Instituto Nacional de Vitivinicultura
VITIVINICULTURA
Resolucion 23/2006

Oficializase el método "Determinacion por HPLC de Nueve Antocianos Principales en
Vinos Tintos y Rosados".

Mza., 23/10/2006

VISTO el Expediente N° 311-000461/2006-2, por el cual se tramita la oficializaciéon del método de
determinacion por HPLC de NUEVE (9) antocianos principales en vinos tintos y rosados, y

CONSIDERANDO:

Que la mencionada determinacion posibilita el control de la autenticidad de vinos tintos y rosados
con relacién a la variedad que le dio origen a través de la determinacion del perfil de antocianos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Que desde el afio 2003 esta determinacion es método oficial de la ORGANIZACION
INTERNACIONAL DE LA VINA' Y EL VINO (0O.1.V.).

Que la REPUBLICA ARGENTINA es pais miembro de la O.1.V., representacién ejercida por el
INSTITUTO NACIONAL VITIVINICULTURA, y ha participado en la aprobacién de este método.

Que el mencionado método ha sido validado con la participacidon de Laboratorios de reconocido
prestigio internacional y la misma ha sido publicada conjuntamente con el método en la Resolucion
OENO 22/2003.

Que esta determinacion tiene el respaldo cientifico suficiente como para adoptarse como norma de
control oficial por el I.N.V.

Que Subgerencia de Asuntos Juridicos ha tomado la intervencion de su competencia.

Por ello, y en uso de las facultades conferidas por las Leyes Nros. 14.878 y 24.566 y los Decretos
Nros. 1279/03 y 1241/05,

EL PRESIDENTE DEL INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA
RESUELVE:

1° — Oficializase el método "DETERMINACION POR HPLC de NUEVE (9) ANTOCIANOS
PRINCIPALES EN VINOS TINTOS Y ROSADOS" que, junto a su VALIDACION, obran como ANEXO en
la presente Resolucion, en sus versiones en idioma espafiol.

2° — Registrese, comuniquese, publiquese, dése a la Direccidon Nacional del Registro Oficial para su
publicacién y cumplido, archivese. — Raul H. Guifazu.

ANEXO A LA RESOLUCION N° C.23/06.
DETERMINACION POR HPLC DE NUEVE (9) ANTOCIANOS PRINCIPALES EN EL
VINO TINTO Y ROSADO

1. CAMPO DE APLICACION



El método analitico concierne a la determinacién de la composicién relativa de los antocianos en el
vino tinto y rosado. La separacién es realizada por HPLC con una columna de fase reversa y
deteccién UV-VIS.

2. PRINCIPIO

Separacién de los CINCO (5) antocianos no acilados mas importantes (ver Figura 1 picos 1-5) y de
los cuatro antocianos acilados principales (ver Figura 1, picos 6-9).

Analisis del vino tinto o rosado por separacién directa en HPLC utilizando una columna de fase
reversa con una elucion por gradiente de agua/acido formico/acetonitrilo con una detecciéon a 518
nm.

3. REACTIVOS y MATERIALES

Acido formico (p.a. 98 %) (CAS 64-18-6)

Agua, pureza HPLC

Acetonitrilo, pureza HPLC (CAS 75-08-8)

Solventes HPLC:

Solvente A: Agua/acido formico/acetonitrilo 87:10:3 (v/v/v)

Solvente B: Agua/acido formico/acetonitrilo 40:10:50 (v/v/v)

Filtro de membrana para desgasificar los solventes HPLC y preparar las muestras a analizar.
Productos de referencia para la identificacién de los picos.

La dosificacion por HPLC de los antocianos del vino es dificil de realizar debido a la ausencia de
productos puros disponibles en el comercio. Ademas, los antocianos son extremadamente
inestables en solucién.

