nimero de células por bayas (Matthews et al., 1987). Con todo
esto se produce una respuesta sobre los rendimientos, produciendo grandes diferencias de

peso en los tratamientos con menor reposicion hidrica.

Cuadro 2. Influencia de diferentes regimenes hidricos post cuaja y post pinta sobre los
componentes del rendimiento en vides cv Cabernet sauvignon (Pencahue, VII Region,
Temporada 2001/02)

Reposicion Diametro de Bayas (mm) Rendimientos
Hidrica kg/ha
18-Dic 26-Dic 02-Ene 16-Ene 12-Feb 26-Feb 21-Mar 21-Mar

A)Post-Cuaja

100% 7 76a° 81la 85a 10,3 114a 1l18a 12659,5 a
0% 7 78a 80a 84a 105 110b 11,2b 91416 Db
0% 7 72b 7,3b 76D 10 10,5c¢ 11,0b 8452,5Db
Significancia’ n.s * ** ** n.s. ** * *
B) Post-Pinta
100% 7 7,4 7,7 8,2 10,3 11 11,3 9807,5
70% 7,1 7,6 7,7 8,3 10,3 10,8 11,3 10366,5
40% 6,8 7,6 7,8 8,1 10,2 111 11,4 10079,5
Significancia n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Interaccion n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

AxB

z,
+ Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, seglin prueba de comparaciéon multiple de Duncan (p< 0.05)

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)
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4.2. Madurez tecnoldgica

4.2.1 Caracteristicas del mosto. Las distintas respuestas del mosto dependiendo de las
reposiciones hidricas aplicadas en post-cuaja y post-pinta (Cuadro 3), donde se observa
diferencias altamente significativas para valores de pH y acidez total y diferencias significativas
para los sélidos solubles, solo en el periodo de post-cuaja. El pH tuvo un leve aumento con las
reposiciones hidricas de 70 y 40% ETreal, siendo que estas no difieren estadisticamente. La
reposicion hidrica de 100% es menor que las dos anteriores concordando con Ferreyra y Selles

(1999) donde en tratamientos con el 100% ETreal en post-cuaja el pH tiene un valor menor.

La Acidez Total del mosto tuvo diferencias altamente significativas para aquellos
tratamientos de estrés en post-cuaja, aprecidandose los menores valores con la reposicion

hidrica del 70%. Resultados similares obtuvieron Gurovich y Paez (2002) y Rojas (2001).

Con relacién a los sélidos solubles hubo diferencias estadisticamente significativas solo en
tratamientos post-cuaja, siendo las reposiciones hidricas de 70 y 40% ETreal las que acumulan
mayor cantidad de azlcar. Estos resultados concuerdan con Matthews et. al., (1999), donde en
periodos con déficit hidricos en post-cuaja los soélidos solubles son mayores. Contrario a esto
Peynaud (1989), dice que en post-pinta comienza la acumulacion de azicar y disminuye la

acidez de las bayas.
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Cuadro 3. Influencia de diferentes regimenes hidricos post cuaja y post pinta sobre los
componentes del mosto en vides cv Cabernet sauvignon conducidas en espaldera simple.
(Pencahue. VII Regién. Temporada 2001/2002)

Tratamientos pH Ac. Total Solidos Solubles
(gr/L H,SO,) °Brix
A)Post-Cuaja
100% 3,52 b* 3,38b 22,71 Db
70% 3,66 a 293 a 23,44 a
40% 3,63 a 321b 23,38 a
Significancia’ ** *x *
B)Post-Pinta
100% 3,64 3,20 23,4
70% 3,57 3,15 23,2
40% 3,59 3,17 22,9
significancia n.s n.s n.s
Interaccion AxB n.s n.s. n.s

z,
- Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, seglin prueba de comparacién mdltiple de Duncan (p< 0.05)

Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)

4.3. Madurez Fendlica

4.3.1. Caracteristicas de los polifenoles en bayas. Los valores encontrados en el
(Cuadro 4), muestran diferencias significativas entre los tratamientos en post-cuaja, para los
antocianos totales y el indice de madurez celular, y diferencias altamente significativas para los
antocianos facilmente extraibles. Con respecto a los antocianos totales, hay mayor
concentracion con reposiciones hidricas de un 40% ETreal, en comparaciéon a los otros
tratamientos. Estos resultado concuerdan con Acevedo (2003), donde encuentra que el
contenido de antocianinas aumenta en un 30 y 15% con déficit hidricos en pre y post pinta, en
relacién con tratamientos de riego continuo durante ese mismo periodo.

Por otro lado, los antocianos facilmente extraibles y el indice de madurez celular, tienen
mucha relacion entre si, ya que, al haber mayor extractibilidad, en tratamientos con un 40%
ETreal, mas débil sera el indice, en el cual este representa la aptitud de la uva para liberar los

antocianos de la piel.
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Para los tratamientos en post-pinta, se encuentran diferencias significativas en el indice
de polifenoles totales o fenoles totales (equivalentes acido galico) y diferencias altamente
significativas para el indice de madurez de pepas, donde encontramos mayores
concentraciones para los tratamientos de un 70 y 40% Etreal, para ambos indices. Estos
resultados tienen mucha relacion entre ellos, dado que, el indice de madurez de pepas es
considerado como el % de contribucidon de taninos de las pepas, lo cual entre mas elevado el
indice, mayor sera el valor de los fenoles totales.

Cuadro 4. Influencia de distinto niveles de reposicion hidrica post-cuaja y post-pinta sobre la
composicién polifenélica del mosto (cv. Cabernet Sauvignon, Pencahue 2001-2002)

Reposicion ApH1 ApH3.2 IPT Fenoles totales EA MP
Hidrica (mg/L) (mg/L) (mg/L)EAG (%) (%)
A)Post-Cuaja
100% 1558,7 b* 850,2¢c 72,8 2716,4 454 a 48,8
70% 1639,2 ab 910,9b 68,8 2566,7 44,2 ab 50,6
40% 1715,6 a 1029 a 80,8 3014,8 399 b 53,8
Siginificancia’ * *x n.s n.s. * n.s
B)Post-Pinta
100% 1603 909,4 510b 1903,7 b 43,2 453 b
70% 16549 934,8 82,7 a 3085,2 a 43,4 52,8 a
40%  1655,5 945,9 88,6 a 3308,9 a 42,9 55,2 a
Siginificancia” n.s n.s * * n.s *x
Interaccion n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
AxB

z,
- Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, segun prueba de comparacién mdltiple de Duncan (p< 0.05)

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)
.

Aphl: Antocianos Totales (mg/L); Aph 3.2: Antocianos Facilmente Estraibles (mg/L); IPT: Indice de Polifenoles Totales; : en mg/L equivalentes
de é&cido galico (EAG); EA: Indice de madurez celular (%); MP; Indice de madurez de Pepas (%)

La evolucién de antocianos facilmente extraibles (Figura 2), muestra que aumenta la
extraccion de antocianos a medida que van madurando las bayas y luego desciende en el
momento de la cosecha, ya que estos se concentran a lo largo de toda la maduracion
alcanzando un maximo, para luego disminuir durante un periodo de sobremaduracién lo cual
estd ligado a un fendmeno de degradacion, donde se produce un envejecimiento celular
disminuyendo la cohesion entre células produciéndose una degradacién de las paredes y

membranas celulares (Cédric, 2002). Las mayores concentraciones se producen con un 40%
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de reposicion hidrica durante toda la temporada y las menores extracciones se producen con un
100% de reposicién hidrica. Estos resultados concuerdan con los de Ferreyra y Selles (1999),
Rosillo et al (1998), donde al producir un estrés severo en post-cuaja, se produce una mayor

cantidad de antocianos en cosecha.

(mg/L)
1300
1100 B
900 4
700
31 ddp 36 ddp 55 ddp
100-100 805 962,5 833
—m—70-70 887,3 1015 896
iy 40-40 936,3 1141 1084,1

Figura 2. Evolucién de Antocianinas Facilmente Extraibles, medidas dias después de pinta

(ddp)

4.4. Composiciéon del vino

4.4.1. Caracteristicas del vino. En cuanto al pH, grado alcohdlico, acidez volatil (g/L ac.
acético) y acidez total (g/L ac. sulfirico), no se detect6 diferencias estadisticas en post-cuaja y

post-pinta (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Influencia de diferentes regimenes hidricos post cuaja y post pinta sobre la
composicién del vino en vides cv Cabernet sauvignon. (Pencahue. VII Regiéon. Temporada
2001/2002)