Los siguientes pigmentos antocianicos se encuentran en el comercio:
Cianidina-3-glucosido (igualmente Clorhidrato de cumarina); M = 484,84 g/mol
Peonidina-3-glucosido; M = 498,84 g/mol

Malvidina-3-glucésido (igualmente Clorhidrato de enonina); M = 528,84 g/mol
Malvidina-3,5-diglucoésido (igualmente Clorhidrato de malvidina); M = 691,04 g/mol
4. APARATOS:

Un sistema de HPLC con:

a. Una bomba binaria a gradiente, un sistema de inyeccién para volimenes de muestra de 10 a
200 pl.

b. Un detector con arreglo de diodos o un detector UV de rango visible
c. Un integrador o un ordenador con un programa informatico de adquisicion de datos

d. Un horno que permita calentar las columnas a 40° C



e. Un sistema de desgasificacién de solventes
f. Una columna analitica, por ejemplo: LiChrospher 100 RP18 (5 pum) en LiChroCart 250-4

g. Una pre-columna, por ejemplo: RP18 (30-40 um) en cartucho de 2 mm de didmetro x 20 mm de
largo

5. PROCEDIMIENTO
5.1. Preparacién de las muestras

Los vinos limpidos son inyectados directamente sin preparacién previa o colocados en los viales del
inyector automatico de muestras. Las muestras turbias, previo a analizarse por HPLC, deben ser
filtradas por filtro-membrana de 0,45 um. La primera parte del filtrado debe ser descartada.

Dado que el rango de linealidad de la absorcién en funcién de la concentracion de los antocianos es
extensa, es posible regular los volimenes de inyeccién entre 10 y 200 pI en funcién de la
intensidad del color del vino.

No se ha observado ninguna diferencia significativa entre los resultados obtenidos para diferentes
volimenes de inyeccidn.

5.2. Analisis
Condiciones HPLC

El analisis HPLC se desarrolla en las siguientes condiciones:

Volumen de inyeccion: 50 uI (vino tinto) hasta 200 uI (vino rosado)
Caudal: 0,8 ml/minuto

Temperatura: 40°C

Tiempo de analisis: 45 minutos

Tiempo de retorno a las condiciones iniciales: 5 minutos

Deteccién: 518 nm

Gradiente de elucion:

Tiempo (min) Solvente A % (v/v) Solvente B % (v/v)
0 94 6
15 70 30
30 50 50
35 40 60
41 94 6

Para verificar la eficacia de la columna, la cantidad de platos teoricos (N) calculada con relacién a la
malvidina-3-glucésido no debe ser inferior a 20000, la resolucién (R) entre la peonidina-3-
cumarilado glucésido y malvidina-3-cumarilado glucésido no debe ser inferior a 1,5. Por debajo de
estos valores, se recomienda utilizar una nueva columna.

La Figura 1 muestra un cromatograma, donde se separan las siguientes antocianinas:

Pico-N°



Grupo 1: "antocianos no acilados -3- glucésidos": Delphinidina-3- glucésido.
Cianidina-3- glucésido.
Petunidina-3- glucdsido.
Peonidina-3- glucdsido.
Malvidina-3- glucdsido.

Grupo 2: "antocianos acilados -3- glucésidos": Peonidina-3-acetilo glucdsido.
Malvidina-3- acetilo glucdsido.

Grupo 3: "cumarilados antocianos-3- glucésidos". Peonidina-3-cumarilado glucédsido.
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Malvidina-3-cumarilado glucdsido

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Informar que los valores son expresados en cantidades relativas con relacion a la totalidad de los
NUEVE (9) antocianos definidos en este método.

7. PARAMETROS DE FIDELIDAD

Los valores de la repetibilidad "r" y la reproductividad "R" para los NUEVE (9) antocianos, estan
indicados en la Tabla 2 y dependen de la superficie relativa del pico. La medicién de la
incertidumbre de una superficie de un pico especifico es determinada por el valor de r y R que
corresponde al valor mas préximo indicado en el Tabla 2.