Reposicion pH Grado Ac. Volatil Ac. Total
Hidrica Alcohdlico
(°A) (g/L) (g/L &c.sulfurico)
A)Post-Cuaja
100% 3,8 12,8 0,3 3,5
70% 3,9 13,1 0,3 3,3
40% 3,8 13,1 0,3 3,5
siginificancia n.s. n.s. n.s. n.s.
B)Post-Pinta
100% 3,8 13,0 0,3 3,3
70% 3,8 13,1 0,3 3,5
40% 3,8 13.0 0,3 3,5
Siginificancia n.s. n.s. n.s. n.s.
Interaccion AxB n.s. n.s. n.s. n.s.

z,
+ Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, seglin prueba de comparaciéon multiple de Duncan (p< 0.05)

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)

4.4.2. Composicion de los polifenoles en el vino. Los distintos tratamientos de riego
tuvieron un efecto diferente dependiendo de la época en que fueron aplicados. Es asi como los
taninos totales y antocianos totales obtuvieron diferencias significativas, y los fenoles totales e
intensidad colorante diferencias altamente significativas para los tratamientos en post-cuaja.
Donde los mayores valores fueron encontrados en los tratamientos con reposiciones hidricas de
un 70 y 40% ETreal. Resultados similares encontraron Acevedo (2003), Rojas (2002) y
Matthews et al., (1989) quienes observaron un incremento de los polifenoles totales en el vino
en los tratamientos con menores tasas de riego en post-cuaja. Ademas hay un aumento en la
concentracion del color, influyendo en el contenido de fenoles y antocianos (Ferreyra y Selles
1999). Estos resultados coinciden con los obtenidos en las bayas, donde al haber mayor
extractibilidad de antocianos, nos permite obtener mayor color desde las cuticulas y asi

aumentar la intensidad colorante en el vino.
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En el caso de los taninos totales presentaron valores de 3,34 y 2,93 (g(+)catequina/L)
en las reposiciones hidricas de un 40 y 70% respectivamente, siendo que la cantidad oscila en
el vino tinto entre 1 y 4 g/L, lo que con tratamientos de riego de un 40% se aumentan las
concentraciones de taninos, debido a los mayores niveles del indice de madurez de pepas
presentes en las bayas (Cuadro 4), lo cual esta directamente relacionado con el amargor y

astringencia de los vinos (Pefia, 1999).

Cuadro 6. Efecto de distinto niveles de reposicion hidrica, post-cuaja y post-pinta en los
polifenoles, intensidad colorante y matiz del vino (cv. Cabernet Sauvignon, Pencahue 2001-
2002)

Reposicion Taninos Antocianos Indice de  Fenoles I.C.* Matiz
Hidrica Totales Totales Taninos Totales  (420+520+620)  420/520
(g(+)catequina/L) (mg/L) (%)  (mg/L)EAG" (DO)* (DO)
A)Post-Cuaja
100% 2,77 b° 4438 b 3,97 1878,4 b 13,1b 0,56
70% 2,93 a 504,6 a 7,97 1984,8 b 140 a 0,59
40% 3,34 a 5319 a 6,34 22702 a 15,7 a 0,61
Siginificancia’ * * n.s. *x *x n.s.
B)Post-Pinta
100% 290 a 472,9 5,28 1951,7 13,3 0,56
70% 3,13 a 491,3 5,86 2112,4 14,8 0,61
40% 3,01a 516,2 7,14 2069,2 14,7 0,61
Siginificancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Interaccion n.s. n.s. n.s. * n.s. *
AxB

‘ Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, segin prueba de comparacién maltiple de Duncan (p< 0.05)
v Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)

. EAG: equivalentea acido galico
° DO: Densidad Optica

- Intensidad colorante

Por otro lado, el matiz y los fenoles totales indicaron diferencias significativas para las
interacciones entre los niveles de agua aplicados en post-cuja y post-pinta. En relacion a esto,
los fenoles totales (Figura 3), presentaron los mayores valores en el tratamiento 9 (40-40%)
ETreal con 2488,9 mg/L EAG., por el contrario, los valores con menores concentraciones son
en el tratamiento T1 (100-100%) ETreal con 1716,3 mg/L EAG., concordando con Gurovich et

al., (2002), donde cita a variados autores que dicen que la disponibilidad de agua restringida
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favorece la sintesis de compuestos fendlicos y un aporte equivalente al 100% ETreal, reduce la

concentracion de polifenoles.

((mg/L)EAG)
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Figura 3. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre los

Fenoles Totales. EAG: equivalente acido galico.

Para el matiz (Figura 4), la mayor razén fue para el tratamiento T3 (100-40%) ETreal

con valores de 0,67 y el valor mas débil es para el tratamiento T1 (100-100%) ETreal con 0,49;.

Lo cual estos resultados no concuerdan con los de Acevedo 2003 y Rojas 2002, donde ellos no

encontraron diferencias estadisticas para ninguno de los tratamientos de riego.
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Figura 4. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre el
matiz.

4.5. Extraccion de antocianinas através de HPLC.

El andlisis estadistico entregd diferencias significativas (p< 0,1), a las antocianinas
glucosiladas, acetiladas y cumariladas para los tratamientos de post-cuaja, observando
mayores concentraciones de estas en las reposiciones hidricas de 40% y 70% de la Etreal.

La mayor concentracion fue la malvidina (Cuadros 7, 8 y 9) lo que coincide con Keller et
al., (1998), donde encuentra mayores concentraciones de Peonidina, cianidina y malvidina en
periodos de post-cuaja. Otros estudios realizados en Espafa demuestran que distintos niveles
de disponibilidad de agua en la variedad Tempranillo, en suelos regados y no regados,
muestran un aumento en las concentraciones de antocianinas en suelos no regados durante

todo el periodo de desarrollo, excepto en periodos post-pinta (Esteban, 2001).

Los datos encontrados en el (Cuadro 7), muestran diferencias significativas en los

tratamientos de post-cuaja sobre las antocianinas glucosiladas, donde las mayores

concentraciones son con las reposiciones hidricas de un 40 y 70% ETreal. En la petunidina-3-
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glucésido no se encontré ninguna variacion con los diferentes tratamientos de riego para

ninguno de los dos periodos.

Cuadro 7. Efecto de distinto niveles de reposicién hidrica, post-cuaja y post-pinta sobre
antocianinas glucosiladas (mg/L), cv. Cabernet Sauvignon, Pencahue 2001-2002.-

Reposiciéon Delfinidina-3- Cianidina-3- Petunidina-3- Peonidina-3- Malvidina-3-

Hidrica glucésido glucosido glucésido glucésido glucosido
A) Post-cuaja
100% 4,2 b* 0,5b 7 19b 96 b
70% 42Db 0,7 ab 7,7 2,3ab 123 a
40% 56a 15a 7.9 29a 118 ab
Significancia’ * * n.s. * *
B) Post-pinta
100% 51 11 6,8 2,3 117
70% 4,3 0,6 6,8 2,4 99
40% 4,6 1,2 8,6 2,4 120
significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Interaccion n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
AxB

z,
- Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, segin prueba de comparaciéon multiple de Duncan (p< 0.1)

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)

Los datos encontrados en el (Cuadro 8), muestran diferencias significativas en los
tratamientos en post-cuaja sobre las antocianinas acetiladas, donde las mayores
concentraciones se encuentran en las reposiciones hidricas de un 40 y 70% ETreal. En las
deldinidina-3-(6acetil)-glucésido y la peonidina-3-(6acetil)-glucésido, no se encontraron ninguna
variacion con los diferentes tratamientos de riego para ninguno de los dos periodos, no asi para

la petunidina, donde para los dos periodos y su interaccion hay significancia.
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Cuadro 8. Efecto de distinto niveles de reposicion hidrica, post-cuaja y post-pinta sobre

antocianinas acetiladas (mg/L), cv. Cabernet Sauvignon, Pencahue 2001-2002.-

Reposicion Delfinidina-3- Cianidina-3- Petunidina-3- Peonidina-3- Malvidina-3-
Hidrica (6acetil)- (6acetil)- (6acetil)- (6acetil)- (6acetil)-
Glucésido glucdsido glucésido glucdsido glucdsido
A) Post-cuaja
100% 11 2,2 b’ 36a 11 34,4b
70% 1,2 28a 2,8b 11 42,7 a
40% 1,2 29a 31lb 11 42,1 a
Significancia” n.s. * * n.s. *
B) Post-pinta
100% 1,2 2,5 29b 11 39,1
70% 11 2,5 35a 11 36,7
40% 1,2 2,9 31lb 11 43,5
significancia n.s. n.s. * n.s. n.s.
Interaccion AxB n.s. n.s. * n.s. n.s.