Los valores de los datos de validaciones pueden ser calculados siguiendo las reglas estadisticas
apropiadas. Para calcular el error total (Sr) de la suma, por ejemplo de los antocianos acetilados,
deben totalizarse las varianzas (Sr 2) de las superficies especificas de cada pico correspondiente a
los antocianos acetilados.

El error total de las relaciones, por ejemplo, la relacién de los antocianos acetilados/cumarilados,
es el resultado de la suma de los cuadrados de los errores relativos (Sr/aj, ai = superficie del pico).
Con estas reglas, todos los valores de fidelidad pueden ser calculados utilizando los datos
presentados en el Tabla 2.

8. ESTUDIO Y EVALUACION DEL RENDIMIENTO DEL METODO
Resultados estadisticos

DIECISIETE (17) laboratorios de CINCO (5) Estados Europeos participaron en el estudio de la
validacién del método bajo la coordinacién del Laboratorio Oficial del Estado Aleman para Quimica
Alimentaria en Trier. Los participantes figuran en la Tabla 3. En la Figura 1, se presenta un ejemplo
de un cromatograma y en la Tabla 2, los resultados detallados.

La evaluacidn estadistica ha sido efectuada segun la Resolucion OENO 6/99 y la Norma ISO 5725-
1994,

Los cromatogramas enviados con las hojas de resultados cumplieron todas las exigencias relativas
al rendimiento de la columna analitica. Ningun laboratorio tuvo que ser totalmente eliminado, por
ejemplo, a causa de una falsa identificacién de pico.

Los valores aberrantes fueron determinados por los tests de Dixon y de Grubbs segun el
procedimiento del "Protocolo armonizado IUPAC 1994” y de la Resolucion OIV Oeno 19/2002. Los
valores de Sr, SR, r y R fueron calculados para NUEVE (9) antocianos caracteristicos y a CINCO (5)
niveles de concentraciones. Para los resultados analiticos, deben utilizarse los valores de los niveles
mas préximos.



Con el fin de obtener una vision global del rendimiento del método, todos los valores RSDr y RSDR
reunidos son reagrupados por rangos de superficie en la Tabla siguiente:

Tabla 1: Resumen de los resultados del rendimiento del método

Rango de la superficie relativa del pico* (%) Rango de Rango de RSDR (%)
RSDr (%)

1>0,4-1,0 6,8-224 |20,6-50,9

|>1,1 -1,5 |4,2— 18,1 ‘11,8—28,1

| >1,5-3,5 |2,1 -7,7 ‘ 10,6 - 15,6

| >3,5-5,5 |2,7 -57 ‘ 18,7-7,5

>55-7,5 24-39  |65-10,0

|>10—14 |1,1—2,9 ‘3,7—9,2

>14 - 17 11,0-39  |32-54

| >50 - 76 03-10 |2,1-371

| * independiente del antociano. | ‘

Esto lleva a concluir que las repetibilidades y las reproductibilidades dependen de las sumas de las
superficies relativas de los picos. Cuanto mas elevadas son estas sumas, mejores son los RSDr y
RSDR. Para los tenores de antocianos proximos al limite de deteccién (ej. Cianidina-3-glucésido)
con pequefias superficies relativas, inferiores a UNO POR CIENTO (1 %) los valores de RSDr y
RSDR pueden aumentar de una manera bastante significativa. Para los antocianos cuyas
superficies relativas exceden UNO POR CIENTO (1 %), los valores RSDr y RSDR son razonables.