z,
- Valores indicados con la misma letra no difieren estadisticamente, segin prueba de comparacién multiple de Duncan (p< 0.1)

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)

Los datos encontrados en el (Cuadro 9), muestran diferencias significativas en los tratamientos
en post-cuaja sobre las antocianinas cumariladas, donde las mayores concentraciones se
encuentran en las reposiciones hidricas de un 40 y 70% ETreal. Para la petunidina-3-(6-p-

cumaril)-glucésido se encontrd significancia sélo en la interaccion de los dos periodos.

Cuadro 9. Efecto de distinto niveles de reposicion hidrica, post-cuaja y post-pinta sobre

antocianinas p-cumariladas (mg/L), cv. Cabernet Sauvignon, Pencahue 2001-2002.-

Reposicion Delfinidin-3- Cianidin-3-  Petunidin-3- Peonidin-3- Malvidin-3-
Hidrica (6-p-cumaril)-  (6-p-cumaril)- (6-p-cumaril)- (6-p-cumaril)- (6-p-cumaril)-
Glucésido glucésido glucésido glucdsido glucdsido
A) Post-cuaja
100% 0,9 a* 0,2b 0,6 0,4 8 b
70% 0,8b 0,3a 0,6 0,4 10,2 a
40% 0,8b 0,3a 0,6 0,4 10,1ab
Significancia’ * * n.s. n.s. *
B) Post-pinta
100% 0,8 0,3 0,6 0,4 8,8
70% 0,8 0,3 0,6 0,4 8,6
40% 0,9 0,3 0,7 0,4 10
significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Interaccion AxB n.s. n.s. * n.s. n.s.

z

y:
Significancia: n.s.: no significativo; *: significativo; **: altamente significativo, (p < 0.01)
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que existen diferencias significativas entre las
Resulta importante observar . . . .

interacciones de los dos periodos fenolégicos para las
petunidina-3-(6acetil)-glucésido y petunidina-3-(6-p-cumaril)-
glucésido (Figura 5y 6), donde se muestra que las mayores

concentraciones para la antocianina acetilada son en las

reposiciones hidricas de 100% y 70% (tratamiento 2), con

4,4 mg/L, y para la antocianina p-cumarilada son en las

reposiciones hidricas de 70%y 40% (tratamiento 6), con 0,9 mg/L
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Figura 5. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre
antocianina petunidina-3-(6acetil)-glucésido.
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Figura 6. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre
antocianina petunidina-3-(6-p-cumaril)-glucdsido.

4.5.1 Evolucién de las antocianinas glucosiladas, acetiladas y cumariladas. Las
mayores concentraciones de antocianinas glucosiladas, acetiladas y cumariladas fueron
observados en las reposiciones hidricas 70% y 40% (tratamiento 6) con 233,8 mg/L, seguida de
los tratamiento 7 y 9 con 40-100% y 40-40% respectivamente. (Anexo 7). Si analizamos las
antocianinas individualmente (Anexo 8), observamos que las glucosiladas estan en mayor
proporcién que las acetiladas y cumariladas con excepcién de la cianidina acetiladas, donde
muestra mayores concentraciones, en comparacion con las cianidianas glucosiladas y

cumariladas.

El compuesto identificado que se presenta en todos los casos en mayor proporcion es

la malvidina, donde las mayores concentraciones son en el tratamiento 70-40% Etreal, con un

porcentaje de 60% para la malvidina-3-glucosilada, 23% para malvidina-3-(6acetil)-glucosilada y
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6% para malvidina-3-(6-p-cumaril)-glucosilada. Estos resultados concuerdan con estudios
efectuados en Atenas por Lanaridis et. al., (1997), donde concluye que la malvidina es la
antocianina mas abundante de las uvas, dentro de todos los cepajes que se estudiaron, ademas

durante la maduracién aumenta progresivamente.

Ya que no hay muchos estudios sobre como afecta el estrés hidrico en las antocianinas
individuales, resulta altamente recomendable continuar con investigaciones, que consideren
otros tipos de suelos, otras variedades o clones y otros momentos de déficit hidricos que

permitan ahondar en el conocimiento de los cambios composicionales de la baya y vino.

4.5.2. Indice de Holbch. Ademas con estas resultados se calculé el indice de Holbach
donde los valores que nos entregan los tratamientos en promedio son de 4,2 (Anexo 10), lo cual
es un valor mucho mayor al que dice Holbach et. al., (1997), indicando que las antocianinas
acetiladas estan en mayor proporcién que las antocianinas cumariladas, ademas son vinos
varietales jovenes donde se hizo una microvinificacién obteniendo un mayor contacto entre los
orujos y el jugo, coincidiendo con lo sefialado por Mancilla et al., (2001) quienes sefialan que
para cuatro clones de la variedad Syrah en la zona de Pencahue, encontré valores que
fluctuaban para la relaciéon de antocianinas acetiladas y antocianinas cumariladas entre 2,51 —

5,6.

Lo anterior nos indica que la utilizacion de cualquier tratamiento de riego no afectara

directamente en la obtencién del indice, concordando con Monreal (2001). Esto deja en

evidencia que hay que estudiar mas cosas para definir un indice de genuidad varietal.
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5. CONCLUSIONES

El estrés hidrico en post-cuaja afecta a la composicion fenélica de las bayas, aumentando la
concentracion de las antocianinas totales, antocianos facilmente extraibles y el indice de
madurez celular, liberando mayor antocianos de la piel. Para periodos en post-pinta la
concentracién aumenta para el indice de polifenoles totales y para el indice de madurez de

pepas, con reposiciones hidricas de 40 y 70% de la Etreal.

En el vino se producen cambios en la composiciéon fenélica con riegos deficitarios en post-
cuaja, aumentando las concentraciones de los taninos totales, antocianos totales, fenoles
totales e intensidad colorante con reposiciones hidricas de 40% y 70%. En post-pinta no se

produjo ninglin cambio significativo en la composicion fendlica de los vinos.

Las antocianinas, se determiné un aumento en su concentracion a medida que el déficit
hidrico se hizo méas severo, destacando la malvidina como la antocianina de mayor
concentracion. La proporcién de antocianinas acetiladas versus antocianinas cumariladas

(madida como Indice de Holbach) no se vié alterada por los tratamientos.
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Anxol. Distribuciéon de los Tratamientos.

Esquema del ensayo

Hilera: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T1R1 T6R1 T8R1 T2R1 T7R2 T8R2 T1R3 T7R3 T2R3
Parcela: 1 4 7 10 13 16 19 22 25
Guia TDR—p . : : : . . . . .
T5R1 T7R1 T4R1 T2R2 T3R1 T3R2 T8R3 T5R2 T9R2
Parcela: 2 5 8 11 14 17 20 23 26
T9R1 T6R2 T4R2 T6R3 T1R2 T3R3 T4R3 T5R3 TO9R3
Parcela: 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Donde: T = tratamientos de riego (9 tratamientos)

R = repeticiones (3 repeticiones)

34




Anexo 2. Determinacién de la Madurez Fenélica a través del Método de Glories.

Esquema del Método Glories de determinacién de madurez fendlica

Moler 200 bayas (juguera)

/

Jugo

Densidad

Azlcares, Ac. Total, pH

Fuente: Marquette, B.

<

35

Muestreo regular de 400 bayas

N

Moler 200 bayas (juguera)

/N

x g de molido + x g de molido +

50 ml solucion pH=3,2 50 ml solucion pH=1

Y N

Homogeneizacién y maceracion 4h Filtracion

/ \

ApH 3,2 ApH1
d280, Mp



EA representa el porcentaje de antocianos no extraibles (%)

EA - ApH1- ApH3.2 *100
ApH1

Mp representa el porcentaje de taninos en las semillas (%)
d 280 = dApiel + dTpiel + dTpepas

dpiel = dApiel + dTpiel = ApH3.2*0.04

dTpepas = d280— ApH3.2*0.04

Mp = (M}m
d280
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Anexo 3. Metodologia de la Composicion del Vino

Taninos Totales (mg g de (+)catequina/L)

e En dos tubos de ensayo se coloca 4 ml de vino diluido 1/50, mas 2 ml de agua destilada y
mas 6 ml de HCL concentrado.