Figura 1

Separacion de NUEVE (9) antocianos en un vino tinto
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Tabla 2: Resultados del estudio de rendimiento del método

Antocianos Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
Deiphinidol-3-glucoside
n . 14 14 16 15 16
Media 6,75 14,14 3,45 16,68 3.54
5 0,163 0,145 0,142 0,142 0,108
RED{%) 24 1.0 4.1 0,8 31
R 0,46 0,41 0,40 0,40 0,30
S 0,544 0,462 0,526 0,704 0,490
RSDp(%) 81 33 15,2 4.2 a8
R 152 1,29 1,47 1,97 1,37
Cyanidol-3-glucoside
n 16 17 16 15 14
Media 218 1.23 061 1.46 0,34
S 0,086 0,053 0,043 0,110 0,031
RSD(%) 40 43 71 7.5 9.2
R 0,24 0,15 0,12 0,31 0,09
5R 0,460 0,211 0,213 0,180 0,158
RSDg{%) 21,2 17.2 349 12,3 46,7
R 1,29 0,59 0,60 0,50 0,44
Petunidol-3-glucoside
n 15 17 16 14 15
Media 10,24 14,28 575 12,21 6,19
5 0,233 0,596 0,157 0,097 0,186
RSD (%) 23 4.2 2,7 0.8 3.2
r 0,65 1,67 0,44 027 0.55
Sk 0,431 0,956 0,495 0,469 0,404
RSDr(%) 42 7.0 8.6 38 6,5
R 1.21 2,79 1,39 1,31 1,13
Peonidol-3-glucoside
n 16 15 17 17 16
media 11,88 6,23 13,75 7.44 4,12
5, 0.241 0,166 0,144 0,232 0,174
RSD(%) 20 2,7 1,0 3.1 4.2
r 0.68 047 0.40 0,65 0,49
SR 0,981 0,560 1,227 0,602 0,532
RSDg(%) 83 9.0 83 8.1 129
R 275 1,57 3.44 1,69 1,49
Malvidol-3-glucoside
n 16 15 17 16 16
media 55,80 55,04 76,11 52 60 61,04
S 0,545 0272 0,251 0,298 0,377
RSD-{%) 1.0 0,5 0.3 0.6 0.6
r 1,53 0,76 0,70 0,83 1.06
SR 2,026 2,649 2,291 1,606 1,986
RSDg(%) 3.6 48 3.0 an 33 i
R 567 742 6,41 450 | 556 |
n = Cantidad de laboratorios retenidos luego de la eliminacion de los valores aberrantes.
5 = desviacidn estandar de la repetibilidad.
RSD; (%) = desviacion estandar de la repetibilidad relativa.
r = repatibilidad.
Sq = desviacion estandar de la reproductibilidad.
RSDg (%) = desviacion estandar de la reproductibilidad relativa.
R = reproductibilidad.
Antocianos Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra4 | Muestra 5




Tabla 3: Lista de participantes

Klosterneuburg.

ABC Labor Dahmen, Malheim/Mosel D
Chemisches Landes- und Staatliches Veterindruntersuchungsamt Minster D
Institut fir Lebensmittelchemie Koblenz D
Institut fr Lebensmittelchemie Speyer D
Institut fir Lebensmittelchemie Trier D
Institut fir Lebensmittelchemie und Arzneimittelprifung Mainz D
Labor Dr. Haase-Aschoff, Bad Kreuznach D
Labor Dr. Klaus Millies, Hotheim-Wildsachsen D
Labor Heidger, Kesten D
Landesveterinir- und Lebensmitteluntersuchungsamt Halle D
Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt fir Landwirtschaft, Weinbau und D
Gartenbau, Neustadt'Weinstralie

Staatliches Institut fiir Gesundheit und Umwelt, Saarbriicken D
Staatliches Medizinal-, Lebensmittel- und Veterinaruntersuchungsamt D
Wieshaden

Laboratoire Interregional de la D.G.C.C.R.F de Bordeaux, Talence/France -
Unidad de Nutricion y Bromatologia, Facultad de Farmacia, Universidad de E
Salamanca, Salamanca/Espana

University of Glasgow, Div. of Biochem. and Molek. Biclogy LK
Héhere Bundeslehranstalt und Bundesamt tir Wein- und Obstbhau A

DIECISIETE (17) Laboratorios D (13); A (1); F (1); E(1); UK (1)
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