e Uno de los tubos se calienta a bafiomaria a 100°C durante 30 min.

e Se deja enfriar en la oscuridad, pues los antocianidoles son inestables en la luz

e Se agrega en los dos tubos (calentado y testigo), 1 ml de alcohol etilico que intensifica y
estabiliza el color. Se mide la absorbancia de los dos tubos, en relacién al agua destilada,
bajo 1 cm de espesor en cubeta de vidrio a 550 nm.

e La diferencia de densidad es proporcional, para las condiciones operatorias, a la
concentracion de antocianidinas formadas por la reaccion y por lo tanto, de taninos.

e La concentracion es obtenida a partir de una curva patrén establecida en las mismas
condiciones. Si no se dispone de tanino, se puede utilizar la curva patrén establecida por
Ribereau-Gayon y Stonestreet.

e La diferencia de densidad obtenida se multiplica por el factor 19,33 que tiene en cuenta la
dilucién y que da la concentraciéon en g/L. Si la dilucién es diferente, se debe modificar el

factor.
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Anexo 4. Metodologia de la Composicion del Vino

Antociano Totales

En un erlenmeyer de 100 ml se mezclan 1 ml de la muestra de vino, 1 ml de alcohol acido y
20 ml de &cido clorhidrico al 2%

Una vez bien agitado, se toman 10 ml y se colocan en un tubo de ensayo.

Se toman 10 ml del liquido del apartado 1) y se vierten en otro tubo de ensayo.

A un tubo se vierten 4 ml de agua destilada.

Después de 20 min. Se lee absorbancia en cubetas de vidrio o plastico de 10 mm de paso
de luz y a 520 nm, de cada uno de los tubos, contra agua destilada.

Se prepara un curva de calibracion, en un matraz aforado de 100 ml, disolviendo 100 mg de
clorhidrato de malvina con el alcohol diluido.

Se prepara una serie de matraces de 50 ml a los que se les afiade; 0.05, 0.10, 0.15, 0.20,
0.258 y 0.30 ml de la solucién anterior de malvina. Igualmente otra serie de matraces con
idénticas adiciones. Una serie de matraces se utiliza para la estandarizacion y la otra para

la referencia.

38



Anexo 5. Metodologia de la Composicion del Vino

Indice de Taninos (%)

e A5 mlde vino se le agregan 45 ml de etanol, luego de 24 hr. se centrifuga, después medir
DO 280 nm previa dilucion 1/10 a un recorrido éptico de 10 mm —> d.

e Luego a 1 ml de vino de la muestra problema inicial se le agregan 90 ml de agua destilada

mas 9 ml de etanol, se mide DO 280 nm sin dilucion, con recorrido éptico de

10mm —» do.

e | =((do—d)/do) 100 =Indice de Etanol

39



Anexo 6. Metodologia de la Composicion del Vino

Fenoles totales (mg o g de equivalente de acido galico)

e Se preparara una solucién acuosa de acido galico, disolviendo en un matraz aforado de 100
ml, 100 mg de &cido galico en alcohol, completando el volumen con el mismo disolvente.

e De la solucién anterior se tomaran 10 ml y en un matraz aforado se diluyen con agua
destilada de forma que cada ml corresponda a 0.1 mg de &cido galico.

¢ En cuatro matraces aforados de 100 ml, se colocaran 5, 10, 15, 20 ml de solucién anterior y
se completa con agua destilada. Las concentraciones corresponden a 0.5, 1.0, 1.5y 2.0
mg de acido galico por litro.

e Cada uno de las soluciones anteriores se pasara por el espectofotémetro, en cubetas de 10
mm de paso de luz, a longitud de onda de 280 nm.

e Con los valores obtenidos de cada una de las soluciones se hara una curva patrén.

e La muestra de vino se diluye 100 veces, se completa a volumen con agua destilada.

e Se lee la densidad optica de la muestra (absorbancia) y se compara con la grafica, para
determinar la concentracion de polifenoles totales (es decir, se reemplaza el valor de la
absorbancia obtenido en la muestra en la recta de calibrado obtenida con las soluciones de
acido galico, obteniendo asi la concentracion de polifenoles totales en mg o g de
equivalentes de acido galico (EAG) por litro de vino: geAG/L). Estos valores en los vino

tintos suelen ser de entre 3 a5 g y en vinos blancos menores a 1.
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Anexo 7. Condiciones de Operacion

Cromatografia Liquida de Alta resolucién HPLC

Intrumentos:
HPLC
Horno columna
Desgascificante
Columna Lichrospher 100 Rp-18 (5 um) a (T° 40°C)
Precolumna
Sofware

Reactivos
Acido Férmico
Agua solvente A: Agua/ac. Férmico/ACN 87:10:3
Acetonitrilo (ACN) solvente A: Agua/ac. Férmico/ACN 40:10:50

El analisis por HPLC es llevado a cabo en las siguientes condiciones:
Inyecciéon volumen 50 pl
Analisis T° 40°C
Run Time 45 min
Post time 5 min
Deteccion 518 nm

Time (min) Solvente A Solvente B
% (v/V) % (vIV)

0 94 6

15 70 30

30 50 50

35 40 60

41 94 6

Se detectan 15 antocianinas siedo las siguientes:
Delfinidina-3-glucésido
Cianidina-3-glucésido
Petunidina-3-glucésido
Peonidina-3-glucosido
Malvidina-3-glucésido

Delfinidina-3-(6acetil)-glucésido
Cianidina-3-(6acetil)-glucésido
Petunidina-3-(6acetil)-glucésido
Peonidina-3-(6acetil)-glucésido
Malvidina-3-(6acetil)-glucdsido

Delfinidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido
Cianidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido
Petunidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido
Peonidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido
Malvidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido

41



Anexo 8. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la

concentraciéon de antocianinas individuales.

(mg/L)

250,0 233,8

208,9 206,5
190,5
200,0 - 172.6 168.3 180,4 182.,4

144,8

150,0 |

100,0 -

50,0 -

0!0 T T T T T T T T 1
100-100 100-70 100-40 70-100 70-70 70-40 40-100 40-70  40-40
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Anexo 9. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre

concentraciéon de antocianinas individuales.

(mglL)

160,0 -
139,7

117.,8 — 122.6
- 1115 —

120,0 11075 105,7

100,2 M
100,0 - —
80,5
80,0 - ]

60,0 7

36,6 3 3 36,7 37,2
40,0 1 334 3,2

(0]

96 | 127

20,0 4 7 7 2 9 3.6 0,1 2 0.9

0,0 ‘
100-100 100-70  100-40  70-100 70-70 70-40  40-100 40-70 40-40

O Malvidina-3-glucésido O Malvidina-3-(6acetil)-glucésido m Malvidina-3-(6-p-cumaril)-glucésido

a

Figura 9.1. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la

Malvidina glucosilada, acetilada y cumarilada para cada tratamiento.

(mgil)
7,0 -
6,1
60 52 >6 ] 54 53
50 - ] ] ]
4,0
4,04 3,6 — 3,6 3.4
3,0
2,0 1,6 3
L, 1,2 1,2 '
Lo | Lo | [A22 7 | Los 8 o | boo 9
Ml |
0,0 ‘ ‘
100-100 100-70  100-40  70-100 70-70 70-40 40-100 40-70 40-40
‘I:l Delfinidina-3-glucésido O Delfinidina-3-(6acetil)-glucésido m Delfinidina-3-(6-p-cumaril)-glucdsido

Figura 9.2. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la

Delfinidina glucosilada, acetilada y cumarilada en cada tratamiento
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O Petunidina-3-glucésido O Petunidina-3-(6acetil)-glucésido m Petunidina-3-(6-p-cumaril)-glucosido

Figura 9.3. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la
Cianidina glucosilada, acetilada y cumarilada para cada tratamiento.

(mg/L)
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Figura 9.4. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la
Petunidina glucosilada, acetilada y cumarilada en cada tratamiento
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Figura 9.5. Influencia de diferentes regimenes hidricos en post cuaja y en post pinta sobre la
Peonidina glucosilada, acetilada y cumarilada en cada tratamiento.
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Anexo 10. Proporcién de antocianinas acetiladas versus antocianinas cumariladas

Indice de Holbach

100-100 4,14
100-70 4,25
100-40 4,18
70-100 451
70-70 4,09
70-40 3,83
40-100 4,19
40-70 4,14
40-40 3,89
Promedio 4,14
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